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RESUMEN 

Existen evidencias de que la inervacion simpatica del ovario participa en la regulaci6n del desarrollo 

folicular y la ovulacién. Con el propésito de analizar esta posibilidad en el presente trabajo se estudiaron los 

efectos de la denervacién simpatica noradrenérgica provocada por la administracion de guanetidina (20 mg/K) a 

cobayas recién nacidas y de diez dias de edad. 

La denervacién simpatica periférica desde el nacimiento result6 en la pérdida del contenido de 

noradrenalina ovarica (0.95:0.1 ng/mg de tejido en los animales testigo vs. no detectable en los tratados. La 

administracién de guanetidina a cobayas recién nacidas o de diez dias de edad, adelanté la primera ovulacion y 

la edad de la primera apertura vaginal: 27+1.2 (recién nacidas), 261.7 (10 dias de edad) vs. 3710.9 (testigos). El 

numero de cuerpos IUiteos presentes en los ovarios de los animales testigo y denervados fue similar (3.5+0.2 vs. 

3.30.3). El peso relativo (mg/100g) de los ovarios de los animales denervados sacrificados en la fase folicular, 

fue mayor que el de los testigo (27.8+1.3; 28.943.0 vs. 20.9+0.8 P<0.05) en tanto que el peso uterino fue menor 

(179413, 149428 vs. 292420). Cuando los animales fueron autopsiados en la fase luteal, el peso relativo de los 

ovarios de los animales denervados fue mayor que el de los controles (21.4+1.7 vs. 16.8£1.4, P<0.05). Ef 

numero promedio de foliculos contados en los ovarios de fos animales denervados fue significativamente mayor 

que el de los controles (17364230 vs. 9694147, P<0.05). El diametro promedio de los foliculos del ovario de las 

cobayas testigo autopsiadas en Ia fase folicular, fue significativamente mayor que el de los animales sacrificados 

en la fase luteal (263+3.9,1m vs. 24843.0 ym, P<0.01). El didmetro promedio de los foliculos medidos en los 

ovarios de los animales denervados fue significativamente mayor que en los testigos (tratadas al nacimiento: 

27442.0 um vs. 255+2.4 jum, P<0.05; tratadas desde el dia 10: 286+2.3 um vs. 2572.3 jum, P<0.05). Cuando se 

analizé ef diametro folicular promedio del ovario derecho e izquierdo de los animales testigo, el diametro folicular 

del ovario izquierdo fue significativamente mayor que el del ovario derecho (309+6.0 jum vs. 21443.9 jum, 

P<0.01). La respuesta del ovario derecho y del izquierdo a la denervacién simpatica fue diferente: en el ovario 

izquierdo el didmetro folicular fue menor que en los testigos, en tanto que en el ovario derecho el diametro 

siempre fue mayor. 

Para analizar si la participacién de la inervacién periférica en los mecanismos que regulan la funcién del 

ovario pueden ser lateralizados se hemicastraron cobayas del ovario derecho o del izquierdo. Veintiuno de estos 

animales fueron denervados con guanetidina.. 

Los testigos absolutos sacrificados en la fase folicular no ovularon. Los sacrificados en la fase luteal 

tuvieron 1.8+0.5 (ovario derecho) y 1.5+0.3 (ovario izquierdo). La hemicastraci6n tanto derecha como izquierda, 

adelanté fa primera ovulacién. El nmero de cuerpos Ititeos presentes en los ovarios de los animales 

hemicastrados, autopsiados en la fase folicular fue similar para ambos ovarios: 2.50.4 (ovario derecho “in situ’) 

y 2.440.4 ( ovario izquierdo “in sifu”).El porcentaje de animales ovulantes fue significativamente mayor cuando el 

ovario extirpado fue el derecho: 40% (ovario derecho ‘in sifu”) y 100% ( ovario izquierdo “in situ’), (P<0.01) . El 

porcentaje de HCO para los animales autopsiados en la fase folicular fue de 41.5% +5.2 (ovario izquierdo) vs.



28.5%+1.5 (ovario derecho).y para los animales sacrificados en la fase luteal: 45.9%+7.2 (ovario izquierdo) vs 

43.4% +12.9 (ovario derecho). 

En los grupos de animales hemicastrados y denervados la edad de la primera apertura vaginal slo se 

adelant6 en el grupo con el ovario derecho ‘in situ”. 

Los grupos de animales hemicastrados con autoinjerto del ovario extirpado tuvieron un adelanto de la 

apertura vaginal: 32 +0.8 (ovario izquierdo ‘in situ’) y 3240.9 (ovario derecho “in situ’) (P<0.02 vs. 

hemicastradas). El ndmero de cuerpos lUteos presentes en los ovarios de estos grupos, autopsiados en la fase 

folicular fue de 2.60.2 (ovario derecho ‘in situ’) y 3.040.4 (ovario izquierdo ‘in situ’) . El porcentaje de animales 

ovulantes fue similar para los dos grupos: 83% (ovario derecho ‘in situ’) y 80% (ovario izquierdo ‘in situ’) La 

presencia del autoinjerto modificé el porcentaje de HCO solo en los animales con ovario derecho ‘in situ” (P<0.02 

vs. hemicastradas.) La denervacién con guanetidina en los animales hemicastrados y con autoinjerto del ovario 

extirpado adelanté la edad de la primera apertura vaginal: 321 ( ovario izquierdo “in sifu”) y 3242 (ovario 

derecho “in situ’) (P<0.01 vs hemicastradas). Los animales hemicastrados, autoinjertados y denervados sdélo 

presentaron cuerpos Iuiteos cuando fueron sacrificados en la fase luteal. 

Todos los grupos de animales sacrificados en la fase luteal presentaron ovulacién compensadora. 

Para analizar si la inervacién simpatica del ovario modula los efectos de las gonadotropinas sobre la 

capacidad ovulatoria en la cobaya, se administraron PMSG-hCG a cobayas preptiberes denervadas 0 no con 

guanetidina. 

La administraci6n secuenciada de PMSG (10u.i.) a cobayas de diez dias de edad, adelanto la primera 

apertura vaginal (2212.3 vs 3740.9 dias, P<0.05). Este tratamiento realizado en cobayas denervadas con 

guanetidina desde el nacimiento, provocé una adelanto mayor de la edad de apertura vaginal (1740.8 vs. 2242.3 

dias, solamente denervadas, P<0.05). 

Los resultados de este trabajo indican que en la cobaya preptber la inervaci6n simpatica del ovario 

participa en la regulacion del crecimiento y maduracién folicular. Estos mecanismos regulatorios presentan 

asimetria entre el ovario derecho y el izquierdo, por lo cual es posible que la informacion neural que llega o sale 

del ovario sea diferente dependiendo del lado considerado. 
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SUMMARY 

There is evidence that the sympathetic innervation on the ovary plays a role in regulating ovulation. 

In this work we analyzed the effects of guanethidine administration (20 mg/Kg) to newborn and 10-day-old 

female guinea pigs on puberty, ovulation and follicular population. Peripheral denervation beginning at 

birth resulted in the loss of ovarian norepinephrine content (0.95 + 0.1 ng/mg wet tissue in untreated 

control animats vs. Non detectable in treated animals.). Guanethidine administration to newborn or 10- 

day-old guinea pigs advanced puberty: age of vaginal opening 27 + 1.2 days (newborn), 26 + 1.7 (10-day- 

old) vs 37 + 0.7 (control), P<0.001 and ovulation. The number of corpora lutea in control and denervated 

animals was similar (3.5 + 0.2 vs. 3.3. + 0.3). The relative weight (mg/100 gr body weight) of the ovaries 

and adrenals in the denervated animals autopsied during the follicular phase increased (ovaries 27.8 + 

4.3, 28.9 +3.0 vs 20.9 +0.8, P<0.05; adrenals: 36.4 + 1.4, 37.0 £0.8 vs. 31.6 + 1.5, P<0.05), while 

uterine weight diminished (179 +13, 149 +28 vs. 292 +20). When the animals were killed during the 

luteal phase, the relative weight of the ovaries of newborn guanethidine-treated animals was higher than 

that of the control animals (21.4 + 1.7 vs 16.8 + 1.4, P<0.05). The mean number of follicles counted in the 

ovaries of denervated animals was significantly higher than in control animals 

(1736 +230 vs. 969 + 147, P<0.05). The mean diameter of the follicles in the untouched control ovaries 

in animals killed in the follicular phase was significantly larger than fram animals killed in the luteal phase 

(263 +3.9 um vs. 248 + 3.0 pm, P<0.01). The mean diameter of the follicles measured in the ovaries of 

denervated animals was significantly higher than in controls (animals treated at birth: 274 + 2.0 pm vs. 255 

+2.4 pm, P<0.05; animats treated from day 10: 286 + 2.3 pm vs. 257 + 2.3 um, P<0.05). When the mean 

diameter of the follicles in the left and right ovary of the untouched control was analyzed, the follicular 

diameter in the left ovary was significantly larger, than in the right ovary ( 309 + 6.0 um vs. 214 +£3.9 pm, 

P<0,01). The response of the left and right ovary to sympathetic denervation was the opposite: in the left 

ovary the follicular diameter was smaller and in the right ovary it was larger than in controls. 

To test the idea on the existence of peripheral asymmetry in the sympathetic ovarian innervation in 

regulatory ovarian function, we hemigonadectomized prepubertal female guinea pigs. Twenty one of the 

animals were administered with guanethidine. The untouched controls killed in the follicular phase did not 

ovulate, but when the animals were sacrificed during the luteal phase, the number of corpora lutea was 

4.8 + 0.5 (right ovary) and 1.5 + 0.3 (left ovary). Hemiovariectomy advanced the age of vaginal opening 

and ovulation, but the number of corpora lutea in the ovaries was similar: 2.5 + 0.4 (right ovary “in situ’) 

and 2.4 + 0.4 (left ovary “in situ’). When the right ovary was “in situ’, the number of ovulating animals was 

40% and 100% when the left ovary was “in situ’, P<0.01). The percent of ovarian compensatory 

0
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hypertrophy (COH) when the animals were sacrificed in the follicular phase was 42.5 + 5.2 % (left ovary) 

vs. 28.5 + 1.5 % (right ovary). When the autopsy was performed in the luteal phase the OCH was: 45.9 + 

7.2% (left ovary) vs. 43.4 + 12.9% (right ovary). 

In the hemiovariectomised and denervated animals, the vaginal opening was advanced only in the 

group with the right ovary “in situ’. 

The vaginal opening was advanced in the groups of hemigonadectomised plus autograft of the 

extirpated ovary: 32 + 0.8 days (left ovary “in situ”) and 32 + 0.9 days (right ovary “in situ’). (P<0.02 vs. 

Hemispayed group). The number of corpora lutea founded in the ovaries of the animals killed in the 

follicular phase was 2.6 + 0.2 (right ovary “in situ’) and 3.0 + 0.4 (left ovary “in situ”). The number of 

ovulating animals was similar: 83% (right ovary “in situ”) and 80% (left ovary “in situ”). The autografted 

ovary modified the OCH only when the right ovary was “in situ” (P<0.02). 

The administration of guanethidine to the hemispayed, autografted animals advanced the age of 

vaginal opening: 32 + 1 days (left ovary “in situ’) and 32 +2 days (right ovary “in situ”) (P<0.01 vs. 

Hemigonadectomised). Only the animals killed in the luteal phase showed corpora lutea in their ovaries 

and compensatory ovulation. 

To analyse if the ovarian innervation participates in the control of the ovarian sensibility to 

gonadotropins, we injected PMSG (10 i.u.) and hCG (10 i.u.) to prepubertal female guinea pigs, with or 

without sympathetic denervation by guanethidine administration. The age of vaginal opening was 

advanced in the gonadotropin treated group: 22 + 2.3 days vs. 37 + 0.9 days in the controls (P<0.05). The 

animals denervated from birth and treated with gonadotropins presented the vaginal opening earlier: 17 + 

0.8 days vs. 22 +2.3 days (guanethidine treated animais). 

Our results indicate that in the prepubertal female guinea pig, the noradrenergic ovarian 

innervation regulates the follicular development and the ovulation in an inhibitory way. The ovarian 

response to denervation seems to be different for the left and right ovary.



DEFINICION 

Los diferentes intentos de los cientificos para definir la pubertad han !levado a discusiones y en la 

actualidad no existe una definicién aceptada por todos. Segtin Ramirez (149) fa pubertad es "la etapa que 

enlaza a la inmadurez con la madurez sexual o la infancia con la edad adulta". Grumbach y Kaplan (85) 

refirlendose a la especie humana, la consideran "la etapa de transicion entre el estado juvenil y fa edad 

adulta, durante el cual aparecen las caracteristicas sexuales secundarias, se obtiene la fertilidad, se 

produce el crecimiento corporal de la adolescencia y tienen lugar profundos cambios sicoldgicos". Para 

Winter y Faiman (193) "es un proceso discontinuo que presenta un rapido desarrollo durante la etapa fetal 

y otro en la adolescencia, con una etapa silenciosa en medio que dura aproximadamente diez afios". 

Gorski (77) la define como "la culminaci6n de procesos del desarrollo que ocurren durante un 

periodo de tiempo prolongado, incluyendo Ia diferenciacién sexual del cerebro". Con base en las 

definiciones propuestas por los diferentes autores, podemos decir que la pubertad se inicia durante la 

etapa embrionaria con el comienzo de la diferenciacién sexual y de! sistema hipotalamo-hipofisis-génada, 

hasta alcanzar la maduracion sexual y la fertilidad completas. La capacidad de procreacién culmina este 

proceso, lo que implica fa propagacion y perpetuacién de la especie. 

Independientemente de la definicién considerada, el estudio de los mecanismos que regulan fa 

pubertad es un tema de gran importancia en la endocrinologia. 

Muchos de los estudios se han realizado en la especie humana, con el fin de establecer 

tratamientos a las alteraciones de la maduracién sexual. Otro factor importante en el desarrollo del 

conocimiento de esta area ha sido la posibilidad de modificar el inicio de la pubertad en otras 

especies animales, adelantandola en las productoras de alimento y fibras, 0 retrasandola en las 

consideradas como plagas (71).



Perspectivas historicas 

La participacion de las génadas en el proceso de la pubertad se conoce desde mucho antes de la 

era cristiana, por los efectos de la castracién realizada en el hombre. 

A principios de este siglo, Foa (64) mostré que el ovario proveniente de un animal inmaduro al ser 

injertado a una hembra adulta castrada, presentaba desarrollo folicular y ovulaci6én. Con base en estos 

resultados sugirié que el proceso de maduracion del ovario se alcanzaba mucho antes de la pubertad. La 

confirmacion de estos resultados por otros investigadores, flevé a Lipschutz y cols (114) a formular la “ley 

de la pubertad", en la cual establecen que el inicio de jos cambios puberales de la gonada estan 

determinados por la maduracién de componentes somaticos, mas que por la gonada en si. Previamente, 

Crowe y cols (36) habian sugerido que el componente somatico que controlaba fa pubertad podria ser la 

hipéfisis, ya que la hipofisectomia parcial en perros prepuberales evitaba el inicio de la maduracién sexual. 

En 1927 Smith y Engel (172), mostraron que el injerto de fragmentos de hipOfisis en ratas y ratones 

inmaduros llevaba a la maduracién sexual prematura. Harris y Jacobson (87) mostraron que ei transplante 

de hipéfisis de ratas inmaduras en la eminencia media de hembras maduras previamente 

hipofisectomizadas, resulta en la reanudaci6n de los ciclos estrales mucho antes de la edad 

correspondiente a la pubertad de fas donadoras. Este resultado apoyo el punto de vista aceptado 

actualmente de que en fa mayoria de los mamiferos, la inmadurez intrinseca de !a hipofisis no es la 

responsable del silencio gonadal observado durante la etapa prepuberal. 

Mas recientemente, Plant y cols (145) mostraron que la estimulacién neuroquimica intermitente del 

hipotalamo de monas preptberes por tiempos prolongados, establece un modelo de actividad secretoria 

del eje hipotaélamo-hipofiso-gonadal semejante al del animal adulto. Por ello postulan que las neuronas 

secretoras de la hormona de liberacién de las gonadotropinas (GnRH) responsables del control del 

sistema hipotalamo-hipofiso-gonadal, tampoco constituye el factor limitante en el desarrollo del proceso 

puberal. Consideran que el silencio postnatal que transcurre desde la infancia hasta la pubertad depende, 

al menos parcialmente, de algtin mecanismo neural central capaz de modular la secrecion de la GnRH por 

el hipotalamo. 

La participacién del sistema nervioso central (SNC) en la regulacion del proceso puberal de los 

primates superiores es apoyada por un conjunto de evidencias que sefiala la relacién entre lesiones 

hipotalamicas y de areas adyacentes, con la pubertad precoz en el nifio (163, 189).



GENERALIDADES 

Durante la pubertad se producen una serie de modificaciones en las funciones de la 

mayoria de las glandulas endocrinas cuyas hormonas estimulan la diferenciaci6n de las 

caracteristicas fenotipicas del individuo, en este caso los caracteres sexuales secundarios. Estos 

pueden observarse facilmente en la especie humana: incremento rapido del crecimiento corporal, 

telarquia, pubarquia y menarca en la mujer. En aigunos primates se presenta desarrollo de la “piel 

sexual’, enlarata el cambio de color y la canalizacién vaginal que acomparia a la ruptura de la 

membrana vaginal; en la cobaya la ruptura de la membrana vaginal. 

Las modificaciones fenotipicas caracteristicas de la pubertad se alcanzan a muy diferentes edades: 

35 dias en el ratén, 45 a 60 dias en Ia rata, 45 a 90 dias en la cobaya y hasta diez a doce afios en el 

humano (149), Aunque no existe una relacién entre el tiempo de gestacioén, lalongitud del ciclo estral 

y el inicio de la pubertad, las especies que se localizan en la parte mas inferior de la escafa alimenticia, 

alcanzan esta etapa de la vida en un tiempo menor que aquellas que tienen menor numero de 

depredadores (Tabla 1).



Tabla 1. Factores biolégicos fundamentales en la vida de algunos mamiferos 

  

  

    

Especie Dias de Edad dela pubertad Longitud del ciclo 

gestacion (meses) estral (dias) 

Primates 

Mujer 280 12-13 afios 28 

Chimpancé 238 8 afios 35 

Macaco 168 3-4 afios 28 

Animales de granja 

Yegua 336 12-15 19-23 

Vaca 280 8-12 21 

Cabra 151 4-8 20-21 

Oveja 150 5-7 16 

Cerda 412 4-7 21 

Animales domésticos 

Perra 60 8-24 60 

Gata 63 7-12 14-18 

Animales de laboratorio 

Criceto 16 4 4 

Ratén 20 1-2 4-6 

Rata 21° 1-3 4-5 

Coneja 30 5-6 Estro continuo 

Hurén 42 1-3 Estro continuo 

Cobaya 64 2-3 16-18 
  

(Modificado de Ramirez, 1973). 

Ademas de los factores genéticos, fundamentales en la determinaci6n de la edad de inicio de la 

pubertad, ésta también es infiuida por factores externos como el fotoperiodo, la nutricién y {fos estimulos 

socio-ambientales. Todos ellos tienen como via final comun !a modulacion de la actividad del eje 

hipotalamo-hipofiso-gonadal. 

A mitad del desarrollo fetal de !os primates humano y subhumano, la oveja y la cobaya, el sistema 

reproductor esta completo desde el punto de vista estructural y con una sorprendente maduracién 

funcional. Aunque en estas cuatro especies la unidad hipotalamo-hipofisaria fetal es independiente de la 

materna (85) esta influenciada por secreciones hormonales placentarias de tipo esteroideo y la 

gonadotropina de origen coridnico, las cuales parecen suprimir la producci6n de las gonadotropinas 

fetales al inhibir la esteroidogénesis gonadal.



En el humano, estas hormonas son rapidamente eliminadas de la circulacion y el recién nacido 

responde con un incremento brusco en la concentracién sérica de las gonadotropinas hipofisarias y de los 

esteroides gonadales (194). La magnitud de este incremento es mayor en las nifias que en los varones y 

es mas importante en los nifios con disgenesia gonadal (175). Esto parece indicar que durante la etapa 

neonatal el efecto de retrocontro! negativo de los esteroides sexuales es el mecanismo fundamental en la 

regulaci6n de la secrecién de las gonadotropinas. En este momento, la funcién hipofisaria es similar a la 

de la pubertad temprana: la secrecién de gonadotropinas es pulsatil y puede ser estimulada por la 

administracién de la GnRH (46). Después de esta etapa rapidamente tos valores plasmaticos de las 

gonadotropinas caen a las concentraciones bajas caracteristicas de la nifiez. Esta disminucién en la 

secrecion de las gonadotropinas es el resultado de un aumento en la sensibilidad hipotalamica al 

mecanismo de retrocontrol inhibitorio de los esteroides sexuales, cuya concentraci6n en esta etapa es 

muy baja. 

Aun durante la nifiez existe cierta actividad gonadal: las nifias presentan ciclos intermitentes de 

maduracién folicular y los varones bajos valores de actividad de las células de Leydig, con una relacién de 

testosterona sérica de cuatro a uno entre la vena espermatica y una vena periférica (163, 193) Sin 

embargo, aunque el mecanismo de retrocontro! negativo de los esteroides gonadales es operativo durante 

la nifez, las concentraciones de gonadotropinas durante la infancia tardia caen de manera similar en los 

nifios agonadales y en los normales (194). Esto parece indicar que en la especie humana existe algun 

otro mecanismo inhibitorio sobre la secreci6n de gonadotropinas diferente a los esteroides sexuales. 

Existe evidencia de que el determinante fundamental en la década de inmadurez sexual que 

\lamamos infancia, es un inhibidor central de la secrecién pulsatil de la GnRH. Esto se basa en ia 

aparicion de pubertad precoz en nifios con trastornos del SNC, los cuales muestran que tanto la hipdfisis 

como las génadas del nifio son capaces de realizar una funcién adulta completa, siempre y cuando se 

estimule de manera apropiada la secrecién de la GnRH (193). En el humano, la pubertad se produce 

como resultado de la maduraci6n hipotalamica y de un incremento gradual en la secrecion pulsatil de la 

GnRH (84) Al principio, este fendémeno es mas evidente durante el suefio, causando pulsos secretorios 

nocturnos de fa hormona estimulante del foliculo (FSH) y de !a hormona luteinizante (LH), los cuales son 

caracteristicos de la etapa temprana de la pubertad (20). Esta sefial hipotalamica pulsatil es ampliada por 

la hipofisis y por las génadas y finalmente es expresada como un aumento en fas concentraciones medias 

de gonadotropinas y esteroides sexuales en el suero. La combinacién de FSH y LH secretadas por la 

hipofisis parece ser regulada por cambios en la frecuencia de la sefial pulsatil de GnRH y por las 

concentraciones en el plasma de estrégenos, andrégenos y progestagenos (85).



En el mono rhesus, el modelo de secrecién de las gonadotropinas durante la maduraci6n es similar 

a la del humano. En esta especie, el eje hipotalamo-hipéfisis-gonada también se desarrolla durante la vida 

fetal. Inicialmente, la secrecion de gonadotropinas no presenta ningun tipo de restricciones, pero 

graduaimente se desarrolla el mecanismo de retrocontrol negativo esteroideo, primero dependiente de 

andrégenos y luego de estrégenos (192). 

En ei macho, la castracion fetal induce un aumento en la concentracion plasmatica de 

gonadotropinas, lo que no ocurre en la hembra. Sin embargo, estos animales agonadales, al igual que el 

humano, presentan una caida en la concentracion plasmatica de gonadotropinas a la misma edad que los 

animales normales y el aumento en las concentraciones séricas de FSH y de LH se produce 

aproximadamente a la misma edad en los castrados que en los normales. Estos datos parecen sefalar 

que en el mono rhesus juvenil, como en la especie humana, la secrecién de gonadotropinas es inhibida 

por un mecanismo no gonadal que suprime la secrecién pulsatil de GnRH. 

Estudios de Knobil y cols (104) en el mono, mostraron que el componente central que regula el inicio 

de ja pubertad se encuentra ubicado en el nucleo arcuato del hipotalamo, el cuat genera una sefial horaria 

que induce un aumento brusco en la concentracién plasmatica de GnRH en la circulacion porta 

hipotalamica-hipofisaria ("pico" de GnRH). Pequefias alteraciones en la frecuencia de esta sefial pueden 

eliminar la secrecién de las gonadotropinas o modificar la relacién de la concentracién plasmatica de FSH 

y LH. 

La génada responde al aumento de las gonadotropinas con un incremento en la produccién de 

esteroides sexuales. A mitad de la pubertad de la hembra, fa concentracién de estradiol en el plasma es 

lo bastante alta como para interrumpir la influencia inhibitoria del esteroide y provocar la primera descarga 

preovulatoria de gonadotropinas (58). El estradiol parece ejercer estos efectos, tanto inhibitorios como 

estimulantes, directamente sobre la hipdfisis (189), en tanto que la progesterona parece actuar sobre el 

SNC (59), alterando la frecuencia de la secrecion pulsatil de la GnRH (68, 76). La desconexién completa 

det hipotalamo medio basal realizada en la mona a los dos afios de edad, no interfiere con la maduracion 

de este sistema y la pubertad se produce de manera normal (104,108). Pero esta desconexi6n o lesiones 

del hipotalamo posterior realizadas a una edad mas temprana, resultan en una pubertad precoz (132). Por 

lo tanto, aunque el hipotdlamo y la hipéfisis constituyen una unidad que mantiene la secreci6n de las 

gonadotropinas en un modelo similar al adulto, la operatividad de esta unidad puede ser inhibida antes de 

la pubertad por la entrada de estimulos provenientes de otras zonas del SNC. 

En ia mona como en la mujer, la pubertad no lleva de manera inmediata a la fertilidad completa, ya 

que los primeros ciclos son anovulatorios y los siguientes presentan fases luteales muy cortas 0 

inadecuadas (66, 68) 
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Para su estudio los mecanismos que regulan la pubertad pueden ser divididos en tres niveles: 

hipotalamico, hipofisario y ovarico. 

1. Nivel hipotalamico 

Aspectos morfolégicos 

Las neuronas secretoras de la GnRH (GnRHérgicas) constituyen la via final comun por medio de la 

cual el SNC controla la secrecion de las gonadotropinas y por ello ia pubertad. La GnRH es sintetizada 

por neuronas peptidérgicas que la descargan en sus terminales axdénicas, localizadas en la eminencia 

media, hacia la circulacién porta hipotalamo-hipofisaria y por esta via alcanzar a la adenohipéfisis (17). 

Las neuronas productoras de la GnRH se originan en la placoda offatoria (196) desde donde 

migran y se ubican de manera preponderante en Areas rostrales del diencéfalo (6rgano vasuloso de la 

lamina terminal); hipotatamo anterior (area predptica anterior-hipotalamica anterior) e hipotalamo (nucleos 

ventromedial y arcuato). La distribucién relativa de las poblaciones mas importantes de neuronas 

GnRHérgicas en estas estructuras varia en las diferentes especies (170). En el mono rhesus adulto se 

puede distinguir dos poblaciones de neuronas GnRHérgicas. El grupo mayor proyecta los axones casi 

exclusivamente al sistema vascular de la eminencia media. El grupo mas pequefio envia proyecciones 

ascendentes hacia el telencéfalo y el cerebro medio, particularmente a la sustancia gris periventricular, el 

hipocampo y la amigdala y tiene contactos sinapticos axosomaticos con el area predptica anterior (Figura 

4). 
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Para su estudio los mecanismos que regulan la pubertad pueden ser divididos en tres niveles: 

hipotalamico, hipofisario y ovarico. 

|. Nivel hipotalamico 

Aspectos morfolégicos 

Las neuronas secretoras de la GnRH (GnRHérgicas) constituyen la via final comn por medio de la 

cual el SNC controla la secrecion de las gonadotropinas y por ello la pubertad. La GnRH es sintetizada 

por neuronas peptidérgicas que la descargan en sus terminales axonicas, localizadas en la eminencia 

media, hacia la circulacién porta hipotalamo-hipofisaria y por esta via alcanzar a la adenohipofisis (17). 

Las neuronas productoras de la GnRH se originan en la placoda olfatoria (196) desde donde 

migran y se ubican de manera preponderante en areas rostrales del diencéfalo (6rgano vasuloso de fa 

lamina terminal); hipotatamo anterior (area predptica anterior-hipotalamica anterior) e hipotalamo (nucleos 

ventromedial y arcuato). La distribucién relativa de las poblaciones mas importantes de neuronas 

GnRHérgicas en estas estructuras varia en las diferentes especies (170). En el mono rhesus adulto se 

puede distinguir dos poblaciones de neuronas GnRHérgicas. El grupo mayor proyecta los axones casi 

exclusivamente al sistema vascular de la eminencia media. El grupo mas pequefio envia proyecciones 

ascendentes hacia el telencéfalo y el cerebro medio, particularmente a la sustancia gris periventricular, el 

hipocampo y la amigdala y tiene contactos sinapticos axosomaticos con el area preéptica anterior (Figura 

1). 
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Figura 1. Esquema correspondiente al plano sagital medio de cerebro de cobayo desde e] septum (parte rostral) al 

puente (parte posterior). Las diferentes células GnRHérgicas estan representadas por diferentes simbolos 

geométricos, las vias nerviosas por asteriscos. CA: comisura anterior, na: nucleo arcuato; CC: cuerpo cailoso; bd: 

banda diagonal de Brocca; F: fornix; RF: fasciculo retroreflejo; nip: nucleo interpeduncular; VL: ventriculo lateral, cm: 

cuerpo mamilar; em: eminencia media; hm: habénula niedial, apm: area predptica media; sm: septo medial; Qo: 

quiasma optico; to: tubérculo olfatorio; ovt: érgano vasculoso de la lamina terminal; nps: nucleo predptico- 

supraquiasmatico; nr: nucleo rojo; ns: nucleo supraquiasmatico; nvm: nucleo ventromediano; avt: area ventral 

tegmental: IIIV: tercer ventriculo: NO: nucleo éculomotor. Tomado de Silverman AJ. 1988. 

Las neuronas GnRHérgicas son morfolégicamente heterogéneas. En la mayoria de las especies 

tienen forma oval o fusiforme, con un diametro maximo de 10-20 um. Las dendritas, no ramificadas, se 

extienden desde uno o ambos extremos de /a célula, en tanto que el ax6n se origina en una dendrita o en 

el soma. En la rata se describié una segunda poblacién neuronal con procesos espinosos que hacen 

pensar en que en estas neuronas se produce la recepcién de un mayor numero de aferencias (11, 167). En 

la oveja (111) y el mono rhesus (167, 170, 170) se encontraron células de mayor tamafio con respecto a 

las otras especies y con arborizaciones dendriticas ramificadas y complejas. 

El nticleo esta ubicado centralmente y contiene uno o dos nucledlos de gran tamafo. El citoplasma 

presenta varias cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso, uno o mas complejos de Golgi y granulos 

secretorios de 40-130 um de didmetro. Silverman y cols (171) en reconstrucciones seriadas de cortes 

ultrafinos, mostraron interacciones sinapticas entre las neuronas GnRHérgicas y la presencia de puentes 

citoplasmaticos entre ellas. Por técnicas de inmunohistoquimica de doble marcaje, describieron sinapsis 

aferentes a las células GnRHérgicas, que contienen diferentes tipos de neurotransmisores: noradrenalina 

12



(NA), dopamina (DA), serotonina (SER), 4cido amino-gamma-butirico (GABA), B-endorfina (BE) y factor 

liberador de corticotrofina (CRF). 

A partir de estudios realizados en la rata, algunos autores consideran que la morfologia de las 

neuronas GnRHérgicas cambia durante el desarrollo y que este hecho es importante en la 

coordinacién de la actividad neuronal que resulta en el modelo puberal de fa secreci6n de las 

gonadotropinas. 

Mecanismo de regulacién de la secrecién de la GnRH 

Las neuronas que secretan la GnRH lo hacen con un modelo sincronizado y fasico con aumentos 

bruscos de secrecién ("picos"), cuya frecuencia depende de la especie en estudio. A este modelo de 

secrecion Knobil (103) lo denominé “generador de pulso GnRH". 

En todas las especies de mamiferos estudiadas, !a secrecion de GnRH en el animal adulto es de 

tipo "pulsatil" (103). Este modelo de descarga de la GnRH parece estar ya establecido en el periodo 

prepuberal, aunque en general la cantidad secretada es baja (103). Durante el desarrollo fetal el 

numero de neuronas GnRHérgicas parece ser insuficiente para mantener este modelo de descarga 

del péptido o bien sus conexiones no estén completamente establecidas. A medida que avanza 

el desarrollo, se plantea la existencia de un mecanismo de inhibicién sobre un sistema neuronal ya 

totalmente desarrollado. 

Al inicio de la etapa prepuberal en la que comienza la secrecién pulsatil de la GnRH, los pulsos no 

son sincrénicos lo cual podria ser consecuencia de una actividad aun desorganizada de las neuronas 

secretoras. Enlarata, estas neuronas comienzan a sincronizar su secreci6n en la etapa juvenil tardia 

(138) lo que permite suponer que en ese momento se establecieron completamente los contactos 

sindpticos de vias aferentes, o bien que se establecieron interrelaciones funcionales entre tas propias 

neuronas GnRHeérgicas (136, 138). 
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Sistemas de neurotransmision y regulaci6n de la secrecién de la GnRH 

El mecanismo de contro! de la secrecién de la GnRH es altamente complejo e incluye fa participacion 

de varios neurotransmisores y neuropéptidos (Figura 2). 
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Figura 2.Resumen de los diferentes factores que participan en el control de las neuronas GnRHeérgicas (GnRH). Las 
lineas continuas representan efectos de tipo estimulante y las discontinuas de tipo inhibitorio. NA. noradrenalina, 
GABA: acido-amino-gamma-butirico, NPY: neuropéptido Y, CRF: factor liberador de cérticotropina, SP: sustancia P, 

E2: estradiol, OX: oxitocina, DYN: dinorfina, VIP: péptido intestinal vasoactivo, DA: dopamina, BE: B-endorfina, Ac’ 
acetilcolina, ENDT: endotelina, 5-HT:serotonina. Modificado de referencia 102. 
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Los mas importantes son: 

4- Noradrenalina (NA). La inervacién noradrenérgica aferente al hipotalamo proviene de neuronas 

cuyos somas estan ubicados en diferentes nucleos: A1 en la porcién ventromedial de la protuberancia, A2 

en el nticleo caudal del tracto solitario, A3-A5 en la regién ventromedial del puente, A6 en el locus 

ceruleus y A7 en la formacién reticulada mesencefalica. 

Los axones provenientes de estas neuronas llegan al hipotalamo por dos vias: el haz ventral, que 

contiene fibras de todos estos nucleos y que inerva al nucleo paraventricular (A1, A2 y A6) el area 

predptica (A1 y A2) y el haz noradrenérgico dorsal formado por fibras provenientes de AG y que inerva a 

los nucleos hipotalamicos dorsales. Todas estas fibras terminan cerca de jas neuronas GnRHeérgicas, pero 

sin establecer conexiones sinapticas con ellas.(105) 

En la rata, la administracion de bloqueadores de Ia sintesis de NA, de bloqueadores especificos de 

receptores «1 adrenérgicos, de la neurotoxina 6-hidroxidopamina, asi como la seccién quirtirgica del haz 

noradrenérgico ventral, eliminan el "pico" ovulatorio de la LH. Este efecto no se observa en el animal 

castrado. En ratas normales, y solamente en fa tarde del proestro se encontré un aumento de la 

liberacién de NA en el area predptica medial, en los ndcleos arcuato y supraquiasmatico y en el 

eminencia media el cual coincide con el pico ovulatorio de fa LH (8, 97, 131, 162). 

2-Adrenalina_(A). Se identificaron tres grupos de neuronas adrenérgicas: C1, en la protuberancia 

ventrolateral rostral, C2 en la porcién rostromedial del tracto del fasciculo solitario y C3 en la protuberancia 

rostromedial. Las mayores concentraciones de A se observan en los nuicleos hipotalamicos dorsomedial, 

paraventricular, periventricular, arcuato y supradptico (86). El bloqueo de Ja sintesis de A parece inhibir el 

aumento de LH provocado por la administracion secuenciada de estradiol y de progesterona. Los efectos 

de NA y A parecen ser mediados por receptores de tipo a y B adrenérgicos. Los datos obtenidos en la 

rata, parecen apoyar la hipdtesis de que ambas catecolaminas participan en la regulacién del aumento 

preovulatorio en la concentracién plasmatica de la LH, y que este efecto es mediado fundamentalmente 

por receptores del tipo «1 cuya mayor concentracién se encuentra en el area predptica (105) . 

3- Dopamina (DA). Los somas de las neuronas dopaminérgicas estan ubicados en las zonas A11 y 

A13 (talamo caudal, area hipotalamica posterior), A12 (tuberoinfundibular) y A14 (nucleo periventricular 

hipotalamico). Los axones del grupo A12 llegan al sistema porta-hipotalamico en la eminencia media y los 

de A14 se proyectan hacia el nucleo predptico. En el hipotalamo de la rata se describieron contactos 

sindpticos entre las neuronas dopammnérgicas y las GnRHergicas (105). 
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En ta rata adulta, la administracién de antagonistas de la DA en la mafiana del proestro reduce la 

magnitud del "pico" de LH en la tarde de ese mismo dia. La administracion intraventricular de DA 0 de su 

antagonista apomorfina, estimula la secrecién de LH en ratas castradas y tratadas con estrégenos. Este 

efecto estimulante parece depender de la especie y los tipos de agonistas o antagonistas utilizados (130). 

4- Serotonina (5-HT). Los somas de las neuronas serotoninérgicas se encuentran localizadas, en su 

mayoria, en el nucleo del rafe medio del tallo cerebral localizado en el mesencéfalo y que se divide en 

nucleo dorsal, medial y de! puente. Los axones provenientes de los nucleos dorsal y medio del rafe llegan 

al hipotalamo por dos haces: rafe-arcuato dorsal y rafe-periventricular dorsal. El nucleo arcuato es el mas 

densamente inervado. Las terminales serotoninérgicas hacen sinapsis con neuronas GnRHeérgicas en el 

area predptica media (105). 

Los efectos de la 5-TH sobre la secrecién de la GnRH, parecen depender de las concentraciones de 

hormonas esteroideas: la administracién intraventricular de 5-hidroxi-triptamina (SHT) a la rata hembra 

castrada inhibe la liberacion de LH, la estimula en el macho normal y no tiene efecto en hembras intactas. 

Cramer y Barraclough (33) mostraron un aumento de 5-TH en el nucleo supraquiasmatico y en la 

eminencia media, el cual coincide con el "pico" ovulatorio de la LH. Este aumento no se observa en la rata 

macho ni en la hembra castrada. La administracién secuenciada de estradiol y progesterona produce un 

aumento significativo de 5-HT en los nticleos del rafe dorsal, hipotalamo predptico anterior y eminencia 

media (105). 

5- Acido amino-gamma-butirico (GABA). Los somas de las neuronas gabaérgicas se encuentran en 

el hipotalamo medio basal y sus axones llegan a la eminencia media. La enzima glutamato decarboxilasa 

que convierte glutamato en GABA ha sido detectada en neuronas de los nucleos predptico, dorsomedial, 

arcuato, supradptico y en la eminencia media donde hacen sinapsis con neuronas GnRHeérgicas. Un alto 

porcentaje de estas neuronas posee receptores a estrégenos (105). 

Tanto la administracion de GABA, sus agonistas, o de inhibidores de su degradacién, disminuyen la 

secrecion “pulsatil” de la GnRH y de la LH. Sin embargo, la adicion de GABA o sus agonistas a 

fragmentos de eminencia media mantenidos en cultivo, incrementan la secreci6n de GnRH. Se ha 

demostrado una disminucion del GABA coincidente con el incremento de estradiol, previo al "pico" 

ovulatorio de LH (94). 

6- Histamina (H). Los somas de fas neuronas histaminérgicas estan localizados exclusivamente en el 

hipotalamo péstero-lateral. La mayor concentracion de H se encuentra en la eminencia media y en menor 
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proporcién en los nucleos arcuato, supraquiasmatico y mamilares. Sus axones aparecen distribuidos en 

la eminencia media y areas predptica, periventricular y supraquiasmatica y en los nucleos supradéptico, 

paraventricular y arcuato. 

El efecto de la H sobre la secreci6n de GnRH parece estar mediado por receptores de tipo H14, ya 

que la administracién de agonistas H1 a fragmentos de hipotalamo medio basal obtenido de ratas en 

diestro, induce un aumento significativo en la liberacién del péptido (104, 105). 

7- Somatostatina (SR). Los somas de las neuronas productoras de SR que envian proyecciones al 

hipotalamo se localizan en la porcién periventricular anterior del diencéfalo y en la amigdala. Se han 

descrito sinapsis entre los axones de estas neuronas y las GnRHérgicas del nucleo arcuato. Este 

neuropéptido parece ejercer un efecto de tipo inhibitorio sobre la secreci6n de GnRH (105). 

8-Neuropéptido Y (NY). Este péptido es particularmente abundante en el nucleo arcuato y en menor 

proporcion en el area predptica-periventricular Sus terminales axénicas se distripuyen entre el hipotalamo 

medio-basal, nucleo supraquiasmatico y neuronas de tipo B-endorfinérgicas (92). La administracién de NY 

aratas hembras, conejas y monas, estimula [a liberacién de la LH. Este efecto parece ser mediado por 

neuronas GnRHeérgicas ya que la liberacién de GnRH aumenta cuando fragmentos de hipotalamo medio 

basal son perfundidos con NY (15). En el animal castrado, los efectos del NY sobre la secrecién de LH 

es de tipo inhibitorio (118). 

9- Oxitocina (Ox), vasopresina (ADH) _y factor liberador de cérticotrofina (CRF). Los somas de las 
  

neuronas productoras de estos neuropéptidos estan localizados en los nucleos paraventricular y 

supradptico y modulan de manera inhibitoria la fiberaci6n de GnRH y de LH (105). 

10- Péptido intestinal vasoactivo (VIP). Los somas de estas neuronas estan en los nticleos 

paraventricular y supraquiasmatico. El primero envia axones a la eminencia media y a la hipofisis posterior 

y el segundo al area predptica periventricular. Resultados de experimentos "in vitro" mostraron un efecto 

estimulante del VIP sobre la secrecién de GnRH (160). 

11- Péptidos opioides - Los somas de las neuronas productoras de prodinorfina se encuentran 

ubicados en el nucleo paraventricular, donde coinciden con algunas neuronas productoras de CRF y de 

ADH y sus axones terminan a Ia altura de la eminencia media. Las que elaboran pro-opio-melanocortina 

(precursora de la B-endorfina), estan en el nucleo arcuato y sus axones alcanzan la eminencia media, 

finalizando en relacién estrecha con los axones de las neuronas GnRHérgicas (105). 
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La administracion de péptidos opioides a la mona y la rata disminuye la frecuencia y amplitud de los 

"picos" de GnRH e inhibe la liberacién de la LH. Los efectos de los péptidos opioides parecen depender, 

como el de otros neuropéptidos y neurotransmisores, de las concentraciones plasmaticas de hormonas 

esteroideas (144). 

El generador de "pulsos" parece estar controlado o modulado por los elementos neurales que 

forman parte de esta compleja red anatémica. Las neuronas dopaminérgicas, B-endorfinérgicas y 

gabaérgicas parecen ser las mas importantes dentro de esta red, ya que inhiben la liberacién de 

gonadotropinas, fundamentalmente de la LH. El alto porcentaje de mediadores inhibitorios sobre el 

generador de "pulsos", podria ser responsable de la baja frecuencia de descarga que éste presenta en el 

animal adulto (aproximadamente un “pulso" por hora) (105). 

Aunque los esteroides sexuales son las sustancias mas importantes en el control de la liberacién de 

tas gonadotropinas, no se han encontrado receptores a estr6genos en las neuronas GnRHérgicas. Sin 

embargo se ha mostrado que las interneuronas gabaérgicas, dopaminérgicas y B-endorfinérgicas si 

presentan este tipo de receptores, por ello pareceria que el control ejercido por los esteroides en la 

secreci6n de la GnRH y de las gonadotropinas se realiza por intermedio de estos sistemas de 

neurotransmisi6n (105,187). 

El aumento de GnRH que inicia la secuencia de eventos neuroendocrinos que llevan a la 

madurez sexual, es elresultado del incremento en su liberaci6n. En ta mona, la administraci6n 

de n-metil-aspartato, un aminoacido agonista excitatorio, induce la secrecién de LH (103), mientras 

que en la rata se produce pubertad precoz (185). La administracién pulsatil de GnRH a monas hembras 

inmaduras adelanta la primera ovulacion y genera un modelo hormonal sérico idéntico al encontrado en 

la pubertad normal (102,192). 

La maduraci6n del sistema secretor de GnRH es modulada por diferentes sistemas de 

neurotransmisores (105). Existen resultados experimentales que muestran que durante la etapa juvenil, la 

concentracion hipotalamica de NA y DA aumenta progresivamente (2) mientras que disminuye el tono 

inhibitorio ejercido por los opioides (18). El estradiol parece tener un papel importante en el proceso de 

maduracion hipotalamica por su efecto facilitador de la sinaptogénesis (125), el flujo de impulsos 

catecolaminérgicos (2, 120,197) y la sintesis de prostaglandina E2 (PGE2) (137). 
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Las neuronas gabaérgicas, noradrenérgicas, dopaminérgicas y B-endorfinérgicas, pertenecientes al 

sistema de regulacién de la secrecién de GnRH, poseen receptores a estrégenos, los cuales actuarian a 

través de estas interneneuronas (63, 78, 89, 161). Entre los péptidos opioides endégenos, la B-endorfina 

es el mas importante en la supresi6n tonica de la LH (101). 

Maduracién del sistema GnRHérgico 

Durante fa vida fetal temprana del humano, mono rhesus, oveja y rata, la unidad hipotalamo- 

hipofisaria se diferencia y es funcional de manera auténoma del hipotalamo y la hipdfisis maternos, (26, 

74, 75, 85). Segun Grunbach y Kaplan (85), la inhibicién de la descarga hipotalamica de la GnRH y por lo 

tanto de la secrecién de gonadotropinas, podria ser consecuencia de dos mecanismos: 

4) el desarrollo del mecanismo inhibitorio ejercido por los estrégenos y ia progesterona sobre la 

unidad hipotalamo-hipofisaria que podria involucrar la maduracién de receptores a hormonas esteroideas, 

tanto en el hipotalamo como en los gonadotropos y 

2) la maduracién de mecanismos correspondientes al SNC, capaces de suprimir la secrecién de la 

GnRH (88). 

Mujer 

Tanto e] telencéfalo como el] diencéfalo estan diferenciados a los 34 dias de vida intrauterina. A las 

catorce semanas, estan presentes todos los nticleos hipotalamicos y a las dieciséis semanas de gestaci6n 

el sistema portal hipotalamo-hipofisario esta completamente desarrollado anatémica y funcionalmente 

(179). 

La GnRH aparece en el hipotalamo fetal a las ocho semanas de gestacién y entre las diez y 

veintidés semanas, alcanza valores de 1.53 + 0.43 pg/mg (10). Alas nueve a trece semanas de 

gestacién la GnRH fue detectada por inmunocitoquimica en el soma y los axones de las neuronas con 

una distribucién similar a la del adulto (25). Entre jas semanas dieciséis y veintiuna de gestaci6n, las 

neuronas GnRHérgicas son abundantes en el hipotalamo anterior, la eminencia media y la lamina 

terminalis, con disminucién posterior, desde la mitad de la prefiez hasta el término, seguida por un 

aumento en la etapa neonatal (25). 

La hipdfisis del humano en cultivo de organos, responde a la administraci6n de GnRH a partir de la 

semana diez de vida (83). La mayor concentracién de FSH y LH en et feto humano se observa a mitad de 

la gestacién, y disminuye significativamente a partir del inicio del tercer trimestre hacia el termino (98). 
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Oveja 

En el hipotalamo de la oveja, se ha detectado GnRH inmunoreactiva a partir de los 58 dias de vida 

intrauterina, con un aumento entre la semana diecisiete y el término (167, 170). 

La secrecion de la LH es pulsatil a partir de la onceava semana de gestacin, lo cual indica de 

manera indirecta, que la secrecién de la GnRH también es pulsatil. En esta especie, como en el humano, 

la concentracion plasmatica de las gonadotropinas fetales, es mas elevada a mitad de la gestacion y 

disminuyen hacia e! término (65). 

La administracion de GnRH también induce un aumento de la secrecién de las gonadotropinas 

fetales la cual es mayor cuando se realiza a mitad de la gestacion, que cuando se realiza al término. Esta 

disminucién en la respuesta a la GnRH se puede atribuir a varios factores: el desarrollo de mecanismos 

de retrocontrol inhibitorio de los esteroides sexuales, el aumento en la concentraci6n de esteroides 

circulantes durante e! periodo final de la gestacién y posiblemente, a la maduracién de mecanismos 

intrinsecos inhibitorios en el SNC. La infusién de estradiol a la oveja prefiada, a partir de la semana quince 

suprime las concentraciones basales de LH y FSH fetales (71). 

Hay pocos datos sobre los efectos de neurotransmisores y neuromoduladores respecto a la funcién 

hipotdlamo-hipofisaria durante el desarrollo fetal de la oveja. Gluckman y cols (75) mostraron que la 

administracién de B endorfina al feto de oveja, incrementa la secrecion de la hormona de crecimiento 

(GH), efecto que es suprimido por la naloxona. La estimulacion de la secreci6n de la GH por la B- 

endorfina es mucho mayor en el feto de menos de trece semanas de edad. En esta edad, la inyecci6n de 

naloxona que bloquea los efectos de la B-endorfina sobre la GH, resulta en el aumento de la secrecion de 

LH pero no de la FSH. Cuando la naloxona se administra a fetos de diecisiete semanas disminuye la 

secrecion de la LH (85). Estas observaciones indican la existencia de un efecto tonico supresor de las 

neuronas opioides hipotalamicas sobre la secrecién de LH, hacia la mitad de! periodo de gestacién, el cual 

disminuye a medida que aquella avanza. Por lo tanto, los opioides no parecen ser los responsables de la 

disminucién en la secrecién de LH que se observa en la gestaci6n tardia (85) 

Rata 

La GnRH aparece por primera vez en el hipotalamo de feto de rata de diecisiete dias de edad. El 

contenido de GnRH aumenta de manera progresiva desde el nacimiento hasta la pubertad, con dos 

aumentos bruscos, uno alrededor de la segunda semana de vida y el segundo durante la etapa juvenil. 

El sistema de liberacién de la GnRH permanece sin cambios durante la etapa prepuberal, en la que 

las concentraciones plasmaticas de estradiol son bajas. Se han observado "“picos" de LH en el animal 
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infantil y en el juvenil (21-32 dias) (99). A partir de esta etapa la secrecion pulsatil de la LH se hace mas 

evidente durante la tarde. 

Resultados de Ojeda y Urbanski (138) parecen mostrar que las descargas esporadicas de LH en la 

rata inmadura son una respuesta a la actividad ain desorganizada de las neuronas GnRHérgicas, en 

tanto que la sincronizacién vespertina de los “pulsos" indicaria que se completaron las conexiones 

sinapticas de estas neuronas entre si y con los otros circuitos de interneuronas que participan en el control 

del generador de "pulsos". 

IJ. Nivel hipofisario 

Los gonadotropos han sido detectados por primera vez en fetos de las siguientes edades : 49 dias 

en la oveja, 45 dias en la cerda, 53 dias en el mono. En el feto humano, la LH aparece durante el tercer 

mes y la FSH a comienzos del cuarto. Ambas gonadotropinas pueden estar localizadas en la misma célula 

(humano) o en células diferentes (rata) (180). 

A partir de los resultados de estudios realizados con técnicas de inmunocitoquimica utilizando 

antisueros especificos, se considera que !a subunidad a de las gonadotropinas aparece antes que la B y 

que la B de la LH antes que la de la FSH (180). . 

Estudios de inmunocitoquimica con microscopia electronica indicaron que en la rata la aparicién de 

tas gonadotropinas se produce a los dieciséis dias de gestacién. Las caracteristicas ultraestructurales de 

los gonadotropos fetales corresponden al de células inmaduras con pocos granulos de secreci6n. 

A medida que avanza la gestacion se inicia ef desarrollo del reticulo endoplasmatico rugoso y del 

complejo de Golgi, y el nmero de granulos secretorios aumenta paulatinamente. En el feto de cerda a 

término, los gonadotropos ya presentan las caracteristicas ultraestructurales correspondientes a las del 

animal adulto, mientras que en la rata el proceso de maduracién continua después del nacimiento ( 40, 

181). 

Humano 

La alta concentracién de FSH y LH en el plasma fetal, parece ser consecuencia de la secreci6én 

irrestricta de la GnRH durante la primera mitad de la gestacién. A medida que el desarrollo fetal avanza, 

madura el mecanismo de retrocontrol negativo y el hipotalamo secreta cantidades menores de GnRH, y 

como consecuencia disminuye la secrecién de la FSH y la LH por la adenohipofisis (85). 

En la mujer durante la pubertad, se produce un cambio en la amplitud de los pulsos de LH (84, 

85, 193). 

21



infantil y en el juvenil (21-32 dias) (99). A partir de esta etapa la secrecién pulsatil de la LH se hace mas 

evidente durante la tarde. 

Resultados de Ojeda y Urbanski (138) parecen mostrar que las descargas esporadicas de LH en la 

rata inmadura son una respuesta a la actividad alin desorganizada de las neuronas GnRHérgicas, en 

tanto que la sincronizacién vespertina de los "pulsos" indicaria que se completaron las conexiones 

sinapticas de estas neuronas entre si y con los otros circuitos de interneuronas que participan en el control 

del generador de "pulsos". 

Il. Nivel hipofisario 

Los gonadotropos han sido detectados por primera vez en fetos de las siguientes edades : 49 dias 

en la oveja, 45 dias en la cerda, 53 dias en el mono. En el feto humano, la LH aparece durante el tercer 
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término, los gonadotropos ya presentan las caracteristicas ultraestructurales correspondientes a las del 

animal adulto, mientras que en la rata el proceso de maduraci6n continua después del nacimiento ( 40, 

181). 

Humano 

La alta concentracién de FSH y LH en el plasma fetal, parece ser consecuencia de la secreci6n 

irrestricta de la GnRH durante la primera mitad de la gestacion. A medida que el desarrollo fetal avanza, 

madura el mecanismo de retrocontro! negativo y el hipotalamo secreta cantidades menores de GnRH, y 

como consecuencia disminuye la secrecion de la FSH y la LH por la adenchipofisis (85). 

En la mujer durante la pubertad, se produce un cambio en la amplitud de los pulsos de LH (84, 

85, 193). 
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Oveja 

A diferencia de !o que ocurre durante la pubertad en la mujer, la mona y la rata, en la oveja durante 

esta etapa se modifica la frecuencia de los pulsos de LH (65, 69). 

El modelo de secrecién de LH similar al del animal adulto se establece precozmente. En ovejas 

gonadectomizadas, se describen pulsos de LH a las seis semanas de vida. Cuando a esos animales se 

les implantaron capsulas de silastic con estradiol, estos pulsos se manifestaron a las 27-33 semanas, 

edad correspondiente al desarrollo del foliculo preovulatorio en el animal normal. Por io tanto, la ausencia 

de estos pulsos en el animal entero se deberia a Ja accion de retroalimentaci6n inhibitoria ejercida por los 

esteroides ovaricos, fundamentalmente el estradiol (67). 

La sensibitidad del sistema que gobierna la secrecién pulsati) de !a GnRH a los efectos inhibitorios 

del estradiol, disminuye a medida que el animal se aproxima a la edad de la pubertad. Esto se mostré en 

ovejas castradas a las tres semanas de edad en las que inmediatamente después de ia castracién se 

detectaron pulsos de LH de alta frecuencia. Estos pulsos desaparecieron al realizar un implante de 

estradiol en capsulas de silastic a las seis semanas. La remocién de las capsulas fue seguida por un 

nuevo aumento en la secrecién periédica de LH. Pero a medida que el animal se acercaba a la edad de la 

pubertad normal (semana 30), fa misma concentracién de estradiol fue inefectiva para suprimir la 

liberacion periédica de la LH. Esto fue interpretado segun la hipotesis del gonadostato y el proceso 

puberal, como evidencia directa de que en la oveja antes de la pubertad, ef mecanismo que gobierna la 

secrecion de la GnRH es altamente sensible al efecto de retrocontrol inhibitorio del estradiol y que la 

disminucion en esta sensibilidad es la responsable del incremento en la frecuencia de los pulsos de LH 

(67, 71). En esta especie, cuyo ciclo estral esta fuertemente vinculado a las estaciones del ano, la iongitud 

del ciclo tuz/oscuridad y el peso corporal del animal, parecen ser otros factores que intervienen, por 

intermedio de vias neuroenddcrinas aun no bien establecidas, en el desencadenamiento de la pubertad 

(71). 

En la oveja no parece existir un sistema de inhibicién mediado por los opioides, capaz de actuar 

sobre la GnRH (71). 

Rata 

En la rata, la capacidad de respuesta de los gonadotropos a la GnRH se desarroila durante los 

Ultimos dias de la gestacién, alcanza un maximo en la segunda semana de vida y disminuye a medida 
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que ef animal se acerca a la pubertad (45, 159). En el dia del primer proestro, aumenta Ja capacidad de 

respuesta de la hipofisis ala GnRH, por la influencia de la elevada concentraci6n de estrégenos (138). 

Ademas de la FSH y la LH, otras hormonas hipofisarias participan en la regulaci6n de la pubertad. 

En la rata hembra, la prolactina (PRL) parece estimular el inicio de ia pubertad, ya que la 

hiperprolactinemia induce adelanto de !a misma (198), mientras que la inhibicion de su secreci6n 

por lesiones hipotalamicas la previene (7). Enlaratade veinte dias de edad, la PRL induce Ia 

formacién de receptores a la LH en el ovario y el ntimero de estos receptores enlas células dela 

granulosa en ios animales hiperprolactinémicos, es mayor que en los animales normales. Este conjunto 

de datos permite sugerir que esta hormona sensibiliza al ovario a los efectos de la LH (136, 198). 

En la etapa prepuberal aumenta la concentracién sérica de la GH. Su inhibicién retrasa la edad 

de la apertura vaginal y el desarrollo ovarico, sin que se altere el peso corporal, por lo cual se supone 

que probablemente participa en el control de la pubertad (3, 47, 135). 

Los estrogenos modulan la secreci6én de las gonadotropinas por sus efectos sobre diferentes 

sistemas de neurotransmisores que regulan la secrecién de GnRH. En el animal castrado la DA y NA 

inhiben la descarga de GnRH y fa estimulan cuando se administran estrogenos. 

La angiotensina II, neurotensina, colecistoquinina, serotonina y el NPY, tienen efectos 

estimulantes sobre ia secrecién de gonadotropinas, tanto en el animal integro como en el castrado 

tratado con estrégenos, pero son inhibitorias, o carecen de efecto en ef castrado sin suplemento 

estrogénico (103, 104). 

Los esteroides sexuales regulan fa secrecién de las gonadotropinas a varios niveles. Se 

ha postulado que en el animal preptber ejercen un efecto inhibitorio sobre su biosintesis y sobre el SNC. 

La sensibilidad del sistema disminuye a medida que el animal madura y por lo tanto aumentan la _sintesis 

y liberacién de las gonadotropinas, !o que resulta en una mayor secrecion de esteroides gonadales 

(138, 150). Esta hipétesis del gonadostato no ha sido aceptada totalmente, ya que la maduracién 

postraduccional de los péptidos parece ser estimulada por los estrogenos, efecto que es incrementado 

por la administracion concomitante de progesterona (138). 

lil. Nivel ovarico 

E! ovario de los mamiferos es un organo complejo cuya unidad morfoldgica y funcional es el foliculo 

ovarico. Este esta constituido por : 1) el ovocito primario detenido en la profase de ia primera divisién 

mitdtica, 2) las células granulosas conectadas entre si y con el ovocito por uniones de tipo nexo, 3) la 
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que probabiemente participa en el control de la pubertad (3, 47, 135). 
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inhiben la descarga de GnRH y la estimulan cuando se administran estrogenos. 

La angiotensina II, neurotensina, colecistoquinina, serotonina y el NPY, tienen efectos 

estimulantes sobre la secrecion de gonadotropinas, tanto en el animal integro como en el castrado 
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Il. Nivel ovarico 
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mitotica, 2) las células granulosas conectadas entre si y con el ovocito por uniones de tipo nexo, 3) la 
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lamina basal que las rodea, 4) células de la teca dispuestas alrededor de la membrana basal, vasos 

sanguineos y linfaticos que no !legan a la capa granulosa (Figura 3). 
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Figura 3. Esquema de un ovario de mamifero. Se observan las diferentes etapas del desarrollo folicular, la ovulacion y 
la formacion del cuerpo luteo. Tomado de Feder HH (1981). 

El foliculo ovarico tiene un proceso de maduracién y desarrollo que se inicia con el foliculo primordial 

constituido por el ovocito y una capa de células granulosas aplanadas. Dependiendo de la especie, esta’ 
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etapa se completa durante el desarrollo fetal (numano, mono rhesus, cobaya) o en la etapa perinatal (rata, 

coneja, armifio). A partir de este momento las etapas siguientes en el ciclo de vida del foliculo pueden 

detenerse por lapsos de tiempo prolongados (dias a décadas) hasta que una o varias sefales 

desconocidas hasta el presente, lo inducen a continuar su proceso de crecimiento y maduracién (157). 

Los cambios mas evidentes de este proceso son: el aumento de tamajio del ovocito, las células de 

la granulosa cambian su forma de aplanadas a cuboidales, se dividen por mitosis y se forma la zona 

pelucida. Los ciclos mitéticos sucesivos de las células granulosas resultan en un aumento de hasta 60 

veces el volumen del foliculo (157). 

Cuando se completan de tres a cuatro capas de células granulosas, los capilares invaden la zona 

fibrosa que rodea al ovocito y junto con las células teco-intersticiales constituyen la teca interna (157). 

Esta fase, llamada preantral, finaliza cuando entre las células granulosas aparecen acumulos multifocales 

de fluido que se constituye por extravasacién del plasma (60), y que contiene diferentes sustancias 

elaboradas por las células granulosas en respuesta al estimulo de la FSH (74, 60). 

A medida que aumenta la cantidad de liquido se constituye una cavidad que lo contiene: el antro 

folicular, por lo cual las etapas posteriores del desarrollo del foliculo se conocen como fases antrales. 

Junto con el desarrollo del antro, fas células tecales aumentan de tamario contribuyendo al incremento de 

diametro del foliculo. 

Antes de la pubertad, el desarrollo de los foliculos antrales termina en la muerte y degeneracién del 

ovocito y de las células granulosas asi como enla diferenciaci6n de las células tecales que son 

incorporadas a células del estroma constituyendo la glandula intersticial. El resultado de este proceso se 

conoce como atresia (28). 

Durante la etapa peripuberal, uno o varios foliculos antrales continuan su crecimiento y alcanzan el 

tamafio de un foliculo preovulatorio. Estos, ubicados cerca de la superficie libre del ovario pueden 

romperse liberando al ovocito. 

La ovulacién es sequida por una serie de cambios en las células de la granulosa (luteinizaci6n), las 

cuales se mezclan con fibroblastos, vasos sanguineos y células tecales para dar origen al cuerpo Iiteo, 

que se constituye en la mayor fuente de hormonas esteroideas después de la ovulacioén (157). Estos 

cambios morfolégicos dependen de variaciones hormonales. En términos generales la mayoria de los 

autores concuerda en que el desarrollo del foliculo preantral es independiente de las gonadotropinas. Por 

el contrario el de los foliculos antrales depende de éstas y ademas de hormonas esteroideas (81). 
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La inervaci6n del ovario 

El ovario de los mamiferos recibe su inervacién simpatica por el plexo ovarico que es una extensi6n 

de los plexos aértico y renal y del nervio ovarico superior (21, 24). Las neuronas cuyos axones constituyen 

el plexo ovarico se localizan en los segmentos T10 y T11 de fa médula espinal. El nervio ovarico superior 

es rama del plexo celiaco y los somas neuronales estan localizadas en los ganglios de fa raiz dorsal, de T7 

aL2 y en los ganglios paravertebrales de los segmentos T10 a L3 (23,24). Enla rata se ha mostrado que 

en la inervacién del ovario participan fibras provenientes del vago (22). 

Las fibras nerviosas penetran al ovario por el plexo perivascular que acompafia a la arteria 

ovarica, por el nervio ovarico superior y ef nervio vago (22, 109) Se distribuyen en el tejido conectivo 

intersticial y luego se relacionan con las células tecales de los foliculos (174), la glandula 

intersticial y los miocitos lisos perifoliculares (176, 186); las células de la granulosa y el ovocito carecen de 

inervacion (21) (Figura 4). 

FOLICULO EN 
TEJIDO CRECIMIENTO FOLICULO 

PRIMARIO CONECTIVO 

      

   

  

   
    

    

EPITELIO ‘ LETT ~ TECALES 
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ARTERIA——> 

NERVIO 7 
ADRENERGICO 

CELULAS FOLICULO 
INTERSTICIALES : MADURO 
LIARES 5 HI FOLICULO 

. oO POSTOVULATORIO 
. CELULAS LUTEINIZADO 

CUERPOLUTEO = INTERSTICIALES 
SECUNDARIAS OVOCITO 

Figura 4. Esquema de la distribucién de las fibras adrenérgicas en el ovario de mamifero. Tomado de Tresguerres F 
(1992) 

Aunque la distribucién es similar en todas las especies de mamiferos estudiadas, la riqueza de fibras 

nerviosas y el contenido en noradrenalina es diferente (Tabla 2). 
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Tabla 2. Contenido de noradrenalina en el ovario de varios mamiferos. 
  

  

Especie Concentracié6n (ug/g) 

Coneja 0.22 + 0.02 

Cerda 0.25 + 0.04 

Mona rhesus 0.35 + 0.06 

Criceto 0.41 + 0.09 

Rata 0.50 + 0.03 

Ratona 0.63 + 0.11 

Mujer 0.86 + 0.30 

Vaca 1.96 + 0.20 

Cobaya 2.29 + 0.35 

Gata 4.93 + 1.30       
(Modificado de Burden, 1985) 

La inervacién adrenérgica parece jugar un papel importante en la regulaci6n de la funcién 

ovarica y podria participar en la modulacién del proceso de desencadenamiento de la pubertad. 

La seccién del meso ovarico, o la vagotomia bilateral a nivel subdiafragmatico, alteran el ciclo estral 

de la rata, aunque no lo elimina (91). En la ratona la secci6én del vago abdominal produce una severa 

alteracién del ciclo estral, lo cual permite sugerir que el nervio vago podria estar involucrado en este 

efecto (90). 

Grob (82) denerv6 unilateralmente el ovario de ratonas inmaduras y enconitré que el ovario 

denervado no presentaba desarrollo folicutar, en tanto que el contralateral tenia foliculos en diferentes 

etapas de maduraci6n y cuerpos lUteos. La denervaci6n bilateral produjo retraso de la primera apertura 

vaginal y ausencia de ciclos estrales, y los ovarios no presentaron desarrollo folicular ni presencia de 

cuerpos Ititeos. Los ciclos estrales se iniciaron luego de la administraci6n parenteral de noradrenalina. 

Estos resultados lo hicieron postular que para el desarrollo folicular normal es necesaria la liberaci6n de 

noradrenalina, previa a la estimulacién de las gonadotropinas. Este postulado fue apoyado por resultados 

de Brink y Grob (27) quienes mostraron que en la ratona inmadura con denervacisn ovarica, la 

administracién secuenciada de PMSG-hCG carecia de efecto’ 

En la rata adulta, la seccién unio bilateral del nervio ovarico superior, realizada en cada uno de los 

dias del ciclo estral, modifica la ciclicidad y la ovulacién (31). Cuando este mismo tratamiento se realiza 

en el animal prepuber, no se modifica la edad de la apertura vaginal pero si el porcentaje de animales 
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ovulantes ai primer estro, la ovulacién compensadora que sigue a la hemicastraci6n y el numero de 

foliculos de diametro mayor a las 100 pm (123). 

En ratas en diestro !a estimulacion del nervio ovarico superior reduce la concentracién plasmatica de 

progesterona. La administracion de propanotol, bloqueador B2- adrenérgico, no modifica este resultado, 

pero la de fentolamina, bloqueador a-adrenérgico, revierte este efecto (191). Los autores consideran que 

la esteroidogénesis ovarica seria regulada por los receptores adrenérgicos: los de tipo B2 de manera 

estimulante y los de tipo a en forma inhibitoria. 

La hemicastracién es seguida por hipertrofia compensadora del ovario remanente, mismo efecto que 

se obtiene con la seccién nerviosa unilateral del nervio ovarico superior izquierdo (9, 122). La destruccién 

unilateral de la inervacién noradrenérgica con 6-hidroxidopamina también resulta en hipertrofia 

compensadora del ovario intacto y la aplicacién local de esta droga bloquea el desarrollo de la hipertrofia 

compensadora (73). El mismo resultado se obtuvo con la administraci6n de novocaina en el meso-ovario 

antes de la hemicastraci6n (48). 

La denervacién farmacolégica también ha sido utilizada como herramienta para analizar sila 

inervacién del ovario participa en la regulacién de la ovulacién y de los mecanismos que 

desencadenan la pubertad. En la rata adulta, la administraci6n crénica de guanetidina, bloqueador 

noradrenérgico que no atraviesa la barrera hematoencefalica, modifica el ciclo estral y disminuye el 

numero de ovocitos liberados (50). La administracién de este farmaco a la rata prepuber, produce 

retraso de la primera apertura vaginal, con aumento del ndmero de ovocitos liberados en el primer estro 

(62).La respuesta opuesta ala denervacién farmacoldgica podria deberse a diferencias funcionales entre 

el animal adulto y el preptber. 

Rata 

No existen evidencias de que las gonadotropinas plasmaticas participen en la regulaci6n del 

desarrollo del ovario fetal de la rata. La presencia de receptores ovaricos a estas hormonas aparecen en 

ratas de cuatro a cinco dias de edad (184). Estas evidencias llevaron a pensar que el desarrollo folicular 

en esta etapa es independiente de las gonadotropinas, dado que ni la administraci6n de PMSG o de FSH 

(141) nila inmunoneutralizacion de las gonadotropinas endégenas altera el numero de foliculos que 

comienzan a crecer durante los primeros dias de vida postnatal (142). En el dia uno de vida no se 

observan foliculos primordiales, pero durante el dia dos, llegan a 1300. En el ovocito se demostré un 

aumento en la expresién del gene a la neurotropina 4 durante las horas que preceden a la formacién de 
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los primeros foliculos primordiales (72). El otro factor que podria estar involucrado en este desarrollo 

folicular, podria ser ef VIP el cual fue encontrado en el ovario de la rata, antes de la formacion de los 

primeros foliculos primordiales (138) 

En el ovario de la rata preptiber se ha mostrado la presencia de receptores a gonadotropinas. 

Durante el periodo infantil! se desarrollan los receptores a fa FSH y en ef juvenil los de la LH (173). A 

medida que el animal madura aumenta el numero de receptores para cada una de las _gonadotropinas, lo 

que se correlaciona con la capacidad de la LH en inducir a secrecién de hormonas esteroideas (173). El 

ovario de rata también posee receptores B-adrenérgicos tipo A2, cuya activacién por agonistas induce la 

secrecioén de progesterona, testosterona, androstenediona y estradiol (4). 

Oveja 

El ovario fetal de la oveja, presenta foliculos antrales que a partir de las semanas dos a cuatro de 

edad responden a la administracién de gonadotropinas, momento en el cual las capas tecal y granulosa 

estan bien desarrolladas (99, 117). La administracion secuencial de PMSG y de hCG a animales de cinco 

y seis semanas de edad, induce ovulacién y formaci6n de un cuerpo lItiteo (195). Las gonadotropinas 

inyectadas pueden estimular el crecimiento folicular, aumentando la produccién de estradiol, el que a su 

vez activa el mecanismo del "pico" preovulatorio de gonadotropinas de manera similar a lo que ocurre 

durante la fase folicular normal. 

Los foliculos del ovario de ovejas de diez a dieciséis semanas de edad, estimulados “in vitro” con 

gonadotropinas, secretan esteroides sexuales en cantidades similares a las de un anima! adulto (183). En 

ovejas de veinte semanas de edad !a administracion horaria de LH de ovino purificada, durante 48 horas, 

aumenta la concentracioén plasmatica de estradiol a cantidades similares a {os de la fase folicular, se 

induce el "pico preovulatorio" de LH, la ovulacién y la formacion de un cuerpo luteo funcional (69). Cuando 

los pulsos de LH administrados fueron de la misma amplitud, pero de baja frecuencia, no se produjo la 

ovulacién. Por lo tanto las bajas concentraciones de estradiol secretadas por el ovario de la oveja 

prepuber se deben a que los pulsos de LH no tienen la frecuencia adecuada, mas que a ja inmadurez del 

ovario (71). 
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PUBERTAD EN LAS ESPECIES NO PRIMATES 

En la mayoria de las especies, e! desarrollo sexual sigue un patron similar al de la especie 

humana, con una fase inicial de secrecién no reprimida de gonadotropinas, gradualmente 

modificada por la influencia de retrocontrol inhibitorio ejercida por los esteroides placentarios o 

gonadales. Luego sigue una fase juvenil caracterizada por fa inhibicion central de secreci6n 

hipotalamica de la GnRH, seguida por la fase puberal con su descarga pulsatil, en la que 

aumenta Ia frecuencia y amplitud de los "pulsos" , asociada con la disminucion al efecto de 

retrocontrol inhibitorio de los esteroides sexuales (113). 

En los primates, la primera fase comienza antes del nacimiento y continua durante la nifiez y 

posteriormente la influencia combinada de los esteroides de origen gonadal imponen un modelo 

de secrecién de las gonadotropinas que es sexualmente dimérfico y bifasico (103, 144). 

En animales domésticos como fa oveja y la ternera, esta primera fase se completa antes del 

nacimiento, por lo cual no existe un "pico" de secrecién de gonadotropinas en ia etapa neonatal 

(68, 113). 

En la oveja y probablemente en la ternera, la fase juvenil de inhibicin central de la descarga de la 

GnRH, es mas breve que en los primates ya que la secreci6n pulsatil de la LH y el aumento de la 

concentracién plasmatica de las gonadotropinas que sigue a la castracién puede observarse pocas 

semanas después del nacimiento (68). En estas especies, la pubertad comienza como un proceso gradual 

que se completa entre las 35 y 50 semanas de edad y se caracteriza por un aumento tanto en el pulso de 

secrecion de la LH, como de la sensibilidad gonadal a la estimulacién gonadotrépica; ambos eventos se 

asocian a una disminucién brusca en la sensibilidad hipotalamica al contro! de retrocontrol inhibitorio de 

los esteroides muy cerca del momento de Ia primera ovulacion. 

El ovario de la oveja inmadura estimulado con gonadotropinas produce cantidades altas de 

estradiol, que-puede gatillar el "pico" preovulatorio de LH. En el ovino el factor limitante en la progresion 

de la pubertad es la desinhibicién de un mecanismo que limita la frecuencia de los pulsos de GnRH a 

menos de una descarga por hora. La administracién de LH a la oveja preptber no adelanta la pubertad 

espontanea, ya que al suspender el tratamiento con LH, el cuerpo Ititeo formado involuciona y los 

animales reinician espontaneamente sus ciclos estrales alrededor de las 30 semanas de vida (69, 70, 71). 

Antes de la pubertad, los "pulsos" de LH se presentan cada dos a tres horas y a medida que el animal se 

acerca a la pubertad el intervalo entre fos "pulsos" se va haciendo menor. Por el contrario, entre las diez y 

las doce semanas de vida la concentraci6n plasmatica de FSH es similar a la de la hembra adulta (65). 
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Aunque aparentemente en la oveja la concentracién plasmatica de FSH no varia durante la etapa de 

inmadurez sexual, si cambia la relacién entre sus formas inmuno y bioactivas, ya que estas ultimas son 

mayores en el animal puberal que a edades mas tempranas. El aumento en la bioactividad esta asociado 

a la aparicién de las isoformas menos acidas. Este aumento en la potencia biologica de la FSH parece ser 

secundario al incremento en los esteroides ovaricos, ya que la administracion de GnRH no modifica los 

modelos de distribucién de las isoformas de la hormona circulante en ausencia de los ovarios (139). 

En la oveja por lo tanto, la pubertad se produce por un aumento en la frecuencia de liberaci6n de la 

GnRH, lo que produce un incremento en la frecuencia de descarga de la LH la cual, a su vez, estimula 

la secrecién de esteroides por el ovario y éstos la secrecién de isoformas de FSH con mayor potencia 

biolégica (71). Esto podria llevar a suponer que el sistema neuroendocrino de la oveja prepuberal no esta 

lo suficientemente desarrollado como para producir "pulsos" de GnRH de alta frecuencia. Sin embargo la 

hipéfisis de la oveja recién nacida parece ser capaz de responder ala GnRH, ya que la castraci6n en la 

etapa postnatal es seguida por pulsos horarios de LH que reflejan una secreci6n similar de la GnRH y que 

son idénticos a los de la fase folicular de la oveja adulta, 

La cobaya como modelo de estudio 

Aunque de todos los mamiferos pequefos utilizados en el estudio de la biologia de la 

reproduccion, la cobaya es la que mas se parece ala mujer por su ciclo estral largo, ovulaci6n 

espontanea y la presencia de un cuerpo IUiteo funcional, los mecanismos que regulan la pubertad y la 

ovulacién no han sido estudiados tan extensamente como ocurre con la rata. 

Dependiendo de la cepa, la primera apertura vaginal se produce entre fos veintitrés y 65 dias de 

vida y la duracion del primer estro varia entre cuatro y trece dias (35, 121, 149). Los ovarios de los 

animales autopsiados durante esta etapa presentaron cuerpos luteos, lo que indica que se produjo la 

ovulacién. 

Aunque no existen muchos datos en la literatura, se sabe que en la cobaya como en la mujer y en la 

oveja, la unidad hipotalamo-hipofisaria se desarrolla durante la vida intrauterina. Las neuronas 

GnRHeérgicas migran caudalmente desde !a placoda olfatoria y alcanzan al nucleo arcuato-infundibular, la 

eminencia media y los nucleos premamilares (106, 107, 167, 168). Los axones de las neuronas 

GnRHérgicas provenientes de las areas predptica (29), pericomisural anterior y del nucleo arcuato 

terminan en la eminencia media (16, 106, 164, 165, 166, 169), pero séio el nucleo arcuato parece ser 

esencial para mantener la secrecién de gonadotropinas. El primer indicio de la sintesis de la GnRH, 
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medido por técnicas de inmunocitoquimica, aparece en el dia 28 de vida intrauterina, etapa que coincide 

con el inicio de fa inmunoreactividad para la cadena B de la LH en la adenohipofisis (165). 

ter Haar (177) administré LH-RH a cobayas prefiadas y midié por radioinmunoanalisis las 

concentraciones plasmaticas de LH en las madres y sus fetos en diferentes etapas de la gestacion. 

Ademas de ser independiente de la concentracién hormonal materna, la concentraci6n de LH en el 

plasma fetal es alta entre los dias 50 y 68 de gestacién (2.04 a 4.95 ng/ml) (Figura 5). La administraci6n 

de LH-RH al feto induce la secrecién de LH, peronode FSH, aunque el tratamiento con ambas 

hormonas promueve e! desarroilo sexual (177). 
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Figura 5. Panel superior. Cambios en las concentraciones plasmaticas de LH (ng NIH-LH-Si8/ml ) y de FSH (ng 

FSH-Rpi/ml-.-.-.-.) después de la administracion de 1000 ng de LH-RH a una cobaya prefiada, en el dia 60 de la 

gestacion. 
Panel inferior. Cambios en la concentracién plasmatica de LH (ng NIH-LH-Si8/m| ) y de FSH (ng FSH- 

Rpi/mi-.-.-.-.) en muestras seriadas de sangre obtenidas de los fetos machos (M) o hembras (H)en los dias 55, 60 y 65 

de gestacién. Tomada de ter Haar, 1976. 

La informacién sobre las concentraciones plasmaticas de FSH y LH durante la etapa pre y 

peripuberal de la cobaya es escasa. Croix (34) observé un aumento brusco en la concentracién plasmatica 

de LH ("pico" de LH: 1.7 a 6.6 ng/ml ) a los ocho dias de vida y concentraciones altas de FSH (100 a 230 

ng/ml) entre los dias siete y diez. En tanto que los valores observados por Donovan y cols (56, 57) y 

Donovan y Kilpatrik (55) son mas _ elevados, con el pico de LH en el dia diez de vida postnatal y 
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pocos cambios en fa concentraci6n de FSH (300 ng/m! promedio). En el momento de la pubertad existe 

un "pico" en la secrecién de la LH (55). 

Con base en estos datos, Donovan (52) postula que en la cobaya prepuber la FSH y la LH tienen 

una accion permisiva sobre el inicio de la pubertad, pero que las hormonas fisiolégicamente activas en 

el control de este evento atin no han sido identificadas. 

Seguin Rowlands y Parkes (158), la administraci6n de gonadotropinas a la cobaya inmadura 

estimula el crecimiento folicular y la secrecién estrogénica que actua sobre el utero y la vagina, pero no 

es capaz de inducir la ovulacién. Mills y Reed (121), mostraron que la administraci6n de una sola 

dosis de un homogeneizado de hipofisis anterior, de FSH o de LH, son capaces de provocar la 

ovulacion siempre que se administren durante la “etapa crucial", es decir pocos dias antes de la edad de 

pubertad normal. El mismo esquema experimental aplicado a animales mas jovenes solo indujo 

luteinizaci6on. 

Con base en la bibliograffa consultada, no se encontraron estudios sobre los efectos de prolactina 

en el inicio de la pubertad de la cobaya, pero la aplicacién iontoforética de prolactina en el area 

septal y predptica de cobayas adultas, produjo el aumento en la velocidad de descarga espontanea de 

algunas neuronas, fundamentalmente del area predptica (147, 148). 

Para tratar de saber si la inmadurez del ovario era el factor preponderante en el advenimiento de la 

pubertad en la cobaya, Donovan y Peddie (54) injertaron ovarios fetales, de animales recién nacidos, de 

quince, 25 dias de edad o adultos, bajo la capsula renal de cobayas adultas castradas. La primera 

apertura vaginal se produjo diez dias después del tratamiento cuando los injertos fueron obtenidos de los 

animales de quince 0 25 dias de edad o de animales adultos. En cambio, transcurrieron entre 

veinticuatro y 33 dias cuando el ovario injertado provino de fetos o de animales recién nacidos. Con 

base en estos resultados, ios autores concluyen que la edad cronoldgica del ovario determina su 

respuesta alas gonadotropinas (54). 

Los efectos delacastracién en animales prepuberes sobre las concentraciones plasmaticas de la 

FSH y la LH parecen depender de la edad en que se realiza la cirugia. Cuando la castracion se realizo 

entre los dias cero y diez de vida, se observ diez dias después, un aumento significativo de las 

concentraciones plasmaticas de la FSH y de la LH (54, 56, 57), mientras que si la castracién se realizé 

en animales de mas de 30 dias, el aumento en fa concentracion de la LH se produjo a los tres dias 

(128, 129). 
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En el ovario fetal los primeros foliculos primordiales aparecen a los 48 dias de vida intrauterina como 

actimulos celulares ubicados en la zona cortical profunda. A los 56 dias presentan varias capas de células 

granulosas y se encuentran por primera vez foliculos primarios (19). El ovario de la cobaya recién 

nacida posee foliculos antrales (14 +3.4), cuyo numero aumenta a 171 en el dia quince y a 207 en el dia 

veinte (140). A los quince dias de vida se encuentran por primera vez foliculos atrésicos. Los foliculos 

antrales tienen un didmetro maximo de 284 um en el dia cero, 570 um en el dia quince y 1045 en el dia 

de la apertura vaginal (79). Las concentraciones plasmaticas de la FSH y laLH no se correlacionan con 

el aumento en el nGmero de foliculos antrales que se observa durante los primeros quince dias de 

vida, ya que la concentracién de la FSH disminuye después del nacimiento y sube recién alos 45 dias 

de edad, es decir, ya en el animal adulto (57), mientras que la de LH aumenta alrededor del dia diez 

de vida y se mantiene constante hasta los 45 dias (56). 

Animales castracos a los quince dias en tos que se realizé el autoinjerto de los ovarios, se adelanto 

la edad de la apertura vaginal, lo que indica que hubo secrecién de estrogenos (151). Dado que este 

adelanto en ja secrecion estrogénica no seria el resultado del aumento de las concentraciones 

plasmaticas de FSH y LH, podemos presumir que las modificaciones en la inervacién del ovario 

producidas por su extirpacién y autoinjerto serian responsables de este adelanto. 

La hemicastracién en los dias quince, 25 0 35 de edad, no es seguida por hipertrofia compensadora 

del ovario in situ (54) como ocurre cone! animal puberalo en el adulto. Pero cuando la hemicastracion 

de animales de quince dias, es acompafiada por autoinjerto del ovario, en el ovario in situ se observo una 

hipertrofia compensadora del 67% (153). 

Una de las teorias mas aceptadas para explicar ef inicio de la pubertad, establece que durante 

la etapa prepuberal, se produce una alteraci6n en el mecanismo de retrocontrol inhibitorio de los 

estrogenos sobre la secrecién gonadotrépica (44, 149). Esta hipdtesis se basa en observaciones 

realizadas en varias especies, en Jas que se demostré que los estrogenos tienen un efecto 

estimulante de la secrecién de LH cuando son administrados cerca del momento de la primera ovulacion. 

Este efecto no se produce en los animales mas jovenes (67, 70) 

La administracién de GnRH a cobayas castradas a los diez, 30, 50 y 150 dias de edad, induce un 

aumento en ta concentracién plasmatica de la LH diez dias después. Esta accién de la GnRH es 

ploqueada por el benzoato de estradiol en dosis de 0.5 a 2 pg/K cuando se inyecta entre quince 

y veinte dias después de la castracion (128). 
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El tratamiento a cobayas prepUberes de 30 dias con 10 pg de benzoato de estradiol o de 1.5 

pg seguidos de 1 mg de progesterona, carece de efecto sobre las concentraciones plasmaticas de 

LH, pero ambos tratamientos inducen la liberacién de la hormona cuando se realizan a los 46 dias (128, 

129). Los autores concluyen que en la cobaya el sistema de retrocontrol estimulante de los 

estrogenos comienza a funcionar entre los dias 30 y 46 de vida, asociado con un aumento en la 

capacidad del eje hipotalamo-hipofisario para estimular la descarga de la LH (127, 128, 129) 

La administracion de estradiol a cobayas recién nacidas provocé alos 40 dias, luteinizacion folicular 

en la mayoria de los animales mientras que sdlo el 30 % de los tratados con progesterona y ninguno de 

los tratados con testosterona presentaron luteinizacion tecal. El implante subcutdneo de estradiol 

aumenté la atresia folicular, el de testosterona la disminuyé, en tanto que la progesterona no tuvo 

efecto. Los autores concluyen que el ambiente esteroideo parece influir sobre la maduraci6n folicular, 

de manera independiente de jas concentraciones plasmaticas de las gonadotropinas (178). 

El implante de estrégenos a cobayas hemicastradas alos quince, 25 6 35 dias de edad, induce 

adelanto de la edad de la apertura vaginal e hipertrofia uterina, pero no la hipertrofia compensadora del 

ovario. La descarga de gonadotropinas no fue bloqueada por fos estrégenos, ya que en los ovarios in site 

se produjo luteinizacién folicular (53). Todos estos resultados llevan a Donovan (52) a postular que la 

pubertad de la cobaya seria inducida por la eliminacién de un sistema de restriccion que actua sobre la 

liberacion de LHRH. Como fos sistemas de retrocontrol estimulante de los esteroides ovaricos se 

establecen entre los dias 30 y 46 de vida postnatal, sdlo durante este periodo los diferentes tratamientos 

pueden modificar la edad de la pubertad. 

Sin embargo, datos previos de nuestro laboratorio muestran que la administracion de 100 UR de 

hCG o de 10 mg de enantato de testosterona (ET) durante los cinco primeros dias de vida de la cobaya, 

inducen una pubertad precoz,(apertura vaginal a jos 37 dias para los animales tratados con hCG y 34 

dias para los que recibieron ET vs. 69 en los testigos sin tratamiento) con presencia de cuerpos luteos 

en elovario y seguida por ciclos estrales normales (41). 

Lainyeccién de 100 mg de benzoato de estradiol (EB) durante fos cinco primeros dias de vida, 

también demostré ser efectiva en adelantar la pubertad (119). Estos datos parecen apoyar la hipdtesis 

de que enla cobaya recién nacida, e! sistema de retroalimentacién estrogénico estimulante que 

controla la secrecién de gonadotropinas, puede comenzar a funcionar por un aumento en la 

concentracion estrogénica plasmatica (119). 
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La presencia de nervios adrenérgicos perivasculares se ha mostrado en la médula del ovario de 

cobayas de 50-60 dias de vida intrauterina. Desde el dia del nacimiento, los nervios comienzan a 

extenderse hacia el estroma; por el dia veinte ya se encuentran en la teca de los foliculos antrales y en 

el dia 28 alcanzan la teca de los foliculos tanto atrésicos como en desarrollo, y ala glandula 

intersticial con una distribucién similar a la del animal adulto y un incremento altamente significativo en la 

concentracién de NA (24). Este incremento en la inervacién adrenérgica ovarica y el contenido en NA 

coincide temporalmente con el aumento de la atresia folicular descrita por Peddie (140), lo que permite 

sugerir que fos nervios adrenérgicos pueden estar involucrados en la regulacién del proceso de atresia y 

formacién de la glandula intersticial. 

La simpatectomia producida por la administraci6n de 6-hidroxidopamina en el animal recién 

nacido no modifica el peso del ovario, el numero total de foliculos, ni induce ovulacién, pero 

aumenta el numero de foliculos preantrales (mayores de 700 ym de didmetro) y el indice de atresia en 

los de 300-500 um, fo que permite sugerir que en el animal prepuber la inervacion simpatica inhibe el 

desarrollo de los foliculos antrales grandes (39). 

La denervacién farmacolégica con guanetidina ala dosis de 20 mg/K, administrada a cobayas 

recién nacidas, indujo apertura vaginal adelantada, con presencia de cuerpos IUiteos en los ovarios (154). 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Dado que la inervacién catecolaminérgica del ovario regula los mecanismos que desencadenan la 

pubertad en la rata, modulando la sensibilidad del érgano a las gonadotropinas y el desarrollo folicular, se 

decidié analizar los efectos de la denervacién farmacoldgica periférica en la cobaya, especie con una 

inervacién mas abundante que la rata. Ademas, como los mecanismos neuroendécrinos que regulan la 

funcion dei ovario parecen ser lateralizados, se estudié fa participacién de la inervaci6n periférica en los 

mecanismos de hipertrofia compensadora en el animal hemicastrado. Como herramienta farmacologica 

para producir la denervaci6n simpatica periférica, se utiliz6 la guanetidina. 
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GUANETIDINA 

La guanetidina (GTD) puede ser considerada como el agente bloqueador tipo de las neuronas 

adrenérgicas, cuyo efecto primario es producir una disociacion entre el potencial de accién y la descarga 

de noradrenalina (NA) en Ia terminal nerviosa. Después de la administracién de una sola dosis de GTD 

radiomarcada, su localizacién por autorradiografia demostré que es excluida del SNC por la barrera 

hematoencefalica. Se acumula activamente en la neuronas simpaticas periféricas por !a bomba de 

captacién de catecolaminas y produce la descarga de la NA endégena desde las terminales. Por su 

capacidad de bloquear tanto la captacién de NA como su liberaci6n, lleva a la reduccion en la 

concentracién de este neurotransmisor (96). Es rapidamente transportada a su sitio de accion intraneurona 

a partir del cual es eliminada con una vida media de cinco dias. Aproximadamente el 50% de la droga es 

metabolizada y el otro 50% és eliminada sin cambios por fa orina. Por su larga vida media las dosis pueden 

acumularse durante dos semanas (133). Contiene un anillo no aromatico, nitrogenado, con dos puentes de 

C que lo separan de un grupo guanidinum no sustituido (Figura 6). 
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Figura 6. Estructura de la Guanetidina. Tomada de Oates JA. 

Aunque su mecanismo de accién no ha sido completamente aclarado, se han postulado tres 

posibilidades: 

1- Inhibicién de la fosforilacién oxidativa. En jas neuronas simpaticas periféricas, la administraci6n de 

GTD resulta en cambios degenerativos en las mitocondrias, observados con microscopia electronica, que 

incluyen edema y pérdida de las crestas y ausencia completa de la actividad de la citocromo-oxidasa en el 

compartimiento mitocondrial externo (88).Pero estos cambios ultraestructurales también se encuentran en 

la hipoxia y en la deficiencia de acido ascorbico, por lo que parecen ser inespecificos (96)



2- Factor de crecimiento nervioso. Dado que la destrucci6n de las neuronas simpaticas producida 

  

por la GTD puede ser evitada por la administracién de! factor de crecimiento nervioso (NGF), se propuso 

que el efecto de la droga podria deberse a interferencia con la acumulacion de este factor trofico 

transportado de manera retrégrada hacia el soma neuronal (95). 

3- Mecanismo autoinmune. En la rata, fa muerte neuronal inducida por la GTD es precedida por la 

  

aparicién a nivel de los ganglios simpaticos, de un inflitrado linfocitario de linfocitos pequefios, linfocitos 

activados, macréfagos y leucocitos polimorfonucleares. Este infiltrado no se encuentra en el animal 

irradiado y reaparece en el irradiado transferido con células imnunocompetentes (415). 

Hipotesis 

La pubertad de la cobaya esta regulada, entre otros factores, por un mecanismo de retrocontrol 

estimulante de los estrogenos sobre la secrecién de las gonadotropinas, asociado a la pérdida del 

mecanismo inhibitorio que ejercen las catecolaminas sobre el! desarrollo folicular. 

v 

Objetivos generales' 

eAnalizar las modificaciones inducidas por la denervacion noradrenérgica periférica sobre la 

pubertad de la cobaya. 

*Analizar la participaci6n de la inervacién noradrenérgica del ovario en los mecanismos que regulan 

fa ovulacion y la hipertrofia compensadora del ovario (lateralizacion). 

eEstudiar los efectos del estimulo secuencial con gonadotropinas sobre la pubertad de la cobaya. 

«' Los objetivos particulares estan detallados al inicio de cada experimento. 

39



Materiales y Métodos 

Se utilizaron cobayas de las cepas Hartley y Topeka, recién nacidas, de diez 6 quince dias de 

edad, mantenidas en ciclo de fuz-oscuridad controlado (luces encendidas de 06.00 a 19.00 hs) con libre 

acceso ala madre hasta el destete (diez dias) y posteriormente al agua y al alimento. El peso 

corporal y !a apertura vaginal se registraron diariamente entre las 08:00 y las 10:00 hs. 

En ia cobaya adulta, el ciclo estral dura de dieciséis a veinte dias. Durante trece a quince dias la 

vagina esta cerrada por una membrana (periodo de cierre vaginal) la cual desaparece durante tres a seis 

dias (fase de apertura vaginal). El periodo de cierre vaginal corresponde ail diestro y se caracteriza por 

concentraciones plasmaticas bajas de estrogenos y LH, mientras que las concentraciones de 

progesterona y de FSH son altas. La etapa de proestro-estro se inicia con la apertura de la membrana 

vaginal (fase pre y postovulatoria) durante el cual hay un aumento brusco en las concentraciones 

plasmaticas de ia FSH y del estradiol, seguido por el de la LH (35). Basados en estas caracteristicas, 

definimos los tiempos en que se realizaron las autopsias como fase folicular (24-48 hs después de la 

apertura vaginal) o fase luteal (nueve a once dias después de! cierre de la vagina) 

Procedimiento de autopsia 

Los animales fueron pesados y anestesiados con éter, se extrajo sangre por puncién del ventriculo 

izquierdo y fueron sacrificados, por sobredosis de éter. A la autopsia se disecaron y pesaron en balanza 

de precisién los ovarios, el Utero ylas adrenales. La sangre se dejé coagular a 4°C, minutos se 

centrifugo durante quince minutos a 3000 rpm, se extrajo el suero que se guard6 a -20°C hasta el 

momento en que se midieron fas concentraciones de estradiol y progesterona por radioinmunoanalisis 

(RIA) de doble anticuerpo, siguiendo el protocolo aprobado por la OMS, con reactivos proporcionados por 

el programa OMS-INN. 

Analisis de la poblacion folicular 

Los ovarios fueron fijados en liquido de Bouin, incluidos en parafina, cortados en forma seriada a 

10 um y teAidos con la técnica de hematoxilina-eosina. El estudio de ta poblacién folicular se realizo en 

el ovario izquierdo y el derecho de tres animales por grupo experimental, tomados al azar. Con la ayuda 

de un ocular micrométrico se midieron e! diadmetro mayor y el perpendicular a éste, de todos los foliculos 

presentes en un corte cada 100 ym. Con los didmetros medidos de cada foliculo se caiculo el diametro 
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promedio para clasificarlos en las siguientes categorias: menores a 350 pm, entre 350 y 600 um y 

mayores a 600 um. Los foliculos se consideraron como atrésicos cuando presentaron alguna de las 

siguientes alteraciones: 

1-Células de la granulosa con nucleos picndticos. 

2-Células de la granulosa descamadas en el antro folicular. 

3-Engrosamiento de la teca. 

4-Alteraciones del ovocito. 

Analisis Estadistico 

Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando las siguientes pruebas: el pesos de los 

ovarios, del titero y de las adrenales, la concentracion plasmatica de estrogenos y progesterona y el 

diametro folicular promedio, por la prueba de analisis de varianza, seguida de la prueba de Tukey. Las 

diferencias entre dos grupos por fa prueba de f de Student. Las edades de apertura vaginal y el numero 

de cuerpos Ititeos por la prueba de Kruskal-Wallis. El porcentaje de ovulacion, expresado por el numero 

de animales con cuerpos Ititeos jovenes presentes en los ovarios, por la prueba de probabilidad exacta de 

Fisher. Los resultados de [a distribuci6n folicular por la prueba de Ji2. Se acept6 como significativa una 

probabilidad igual o menor al 5%.



Objetivo | 

Analizar los efectos de fa denervacion noradrenérgica periférica por la administracion de 

guanetidina sobre la pubertad espontanea y las concentraciones plasmaticas de estradiol y 

progesterona. 

Con el fin de analizar si la inervacién simpatica del ovario participa en la regulacién del proceso de 

pubertad y de la esteroidogénesis, se evaluaron los efectos de fa denervaci6n farmacoldgica sobre la 

edad de la primera apertura vaginal y ias concentraciones plasmaticas de estradiol y progesterona. Para 

ello se realizaron los siguientes grupos experimentales: 

4- Se utilizaron veintidds hembras como grupo testigo, sin tratamiento. Dieciséis fueron sacrificadas 

en fa fase folicular y seis en la fase luteal. 

2- Cuarenta y nueve animales fueron inyectados con guanetidina (Sigma Chem. Co, St. Louis, Mo. 

EE.UU.) disuelta en soluci6n salina, a la dosis de 20 mg/K, por via s/c, dos veces por semana, 26 a partir 

det primer dia de vida y hasta la primera apertura vaginal, de los cuales doce fueron sacrificadas en la 

fase folicular y catorce en la fase luteal; veintidés cobayas fueron inyectadas a partir del dia diez, de las 

cuales dieciséis se sactificaron en la fase folicular y seis en la fase luteal. * 

‘Tres animales recién nacidos, fueron inyectados con tres dosis de guanetidina (20 mg/K) y se sacrificaron 24 hs 

después de la tercera administracion, para medir la concentracién de noradrenalina en el ovario por cromatografia de 

liquidos de alta presién (HPLC). Cuatro animales sin tratamiento se utilizaron como testigos. La concentracién de NA 

en los ovarios de los animales testigo fue de 0.95 + 0.1 ng/mg de tejido, mientras que en los animales denervados 

con GTD Ia concentraci6n estuvo por debajo del limite de deteccién del método utilizado (50pg). 

Resultados 

La edad de la primera apertura vaginal de los animales denervados al nacimiento (GTD RN) o a los 

diez dias de vida (GTD 10) se adelants significativamente respecto a los testigos (27+ 1.2 dias en las 

tratadas al nacimiento y 2641.7 dias en las tratadas a los diez dias vs. 37 + 0.9 en las testigo, p<0.001). 

La duraci6n de la primera apertura vaginal en los animales denervados fue de 14.6 + 0.7 dias vs. 9.7 +0.6 

en los testigos (p<0.05). 
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EI peso corporal de los animales testigo sacrificados en la fase folicular fue menor que el de los 

sacrificados en la fase luteal. La masa ovarica no mostré diferencias significativas entre los animales 

sacrificados en alguna de las dos etapas, pero el peso relativo de los ovarios de los animales autopsiados 

en la fase luteal fue menor que el de los sacrificados en la fase folicular. La masa adrenal de los animales 

sacrificados en la fase luteal fue significativamente mayor que los sacrificados en la fase folicular, pero los 

pesos relativos fueron semejantes (Tabla 1). 

Tabla 1. Media + e.e.m. del peso corporal y de los pesos absoluto (A) y relativo (R, mg/100g)de ovarios, Utero y 

adrenales de cobayas testigo sacrificadas en la fase folicular (FF) o en la fase luteal (FL). 

  

  

        

Fase | A/R|n Peso corpora! | Masa Ovarica | Utero Masa Adrenal 

FF JA 16 32746.0 68.342.6 916+59 103+4.8 
FL A 6 448413" 75.447.8 10684127 161+5.1* 
FF R 16 327+6.0 20.9+40.8 292420 31.641.5 
FL R 6 448413 16.841.4* 242433 35.442.2           

* p<0.05 comparado con la FF (Prueba de “ f “de Student). 

El peso corporal de los animales tratados con guanetidina, sacrificados en la fase folicular fue 

significativamente menor que el de los animales testigo, y no se obServaron diferencias significativas 

cuando los animales fueron sacrificados en la fase luteal (Tabla 2). El peso absoluto de los ovarios y las 

adrenales de los animales denervados fue similar al de los grupos testigo, mientras que el peso relativo 

de ambos organos fue mayor que el de los testigos enlos animales autopsiados en la fase folicular. 

Cuando las autopsias se realizaron en la fase luteal, sdlo se encontraron diferencias significativas en el 

peso relativo de los ovarios de las cobayas denervadas desde ef nacimiento. Cuando los animales fueron 

sacrificados en la fase folicular, el peso absoluto y relativo del Utero de los animales denervados desde el 

nacimiento o a partir del dia diez fue significativamente menor que en los animales testigo. En aquellos 

sacrificados en la fase luteal, las diferencias observadas no alcanzan valores significativos debido a la 

gran dispersion de los resultados (Tabla 2). 
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Tabla 2. Media + e.e.m. del peso corporal, y del peso absoluto (A) y relativo (R) de los ovarios, dtero y adrenales de 

cobayas testigo y tratadas con guanetidina (GTD) a partir del nacimiento o del dia 10, sacrificadas en la fase folicular 

(FF) 0 en la fase luteal (FL). 

Fase folicular 
  

  

                  
  

Grupo AJR | Peso Masa Ovarica| Utero Masa Adrenal 

corporal 

Testigo A 16 32746.0 68.342.6 916459 | 1034+4.8 

GTD RN A 12 261+48.5* 75,543.6 474446" | 9244.1 

GTD 10 A 16 246116* 69.0+4.1 371476" 9244.9 

Testigo R - 20,.9+0.8 292420 | 31.641.5 

GTD RN R - 27.841.3* 179413* | 36.4+1.4* 

GTD 10 R - 28.9+3,0* 149+28* | 37.0+0.8* 

Fase luteal 

Testigo A 6 448413 75.447.8 10684127 | 161+5.1 

GTDRN {A |14 405414 78.0+4.9 795437 | 173+6.5 

GTD 10 A | 6 42146 83,548.5 853452 | 15345.1 
Testigo R {| - 16.841.4 242433 | 35.4422 

GTD RN R - 21.441.7* 199+24 |40.3+2.0 

GTD 10 Ri- 20.6+1.7 195414 | 39.541.8                   
* p<0.05 vs. grupo testigo correspondiente (Prueba de la f de Student). 

La concentracién plasmatica de estradiol fue similar en las cobayas testigo y denervadas al 

nacimiento sacrificadas en la fase folicular. En cambio, la concentracién de estrogenos de los animales 

denervados a partir del nacimiento y sacrificados en la fase luteal fue significativamente mayor que la de 

los animales testigo y denervados a partir del dia diez (Tabla 3, Grafica 1). 

Tabla 3. Media + e.e.m. de las concentraciones de estradiol en plasma (pg/ml) y de progesterona (ng/ml) de cobayas 

testigo y tratadas con guanetidina a partir del nacimiento (GTDRN) 6 del dia 10, (GTD10) y sacrificadas en la fase 

folicular o luteal. 

Fase folicular 
  

  

      

  

  

      

Grupo n Estradiol Progesterona 

Testigo 3 94,39 + 4.9 0.33 + 0.19 
GTD RN 3 82.33 + 7.8 1.47 + 02* 
GTD 10 No Determinado No Determinado 

Fase luteal 

Grupo n Estradiol Progesterona 

Testigo 5 86.93 + 9.79 1.63 + 0.42 
GTD RN 5 147.52 + 10.54 0.59 + 0.12* 
GTD 10 DIAS 9 75.80 + 12.33 0.76 + 0.39%     
  

*p<0.01 vs. testigo (ANDEVA seguido de la prueba de Tukey). 

44



Gréfico 1. Media + e.e.m. de la concentraci6n de estradiol en plasma (pg/ml) de cobayas testigo y denervadas desde 

e) nacimiento o de Jos 10 dias, sacrificadas en la fase folicular (FF) 0 lutea! (FL) 
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* p<0.05 vs. grupo testigo en la fase luteal (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). 

En los animales denervados a partir del nacimiento y sacrificados en la fase folicular, la 

concentracién plasmatica de progesterona fue significativamente mayor que la del grupo testigo. No se 

tienen los datos de fos animales denervados a partir del dia diez. En cambio, en los animales sacrificados 

en la fase luteal, las concentraciones de progesterona son significativamente menores en los animales 

denervados que en los testigos (Grafico 2). 

Grafico 2. Media + e.e.m. de ja concentracién de progesterona en plasma (ng/ml) de cobayas controles y denervadas 

desde el dia del nacimiento o 10 de vida, autopsiadas en la fase folicular (FF) o lutea! (FL). 
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*p<0.05 vs. grupo testigo en las fases folicular o |uteal. (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). 
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Objetivo Il 

Analizar los efectos de la denervacion noradrenérgica periférica sobre el compartimiento folicular y 

la ovulacion. 

Con el fin de analizar si la inervacion simpatica del ovario participa en el control del desarrollo 

folicular, se estudiaron los efectos de la denervacion farmacolégica sobre ia distribucién de la poblacién 

folicular y la primera ovulacién. 

El estudio histolégico de fos ovarios de los animales testigo y denervados con GTD, mostré la 

presencia de cuerpos IUiteos sdlo en las cobayas autopsiadas en la fase luteal. El numero de cuerpos 

lGteos fue similar en los tres grupos: 3.3 + 0.3 para los testigo vs. 3.5 + 0.2 para los tratados con GTD al 

nacimiento y 3.4 + 0.3 para los denervados a partir de los diez dias. El numero total de foliculos presentes 

en los ovarios de ios animales denervados fue mayor que el de los animales testigo: 1736 + 230 vs. 969 + 

147, p<0.05. 

El diametro promedio de los foliculos de los ovarios testigo de las cobayas sacrificadas en la fase 

folicular fue significativamente mayor que el observado en la fase luteal (Grafica 3). 

Grafica 3- Didmetro folicular promedio (um) medido en el ovario de cobayas testigo sacrificadas en la fase folicular 

(FF) 0 luteal (FL). 
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*p<0.01 vs. FF (Prueba de ‘f* de Student). 

El diametro promedio de los foliculos medidos en los ovarios de los animales denervados fue 

significativamente mayor que el de los testigo (GTD RN: 274 +2.0 pm vs. 255 + 2.4 wm, p<0.05; GTD 10: 

286 + 2.3 pm vs. 257 + 2.3 um, p<0.05). Cuando el andlisis se realiz6 considerando la etapa del ciclo 

46



estral en la cual se sacrificaron los animales, se encontraron diferencias significativas solamente en los 

ovarios de las cobayas autopsiadas en la fase luteal (Grafica 4). 

Gréfica 4- Diametro folicular promedio (jm) medido en el ovario de cobayas testigo y denervadas desde el dia del 

nacimiento o el dia 10 de vida, sacrificadas en la fase folicular (FF) o luteal (FL). 
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*p<0.01 vs. grupo testigo (ANDEVA seguido de Tukey). 

El diametro folicular promedio de los foliculos sanos o atrésicos presento diferencias significativas 

que dependieron de fa edad de inicio del tratamiento y de la fase del ciclo estral en la cual se sacrificaron 

los animales, Cuando las cobayas fueron tratadas con GTD a partir del primer dia de vida y autopsiadas 

en la fase folicular, el diametro promedio de los foliculos sanos, fue menor que el de las testigo, en tanto 

que el diametro promedio de los foliculos atrésicos no presento diferencias significativas (Grafica 5). En 

los animales tratados con GTD desde el nacimiento, autopsiados en la fase luteal, el diadmetro promedio 

tanto de los foliculos sanos como de los atrésicos, fue mayor que el de los testigo (Grafica 5). 
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Grafica 5. Didmetro folicular promedio de los foliculos sanos y atrésicos en el ovario de cobayas testigos y 

denervadas a partir del dia del nacimiento y sacrificadas en fa fase folicular (FF) 0 futeal (FL). 
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*p<0.01 vs. grupo testigo correspondiente (ANDEVA seguido de Tukey). 

En el grupo de animales denervados a partir de los diez dias de vida y sacrificados en fa fase 

folicular, no se encontraron diferencias significativas en los diametros promedio de los foliculos sanos ni 

atrésicos (Grafica 6). Por el contrario, cuando las cobayas se autopsiaron en la fase luteal, el diametro 

promedio de los foliculos sanos y atrésicos, fue significativamente mayor que el de los testigos (Grafica 

6). 
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Grafica 6. Didmetro folicular promedio (1m) de los foliculos sanos y atrésicos medidos en los ovarios de cobayas 

testigo y denervadas a partir del dia 10, autopsiadas en la fase folicular (FF) 0 luteal (FL). 
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*p<0.01 vs. grupo testigo correspondiente (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). 

Cuando se compararon los didmetros foliculares promedio de los ovarios derecho e izquierdo de las 

cobayas testigo, este ultimo presento valores significativamente mas altos en ambas etapas del ciclo 

estral (Grafica 7). 

GrAfica 7. Diametro folicular promedio (um) de los ovarios derecho e izquierdo de cobayas testigo, autopsiadas en la 

fase folicular (FF) o luteal (FL). 
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*p<0.01 vs. fase folicular (Prueba de “tf” de Student). 

En respuesta a fa denervacién noradrenérgica el crecimiento folicular en el ovario derecho fue 

distinto al del izquierdo. En el ovario izquierdo de los animales denervados a partir del nacimiento o del 

dia diez y sacrificados en la fase folicular, el diametro folicular promedio fue menor en relaci6n al testigo. 

Cuando los animales denervados se sacrificaron en la fase luteal, el diametro folicular promedio fue mayor 
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que en el grupo testigo. (Grafica 8). En el ovario derecho de los animales denervados, el diametro folicular 

promedio siempre fue mayor que el de los testigos, independientemente de la edad de inicio del 

tratamiento con GTD y de la etapa dei ciclo en la cual fueron sacrificados. (Grafica 9). 

Grafica 8. Diametro folicular promedio (um) medido en el ovario izquierdo de cobayas testigo, denervadas desde el 

dia del nacimiento o 10 de vida, sacrificadas en la fase folicular (FF) o luteal (FL) 
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*p<0.05 vs. testigo (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). 

Grafica 9. Didmetro folicular promedio (um) medido en ef ovario derecho de cobayas testigo y denervadas a partir del 

dia del nacimiento o del dia 10 de vida, sacrificadas en la fase folicular (FF) o luteal (FL). 
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*p<0.01 vs. testigo (ANDEVA seguida de ia prueba de Tukey). 

El analisis de ja distribucién folicular clasificada por diametro, no mostré diferencias significativas 

en el numero ni en el porcentaje de foliculos atrésicos y sanos entre los animales denervados y testigo. Al 

realizar este analisis dependiendo de la fase del ciclo estral en la que se autopsiaron a los animales, se 

encontré que el didmetro de {os foliculos sanos esta disminuido en el animal denervado desde el 
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nacimiento sin cambios en los atrésicos. No se encontraron modificaciones respecto al testigo en los 

didmetros foliculares de los ovarios denervados a partir de los diez dias. Cuando las autopsias se 

realizaron en la fase luteal, se observ6 un aumento en el diametro de los foliculos tanto sanos como 

atrésicos de los animales denervados, independientemente de la edad de inicio del tratamiento (Graficas 

10 y 11). 

Grafica 10. Diametro folicular (um) de foliculos sanos y atrésicos medidos en los ovarios de cobayas testigos y 

denervadas a partir del nacimiento o del dia 10 de vida, sacrificadas en la fase folicular. 
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*p<0.05 vs. grupo testigo (ANDEVA seguida de fa prueba de Tukey). 

Grafico 11. Diadmetro promedio (1m) de foliculos sanos y atrésicos medidos en los ovarios de cobayas testigo y 

denervadas desde el dia del nacimiento 0 10 de vida, sacrificadas en la fase luteal (FL). 
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*p<0.05 vs. Testigo (ANDEVA sequida de la prueba de Tukey). 

Cuando los foliculos fueron clasificados segtin su diametro en mayores o menores de 600 um, se 

observé que el numero total y ef relativo (por ciento) de foliculos con diametro mayor de 600 um fue 
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significativamente mayor en los ovarios de los animales denervados, independientemente de la edad de 

inicio del tratamiento y de la etapa del ciclo en fa que se realizaron las autopsias (fase folicular: 3.17% vs. 

1.86%; fase luteal: 3.78 % vs. 1.65%, P<0.05, prueba de Ji?). En estos foliculos, el indice de atresia fue 

significativamente mayor en los animales denervades que en los testigo (fase folicular: 3.12% vs. 1.15%; 

fase luteal: 3.02% vs. 1.91%, P<0.05, prueba de Ji). No se encontraron diferencias significativas en el 

porcentaje de foliculos sanos y atrésicos, clasificados por su didmetro entre fos grupos testigo y 

denervados sacrificados en la fase folicular. Cuando fos animales fueron sacrificados en la fase luteal el 

porciento de foliculos sanos menores a las 350 ym fue similar entre los tres grupos, pero aumento en los 

de didmetro entre 350-600 ism: 0.6% para los testigos vs 6% para los denervados a partir del nacimiento y 

10% para los denervados a los diez dias (P<0.01 prueba de Ji?). No se encontraron foliculos sanos con 

diametro mayor a las 600 pm en los ovarios de los animales testigo, en tanto que en los denervados el 

porcentaje de foliculos sanos fue de 21% para los denervados desde el nacimiento y 20% para los 

denervados a los diez dias 

DISCUSION 

El adelanto en Ja edad de {a primera apertura vaginal en los animales denervados con GTD se 

acompanioé de una ovulaci6n precoz . En tanto que la apertura vaginal refleja una secrecion de estr6genos 

adelantada por parte de los ovarios, la ovulacién nos permite plantear que los animales denervados 

tuvieron una pubertad precoz completa. Este resultado concuerda con la observacién de Ross (157) de 

que “las hormonas esteroideas median algunos de los efectos de las gonadotropinas sobre el desarrollo y 

la diferenciacién de los foliculos preovulatorios," porque los estrégenos inducen la aparicién de receptores 

a la hormona luteinizante (155) y ésta, la actividad aromatasa en las células de la granulosa (43). 

En términos generales se acepta que !os foliculos sanos mas grandes, producen las mayores 

cantidades de estrégenos (81). Como el numero de foliculos sanos de diametro mayor a las 600 um, es 

mayor en los ovarios de las cobayas denervadas respecto a las testigo, el numero de unidades secretoras 

de estrégenos también esta aumentada. Este incremento se traduciria en la apertura vaginal adelantada y 

probablemente en su mayor duracién y es corroborado por los valores mas altos de estradiol sérico 

encontrados en los animales denervados a partir del nacimiento. No podemos descartar una mayor 

sensibilidad de la vagina denervada a los estrégenos. 

Et aumento en Ia incidencia de foliculos atrésicas con diametro mayor a 600 um no podria explicarse 

por una disminuci6n de la actividad aromatasa en los foliculos, sino quiza4s por un aumento local de las 

concentraciones de andrégenos perifoliculares. Existen evidencias de que la noradrenalina acttia de 

manera sinérgica con !a LH sobre la estimulaci6n de la secrecién de andrégenos (59) y segun Greenwald 
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y Roy (81), la disminucién en la secrecién de estrégenos por los foliculos atrésicos es atribuible a una 

caida en la secrecién de andrégenos. Dado que ambas explicaciones se contradicen, probablemente al 

aumento en el numero de foliculos atrésicos en fos ovarios de las cobayas denervadas, refleje la 

modificacién de otros factores que reguilan la atresia, como puede ser la irrigaci6n tecal (80). 

Aunque Mills y Reed (121) consideran la existencia de una “etapa critica” previa al primer estro de la 

cobaya, durante el cual el ovario puede ovular en respuesta a la administracion de gonadotropinas 

exogenas, Curry y cols (39) y Riboni y cols (153) mostraron que la administracién secuencial de PMSG 

seguida por hCG a cobayas de diez 6 25 dias de edad, denervadas 0 no, resulté en una ovulacién 

adelantada medida por la presencia de cuerpos luteos en los ovarios. 

Considerados en su conjunto, nuestros resultados permiten sugerir que la inervacién ovarica juega 

un papel inhibitorio en el desarrolio, ta maduracién y la atresia folicular, que no parecen estar vinculados a 

la secrecién esteroidea del ovario. Estos mecanismos regulatorios presentan diferencias entre el ovario 

derecho y el izquierdo, por to cual, posiblemente ta informacion neural que reciben pueda provenir de 

lados diferentes del SNC, como ha sido postulado en la rata (13, 38, 49)



Objetivo It 

Analizar los efectos de la hemicastracién en cobayas con denervacién noradrenégica periférica 

inducida por la administracién de guanetidina, sobre la pubertad, la primera ovulacion y la 

hipertrofia compensadora del ovario, 

Dado que en el animal entero se encontraron diferencias en la respuesta a la denervaci6n 

farmacolégica entre el ovario derecho y el izquierdo, se analizaron los efectos de la hemicastracién sobre 

el proceso de hipertrofia compensadora y si ésta es modificada por la denervaci6n del ovario “in situ”. 

Se utilizaron 67 cobayas de diez dias de edad. Veintitrés animales se dejaron como testigos 

absolutos y 44 fueron hemicastradas del ovario derecho o del izquierdo. Once se sacrificaron en la fase 

folicular y doce en {a fase luteal. Veintiuno de estos animales fueron tratados con GTD a partir de las 24 

hs siguientes a la cirugia. Doce se sacrificaron en la fase folicular y trece en la fase luteal. Los resultados 

fueron comparados con el grupo de animales testigo absoluto. El porcentaje de hipertrofia compensadora 

(HCO) se calculé de la siguiente manera: 

__ peso del ovatio in situ - media del peso del mismo ovario del testigo 

~ media del peso del mismo ovario del testigo 
  HCO x 100 

Resultados 

A- Efectos de la hemicastracién derecha 

En comparacién con el grupo testigo absoluto, no se observaron diferencias significativas en la 

edad de fa primera apertura vaginal, ni en el peso de las adrenales y del utero. La hipertrofia 

compensadora del ovario izquierdo fue del 41.5% + 5.2 (fase folicular) y de 45.9 % + 7.2 (fase iuteal). 

La concentraciones plasmaticas de estradiol y de progesterona sdlo se midieron en [os animales 

sacrificados en la fase folicular. Estradiol: 79.20 +9.02 vs 94.39+ 5.0 pg/ml en los testigos. 

Progesterona: 0.82 +0.04 vs 0.33 +0.2 ng/ml en los testigos (p< 0.05) 
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B- Efectos de la hemicastraci6n izquierda 

En comparacién con el grupo testigo, no se observaron diferencias significativas en la edad de la 

primera apertura vaginal, ni en el peso det Utero. El peso relativo de las adrenales sacrificados en fa fase 

folicular fue mayor en los animales hemicastrados que en el grupo testigo: 36.4 + 2.1 vs. 30.2 + 1.6 (p< 

0.05). Cuando los animales se sacrificaron en la fase luteal, el peso relativo de las adrenales fue menor 

que en los animales controles: 28.5 + 1.5 vs 35.4 + 2.2 (p<0.05). La hipertrofia compensadora del ovario 

derecho fue del 27.5% + 5.6 (fase folicular) y 43.4% + 12.9 (fase luteal)(Tabla 4). 

La concentraciones plasmaticas de estradiol y progesterona sélo se midieron en los animales 

sacrificados en la fase folicular. Estradiol: 64.15 +4.23 vs 94.39 + 5.0 pg/ml en los testigos. 

Progesterona: 0.61 + 0.10 vs 0.33 + 0.2 ng/ml en los testigos 

(p< 0.05). 

Tabla 4- Media + e.e.m. de los pesos corporales, edad de apertura vaginal, pesos absolutos (A) o relativos (mg/100 

gt) (R) de los ovarios y del Utero y porciento de hipertrofia compensadora del ovario en sobayas testigo y 

hemicastradas del ovario derecho o def izquierdo y sacrificadas el dia de la primera apertura vaginal. 

Fase folicular 
  

  

Grupo N |AIR | Ovario Ovario % H.C. Utero BAY. Peso 

derecho izquierdo - corporal 

Testigo (11 |A 34.241.9 36.641.7 921,2478.9 300.6428.1 

Hem.D |5 A 48.5 41.5 414444 | 743 494 324 446.8 

Hem. | § A 43.2 41.7 27 +5 11834194 330.6496 

Testigo |11 |R 10.5405 111.3405 296 + 24 37+0.9 

Hem. D {5 R 45.540.5* 141.5452 |229+28 3741 

Hem. ! 5 R 13.14 0.6* 27.5+45.6* | 298 +25 3441                     
  

*p<0.02 y **p<0.001 vs hemicastradas. (ANDEVA seguida de fa prueba de Tukey). 

  

  

Fase luteal 

Grupo N |A/R | Ovario Ovario % H.C. Utero EAN. Peso 

derecho izquierdo corporal 

Testigo 11 A 38.6.42.9 36.843.9 4067.84127.4 4484125 

Hem.D |6 |A 53.642 45.845.4 669143.8 452.2422.4 

Hem. | 6 IA §1,844.5 34.2411.6 805.24128 6 422.3418.5 

Testigo 11 1R 8.6+0.5 8240.8 242 + 32.8 3740.9 

Hem.D j}6 |R 119£0.6* | 45.947.2 166.3 411.3% [3741 

Hem. | 6 {IR 42.34 1 1¥* A3 At 13 49384355 |3441                     
  

+p<0.02 y **p<0.001 respecto a hemicastradas. (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). 
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C- Efectos de la denervacién inducida por la administracion de guanetidina en la cobaya con 

hemicastracion derecha 

En comparacion con el grupo testigo absoluto y con los animales hemicastrados, no se observaron 

diferencias significativas en la edad de fa primera apertura vaginal. El peso relativo del ovario izquierdo 

(‘in situ’) y el grado de hipertrofia compensadora del ovario de los animales hemicastrados y denervados 

fue mayor que en los solamente hemicastrados: El peso del Utero de los animales denervados fue 

significativamente menor que el de los hemicastrados (Tabla 5). 

Tabla 5.Media + e.e.m. de pesos corporales, edad de apertura vaginal, pesos absolutos (A) 0 relativos (R)_ (mg/100 

gn) del ovario izquierdo y del utero, porciento de hipertrofia compensadora del ovario en cobayas testigo, 

hemicastradas del ovario derecho y tratadas con GTD. 

Fase folicular 
  

  

Grupo N |A/R |Ovariol | % H.C. Utero EAV Peso corporal 

Hem. D 5 |A 48.541.5 |41.444.4 |743 404 324.416.8 

Hem D+GTD |6 |A 6245.1 | 51.8415 400.7 +30 277.6+20.1 

Hem. D. 5 |R 15.540.5 | 41.545.2 | 229428 | 37+1 

HemD+GTD |6 |R 18.8 41.3 |79413* |14646.8* [3642                     
*p<0.05 vs. hemicastradas. (Prueba de “f’ de Student). 

Fase luteal 
  

  

Grupo N |A/R | Ovariol. |% H.C. Utero EAV Peso corporal 

Hem. D 6 JA 53.64 2 45.845.4 | 699+43.8 451.2422.4 

Hem. D+GTD 5 = |A 46+ 5.8 24,7416 843.1 +55 462.6421.5 

Hem D 6 IR 11.9406 145.9472 1156.3411.3 |37+1 

Hem.D+GTD |5 |R 10.144.5 {30.7413 183.7414.3 |36+42                     
D- Efectos de la denervacién inducida por la administracién de guanetidina en la cobaya con 

hemicastraci6n izquierda 

En comparacion con el grupo testigo absoluto y con los hemicastrados en los animales denervados, 

la edad de la primera apertura vaginal se adelanto de manera significativa. Al igual que en los animales 

hemicastrados de! ovario derecho, el peso del ovario “in situ”, el grado de hipertrofia compensadora y el 

peso uterino no alcanzan a ser significativos por la gran dispersion de los datos. (Tabla 6) 
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Tabla 6. Media + e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal, pesos absolutos (A) y relativos (R) (mg/100 gr) 

de los ovarios y del utero y porciento de hipertrofia compensadora del ovario en cobayas hemicastradas del ovario 

izquierdo y tratadas con GTD. 

Fase folicular 
  

  

                  
  

  

  

Grupo N |A/R|OvarioD |% H.C. Utero EAV Peso corporal 

Hem I 5 A 43.241.7 2745 1182.9.4194 330.6496 

Hemi+GTD |6 A 47.144.6 38.6413 627.14157.4 286.4420.5 

Hem | 5 R 13.140.6 27.54+5.6 298 + 25 3441 

Hem I+ GTD |6 R 174£2.6* 66 +24 211 +42 3140.7 

*p<0.05 vs. Hemicastradas (Prueba de “f “de Student). 

Fase luteal 

Grupo N |A/R |OvarioD |% H.C. Utero EAV Peso corporal 

Hem [| 6 {A 51.8445 | 34.2417 805.2.4128.6 422.3+18.5 

Hem !+GTD 5 1A 46,.943.9 25.549.0 680.1+70.3 436.8412.5 

Hem | 6 |R 12.3411 43.4412 193.8435.5 |34+1 

Heml+GTD {5 |R 10.340.9 |21+11 1426413.8 131407                   
  

*p<0.05 vs. hemicastradas (Prueba de “t “de Student) 
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Objetivo IV 

Analizar los efectos de la hemicastracion y autoinjerto de ovario en cobayas con denervacion 

noradrenégica periférica inducida por la administracion de guanetidina, sobre la pubertad, la 

primera ovulacion y la hipertrofia compensadora del ovario. 

Con base en los resultados publicados previamente (12, 49), para analizar si la presencia del 

ovario extirpado autoinjertado en el tejido celular subcutaneo modifica la edad de la pubertad, la 

hipertrofia compensadora del ovario remanente y sila denervacion farmacolégica de éste altera estos 

resultados, se realizé el siguiente experimento. 

Cuarenta y siete cobayas de diez dias de edad fueron hemicastradas del ovario derecho o 

izquierdo y en el mismo acto quiruirgico, el ovario extirpado fue autoinjertado en el tejido celular 

subcutaneo del dorso. Veintidés de estos animales fueron tratados con GTD, a partir de las 24 hs 

siguientes a la cirugia. 

Resultados 

A- Efectos de la hemicastracién derecha o izquierda en cobayas con autoinjerto del ovario 

En comparacién con los animales testigo absoluto y hemicastrados, la edad de la primera apertura 

vaginal se adelanté de manera significativa (Grafica 12). 

Grafica 12. Media £ e.e.m de las edades de edad de apertura vaginal de cobayas testigo, hemicastradas del ovario 

derecho e izquierdo y con autoinjerto det ovario extirpado. 
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*p<0.01 vs. grupo testigo (Prueba de Kruskal-Wallis). 
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La presencia del autoinjerto no result6é en modificaciones del porcentaje de hipertrofia 

compensadora del ovario in situ, ni del peso de los otros érganos endécrinos (Tabia 7). 

Tabla 7- Media + e.e.m. de los pesos corporales, edad de apertura vaginal y pesos absolutos (A) y relativos (R) 

(mg/100 gr) de ovarios y titero y % de hipertrofia compensadora del ovario de cobayas hemicastradas del ovario 

derecho y hemicastradas con autoinjerto. 

Fase folicular 
  

  

            

Grupo N |Ovario D. | Ovariof. |%H.C. | Utero EAV Peso corporal 

Hem. D 15.540.5 | 4145.2 | 229428 3741 324.446.8 

Hem. 15.442.1 | 46420 284411 3240.8%* | 298.2413.2 

Dt+A 

Hem. | 43.140.6 2745.6 | 298425 3441 330.6+9.6 

Hem. +A 13.7+0.7 2146.1 | 266419 3240.9 | 30148.3       
  

*p<0.02 vs. hemicastradas (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). 

  

  

            

Fase luteal 

Grupo N |Ovario D. | Ovario i. | % H.C. Utero EAV Peso corporal 

Hem. D 6 11.940.6 | 45.947.2 456.5411.8 | 3741 452.2422.4 

Hem. D+A |7 14.54+3.4 | 30.7413 168.9+8.8 32:+0.8+* | 469.3424.6 

Hem. | 6 |12.3+1.1 27.5+5.6 193.8+35.5 | 3441. 422.3418.5 

Hem. 1+A |6 | 13.740.7* 59.348.3* | 202.5437.1 | 3240.9 412.848.3       
  

*p<0.02 y **p<0.001 respecto a hemicastradas (ANDEVA seguida de fa prueba de Tukey). 

Los pesos uterinos fueron menores que en los animales controles s6lo en tos grupos de animales 

hemicastrados del ovario derecho sacrificados en la fase luteal (Graficas 13 y 14). 

Grafica 13. Media + e.e.m. del peso uterino (mg/100g ) de cobayas testigo, hemicastradas con autoinjerto del ovario 

extirpado, sacrificadas en la fase folicular ( FF ). 
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Grafica 14. Media + e.e.m. del peso uterino (mg/100g ) de cobayas testigo, hemicastradas con autoinjerto del ovario 

extirpado, sacrificadas en la fase juteal (FL). 
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*p<0.05 vs. testigo (Prueba de “f’ de Student). 

B- Efectos de la denervacion noradrenérgica periférica en cobayas con hemicastracién derecha o 

izquierda, y autoinjerto del ovario extirpado 

En comparacién con los animales testigo absoluto y hemicastrados, en los grupos de hemicastrados 

con autoinjerto, denervados 0 no, la edad de la primera apertura vaginal se adelanto de manera 

significativa. No se observaron diferencias significativas en la edad de apertura vaginal entre estos dos 

Ultimos grupos (Grafica 15). 
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Grafica 15. Media + e.e.m. de las edades de 1a primera apertura vaginal en cobayas hemicastradas, hemicastradas 
con autoinjerto del ovario y hemicastradas, autoinjertadas y tratadas con GTD. 
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*p<0.01 vs. hemicastradas (Prueba de Kruskal-Wallis). 

En comparacion con los animales hemicastrados y autoinjertados, la denervacion no modificé de 

manera significativa los parametros estudiados (Tabla 8) 

Tabla 8- Media + e.e.m. de ovarios y Utero (mg/100 gr) y % de hipertrofia compensadora del ovario de cobayas 

hemicastradas del ovario derecho o izquierdo y hemicastradas con autoinjerto y tratadas con GTD. 

Fase folicular 

  

  

            
  

  

  

Grupo N | Ovario D. | Ovario I. % H.C. Utero Peso corporal 

Hem. D+A 6 15.4421 |44.9420 | 284111 298.2+13.2 

Hem.D+A+GTD | 5 14.4406 | 3645.3 206129* 262.3+11.7 

Hem. I+A 6 113.7+0.7 35.544.7 | 266419 30148.3 

Hem.I+A+GTD | 5 |17.4+£1.7 68.9417 | 209+32* 294.448.6 

Fase luteal 

Grupo N| Ovario D. | Ovario !. % H.C. Utero Peso corporal 

Hem, D+A 7 14.543.4 | 76.6441.6 |168.948.8 | 469.3124.6 

Hem.D+A+GTD |7 11.940.5 |46.545.5 |177.2413.3 | 453.1422.2 

Hem. I+tA 6 }13.7+0.7 59.348.3 | 202.5437.1 | 412.8+8.3 

Hem. I+A+GTD | 5 | 10.84 0.8 23.4+9.5* |165.6+24.7 | 506.2+4.4                 
  

*p<0.05 vs. hemicastradas con autoinjerto (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).



Pero cuando se compara el porcentaje de hipertrofia compensadora del ovario derecho de !as 
cobayas denervadas, autoinjertadas 0 no, con las solamente hemicastradas la denervacion del ovario ‘in 

situ” aumenté este parametro (Grafica 16) 

Grafica 16.Media + e.e.m. del porcentaje de hipertrofia compensadora del ovario derecho en cobayas hemicastradas, 
hemicastradas y y denervadas, hemicastradas, autoinjertadas y hemicastradas, autoinjertadas y denervadas con 
GTD, sacrificadas en la fase folicular (FF) o lutea! (FL). 
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*p<0.05 vs. hemicastradas (Prueba de Fisher). 

#p<0.001 vs. hemicastradas con autoinjerto (Prueba de Fisher). 

La denervacién del ovario izquierdo también incrementa el porcentaje de hipertrofia compensadora 

cuando se compara con fos animales solamente hemicastrados (Grafica 17). 
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Grafica 17. Media + e.e.m. del porcentaje de hipertrofia compensadora del ovario izquierdo en cobayas 

hemicastradas, hemicastradas y denervadas, hemicastradas y autoinjertadas y hemicastradas, autoinjertadas y 

denervadas con GTO, sacrificadas en {a fase folicular (FF) o luteal (FL). 
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*p<0.05 vs. hemicastradas y vs. hemicastradas con autoinjerto (Prueba de Fisher). 

#p<0.01 vs. hemicastradas y denervadas (Prueba de Fisher) 

Los pesos uterinos fueron menores que en los animales testigo en los grupos de animales 

hemicastrados del ovario derecho, tratados con GTD sacrificados en la fase folicular 0 luteal. (Graficas 18 

y 19). 

Grafica 18. Media + e.e.m. del peso uterino ( mg/100g ) de cobayas testigo, hemicastradas con autoinjerto del ovario 

extirpado, y hemicastradas, autoinjertadas y denervadas con GTD, sacrificadas en la fase folicular ( FF ). 
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*p<0.05 vs. testigo (Prueba de “f’ de Student). 
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Grafica 19. Media + e.e.m. del peso uterino ( mg/100g ) de cobayas testigo, hemicastradas con autoinjerto del ovario 

extirpado, y hemicastradas, autoinjertadas y denervadas con GTD, sacrificadas en la fase luteal (FL). 
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*p<0.05 vs. testigo Prueba de “f de Student). 

Los ovarios de los testigos absolutos sacrificados en la fase folicular no presentaron cuerpos 

lGteos. Los sacrificados en la fase luteal tuvieron 1.8+0.5 (ovario derecho) y 1.5+0.3 (ovario izquierdo) 

(Tabla 9) 

La hemicastracion, tanto derecha como izquierda, adelantd la primera ovulaci6én. Aunque el 

numero de cuerpos ititeos presentes en los ovarios de los animales sacrificados en la fase folicular fue 

similar para ambos ovarios: 2.50.4 (ovario derecho “in situ’) y 2.440.4 (ovario izquierdo “in situ’) el 

porcentaje de animales ovulantes fue significativamente mayor cuando el ovario extirpado fue el derecho: 

40% (ovario derecho “in sifu") y 100% (ovario izquierdo “in situ") (p<0.01, Fisher). (Tabla 9). 

Los grupos de animales hemicastrados y autoinjertados sacrificados en la fase folicular, tambien 

presentaron cuerpos Ititeos en los ovarios: 2.6+0.2 (ovario derecho “in situ") y 3.00.4 (ovario izquierdo ‘in 

situ"). El porcentaje de animales ovulantes fue similar para estos dos grupos: 83% (ovario derecho "in 

situ") y 80% (ovario izquierdo “in situ") (Tabla 9). 

Los ovarios de los grupos de animales hemicastrados y hemicastrados y autoinjertados, que 

fueron denervados con GTD, y se sacrificaron en la fase folicular, no presentaron cuerpos luteos. 
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Todos los grupos de animales hemicastrados y sacrificados en la fase luteal ovularon. Aunque no 

se encontraron diferencias significativas entre el nimero de cuerpos luteos presentes en los ovarios, 

todos los animales presentaron ovulacién compensadora (Tabla 9). 

Tabla 9. Numero de Cuerpos Liteos y porcentaje de animales ovulantes (%AO) en cobayas testigo, hemicastradas, 

hemicastradas y denervadas con GTD, hemicastradas y autoinjertadas y hemicastradas, autoinjertadas y denervadas 

con GTD, sacrificadas en la fase folicular o en la luteal. 

Ovario derecho “in situ" 
  

  

  

Fase __ folicular Fase luteal 

Grupo N No de C.L |%*AO N NodeC.L. |[%AO 

Testigos 4 0 0 4 1.840.5 4/4 (100%) 

Hem 5 2.510.4* 2i5 5 3.440.2* 5/5 (100%) 

(40%)** 

Hem+GTD |5 0 0 5 2.6+0.2 5/5 (100%) 

Hem +A 6 2.640,2* 5/6 5 3.2+0.2* 5/5 (100%) 

(83%)"* 
Hem+A+GT |6 4 116 4 2.640.2 4/4 (100%) 

D (16%)                   
*p<0.001 vs testigo (Prueba de Kruskal-Wallis) y **p<0.01 vs testigo (Prueba de Fisher). 

Ovario Izquierdo "in situ" 
  

  

  

Fase __folicular Fase luteal 

Grupo N No de C.L |%*AO N No deC.L. |[%AO 

Testigos 4 4 1/4 4 1.540.3 4/4 (100%) 

Hem. 5 2.440,2* 5/5 4 3.040.7* 4/4 (100%) 
(100%)** 

Hem. +GTD |5 0 0 5 3.4+0.2* 5/5 (100%) 

Hem. +A 5 3.040.4* 4/5 5 3.0+0.3* 5/5 (100%) 

(80%)* 

Hem+tA+GT |6 0 0 5 3.4+0.2* 5/5 (100%) 

D                   
*p<0.001 vs testigo (Prueba de Kruskal-Wallis) y **p<0.01 vs testigo (Prueba de Fisher). 

El analisis histologico de los autoinjertos mostré las siguientes caracteristicas: 

4- Ovario derecho autoinjertado. La mayoria de los foliculos presentes eran del tipo antral, con 

escasos foliculos preantrales. En el animal denervado solo se encontraron foliculos antrales. 

2- Ovario izquierdo autoinjertado. Sélo se encontraron foliculos preantrales. Pero cuando los 

animales fueron denervados con GTD, tres de los autoinjertos analizados presentaron todos los foliculos 

antrales luteinizados y el cuarto, un cuerpo luteo normal. 
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DISCUSION 
Al igual que lo observado en la rata prepuber (123), la hipertrofia compensadora del ovario 

izquierdo es mayor que la del derecho. A diferencia de lo que sucede en la rata, en la cobaya se adelanta 

la edad de la ovulacién, pero no de la apertura vaginal. Asimismo, la capacidad ovulatoria del ovario 

izquierdo es mayor que la del derecho. 

Este hecho también es diferente a lo observado en Ia rata adulta hemicastrada, en la que el ovario 

derecho parece mantener capacidad la capacidad ovulatoria, mientras que la del ovario izquierdo es 

menor (30). 

En la rata adulta esta diferencia de capacidad entre los ovarios depende de la inervaci6n. La 

seccién de los nervios vago modifica de manera diferente la ovulaci6én y la hipertrofia compensadora del 

ovario. Ambos resultados dependen del ovario remanente y del nervio seccionado (30). En la rata 

prepuber hemicastrada la secci6n unilateral del nervio ovarico superior modifica la ovulacion 

compensadora, la que depende de la edad a la que se trata al animal, del ovario remanente y del nervio 

seccionado (123). 

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, pensamos que en la cobaya prepuber 

entera, en ef ovario izquierdo seria donde se originan las sefiales neuroendocrinas que llegan al 

hipotalamo y regiones extrahipotalamicas y al ovario derecho, necesarias para la regulaci6n del 

funcionamiento del eje sistema nervioso central-hipdfisis-ovario. Cuando se extirpa ei ovario izquierdo, al 

perderse este control, el derecho mantiene parcialmente las funciones de ambos ovarios. 

Nuestros resultados apoyan ef concepto de un mecanismo en la respuesta ovarica a la 

denervacion que es diferente para el ovario derecho y el izquierdo. Las diferencias en la respuesta del 

ovario derecho e izquierdo a la denervacién podrian ser explicadas por el tipo de informacion aferente, 

eferente o ambas que recibe y envia_ cada uno de los ovarios, 0 por la existencia de un mecanismo de 

comunicacién entre ambos ovarios como ya ha sido postuiado en la rata (49). 

El adelanto en la edad de la primera apertura vaginal y la ovulaci6n anticipada en los grupos de 

animales hemicastrados con autoinjerto del ovario puede ser e! resultado del aumento en la secrecion de 

estrogenos por el ovario ‘in situ”, por el autoinjerto que presenta foliculos antrales o por ambos. 

-En la rata hemicastrada con autoinjerto, se ha postulado que el ovario “in situ” con sus 

conexiones neurovasculares normates, mantiene la regulacién de la secrecion del eje hipotalamo- 

hipofisario a través de mecanismos endocrinos y neurales, en tanto que el autoinjerto estaria 

exclusivamente bajo el control de las gonadotropinas circulantes (49). Este mecanismo podria explicar la 

ausencia de ovulacién adelantada en el grupo de animales hemicastrados con denervaci6n del ovario “in 

situ”. 
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Como la denervacién simpatica producida por la administracisn de GTD tampoco modific6 las 

concentraciones séricas de estradiol respecto a los animales testigo, el adelanto en la edad de la primera 

apertura vaginal puede ser el reflejo del aumento en la sensibilidad de la vagina denervada a los 

estrogenos. 

En fa cobaya preptber la concentracion de noradrenalina ovarica parece tener una influencia 

importante sobre el desarrollo folicular, la atresia y el proceso de Ia hipertrofia compensadora, ya que la 

denervacion con 6-hidroxidopamina del ovario “in sifu” disminuye el porcentaje de folicuios preantrales y 

aumenta el de los preovulatorios (mayores de 700 jm) (39). La rata con medulectomia adrenal, presenta 

un retraso en la edad de la pubertad, que fue atribuido a la falta de catecolaminas circulantes (5) 

Nuestros resultados parecen indicar que en la cobaya, como en la rata, las catecolaminas participan 

en la regulacion del desarrollo folicular, la esteroidogénesis y que el ovario derecho y el izquierdo 

responden de manera diferente tanto a la denervacién quirurgica como a la farmacolégica. Es probable 

que tanto {a informaci6n que parte de la gonada, como la que llega a ésta desde el SNC sea diferente 

segun el lado considerado (37, 38). 
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Objetivo V 

Analizar los efectos de la hemicastracion y el autoinjerto de ovario sobre la pubertad, Ja primera 

ovulacion y fa hipertrofia compensadora del ovario y su respuesta a las gonadotropinas. 

En la rata preptiber, la hemicastracién y autoinjerto def ovario extirpado, no modifica la edad de la 

pubertad y aunque el ovario remanente presenta hipertrofia compensadora y cuerpos IUteos, el autoinjerto 

no ovula. Por el contrario, cuando el animal es castrado y autoinjertado ambos injertos ovulan. Para 

analizar sien la cobaya, especie con una inervacién noradrenérgica mas abundante que la rata, se 

reproducian estos resultados, y si el estimulo con gonadotropinas modificaba la reactividad del autoinjerto 

en el animal hemicastrado, se disefid el siguiente experimento: 

Se utilizaron 64 cobayas pertenecientes a la cepa Topeka, las que fueron distribuidas al azar el 

los siguientes grupos: 

4- Nueve cobayas fueron inyectadas por via s/c en el dia 15 de vida con 20 u.i de FSH ovina 

(Bayer, Méx.). dosis que se repitié a las 48 hs. y 48 hs después se administraron 10 u.i. de hCG (Bayer). 

2- Veintisiete animales de 15 dias de edad fueron hemicastrados del ovario izquierdo, bajo 

anestesia con éter; en 21 cobayas, el ovario fue autoinjertado en tejido celular subcutaneo del dorso y 9 

de ellas fueron inyectadas con FSH y hCG como en el grupo anterior. 

3- Dieciocho animales fueron anestesiados, castrados y ambos ovarios fueron autoinjertados en el 

tejido celular subcutaneo del dorso. A 8 de ellos se les administraron FSH y hCG como en el primer 

grupo. 

4- Doce cobayas, sin ningiin tratamiento se usaron como grupo testigo. | 

Todos fos animales fueron sacrificados en la fase luteal de la primera apertura vaginal. 
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RESULTADOS 

La edad de la apertura vaginal se adelanté en los animales tratados con FSH-hCG (41 + 1.8 vs. 55 

+ 1.7 dias en los testigos, p<0.01). No se observaron diferencias en las edades de apertura vaginal entre 

los grupos de cobayas hemicastradas con autoinjerto y castradas con autoinjerto. Este resultado no fue 

modificado por !a administracion de FSH-hCG. 

Tampoco se encontraron diferencias significativas en los pesos de ovarios y Utero entre los grupos 

testigo y tratados con FSH-hCG (ovarios: 15.24+0.8 vs 13.8 + 1.6; Utero: 261 + 18 vs. 230 + 28). El 

aumento en el peso de Ios ovarios de los animales hemicastrados con y sin autoinjerto del ovario fue 

similar. No se encontraron diferencias en el peso del titero de los grupos castrados y autoinjertados y 

hemicastrados (Tabla 10). 

Tabla 10. Media + e.e.m. de los pesos ovarico y uterino (mg/100 gr) e hipertrofia compensadora ovarica de cobayas 

hemicastradas, hemicastradas y autoinjertadas, castradas y autoinjertadas a los 15 dias de edad. 

  

  

GRUPO N OVARIO D. HCO UTERO 

Testigo 12 7.9+0.5 - 261418 

Hemicastradas 16 141.0 +0.7* 49.84+8.7 |197+8.8 

Hemicastradas +A |} 12 |12.3+0.8* 68.64 10.3 | 270 + 28 

Castradas +A 10 - - 204 + 30.6               
*p<0.001 vs grupo testigo (ANOVA seguido de la Prueba de Tukey). 

Como no se encontraron diferencias en el peso de los ovarios ni el porcentaje de hipertrofia 

compensadora entre los animales hemicastrados con y sin autoinjerto del ovario extirpado, la 

administracion secuenciada de FSH-hCG se hizo solamente en los animales hemicastrados y 

autoinjertados. El peso del ovario “in situ” y del Utero en el grupo de cobayas hemicastradas y 

autoinjertadas no se modificé por la administraci6n de gonadotropinas (ovarios: 13.7 + 1.6 vs. 11.0 + 0.7; 

utero: 268 + 28 vs. 204 + 30.6 ). No se observaron diferencias en el porcentaje de hipertrofia 

compensadora ovarica entre el grupo no tratado y el inyectado con gonadotropinas, debido a la gran 

dispersion de los datos en este grupo (87.5 + 22 vs. 49.8 + 8.7). 

No se encontraron signos de ovulaci6n en fos ovarios autoinjertados de los animales 

hemicastrados, con o sin administracion de gonadotropinas. Pero el ovario in situ presentd cuerpos luteos 
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recién formados y foliculos en diferentes etapas de desarrollo. En los animales castrados, los ovarios 

autoinjertados presentaron cuerpos Ititeos en todos los casos. No se encontraron diferencias histologicas 

entre el grupo de animales castrados y autoinjertados y castrados, autoinjertados y tratados con 

gonadotropinas. 

DISCUSION 

Estos resultados permiten sugerir que en oposicion a lo descrito por Mills y Reed (121), en la 

cobaya prepuber es posible adelantar la pubertad, medida por la edad de apertura vaginal y de la primera 

ovulacion, tanto por la estimulacion hormonal, como por la manipulacién del ovario. El adelanto de ta 

pubertad producido por fa administracién secuenciada de FSH y hCG refleja probablemente el aumento 

de ta secrecion de estrégenos. En 1980 Peddie (140), mostré que en el ovario de la cobaya de 15 dias de 

edad se produce una onda de atresia folicuiar. Como en el presente estudio la FSH se administro a 

animales de 15 dias es posible que la atresia folicular haya sido bloqueada por el tratamiento hormonal. E! 

adelanto en la edad de la pubertad podria ser e! resultado de un aumento en la secrecién de estrégenos, 

ya que el peso uterino es similar entre los grupos tratados y testigo. Estos resultados permiten suponer 

que la llamada "etapa critica "de la cobaya no es tan absoluta como fue postulado. 

La ausencia de ovulacién en los ovarios autoinjertados a los animales hemicastrados concuerda 

con observaciones similares obtenidas en la rata prepuiber y adulta (12). Estos resultados se interpretaron 

por fa presencia de la inervacién normal del ovario in situ y su falta en el autoinjerto, que explican la 

hipertrofia compensadora del primero y la ausencia de ovulacién en el segundo. En los animales 

castrados, ambos ovarios autoinjertados estan exclusivamente bajo el control de la gonadotropinas 

enddgenas. 
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Objetivo VI 

Estudiar los efectos del estimulo secuencial con PMSG y hCG iniciado a partir del dia 10 de vida a 

cobayas denervadas desde el nacimiento, sobre la pubertad medida por la edad de la apertura 

vaginal y la ovulacion. 

Para analizar si el ovario de la cobaya prepuiber tiene la capacidad de reaccionar a un estimulo 

con gonadotropinas y si la inervacién simpatica a del 6rgano juega un papel en esta reacci6n, se 

realizaron jos siguientes experimentos: 

Doce cobayas de diez dias de edad fueron inyectadas por via s.c. con 10 u.i. de PMSG (Sigma) y 

56 hs después con 10 u.i de hCG (Sigma). Seis cobayas recién nacidas fueron inyectadas con 

guanetidina disuelta en soluci6n salina a la dosis de 20 mg/K por via s.c., dos veces por semana y en el 

dia diez tratadas con PMSG y hCG como ene! grupo anterior. Los animales fueron sacrificados en 

la primera fase folicular o en la primera fase luteal. Como grupos de comparacion se utilizaron los 

animales testigo absoluto y denervado con guanetidina a partir del nacimiento, sacrificados en cada fase 

del ciclo estral. 

RESULTADOS 

En comparacién con el grupo testigo absoluto, la edad de ja primera apertura vaginal se adelanté 

de manera significativa en los animales tratados con PMSG-hCG, siendo mayor el! adelanto en los 

animales denervados (Grafica 20). 
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GrAfica 20. Edad de ta primera apertura vaginal en cobayas testigo, denervadas a partir del dia del nacimiento, 

tratadas con PMSG-hCG y denervadas tratadas con PMSG-hCG. 
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*p<0.001 vs. grupo testigo (Prueba de Kruskal-Wallis). 

En comparacién con el grupo testigo absoluto, el peso de los ovarios de los animales tratados con 

PMSG-hCG, denervados © no, mostré diferencias significativas que dependen de la forma de expresion 

de los resultados, pesos absolutos 0 relativos, y del momento del ciclo estral en el que se sacrificaron los 

animales (Tabla 11, Grafica 21). 

Grafica 21. Media + e.e.m. de los pesos (mg/100g ) de los ovarios de cobayas testigo, denervadas con GTD a partir 

de! dia del nacimiento, tratadas con PMSG-hCG y denervadas, tratadas con PMSG-hCG. 
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*p<0.01 vs. testigo (Prueba de “f’ de Student). 

El peso absoluto del utero de los animales denervados tratados con PMSG-hCG sacrificados en la 

fase folicular, fue significativamente menor que el de las cobayas normales estimuladas con 

gonadotropinas. Esta diferencia no se observo cuando Jos animales fueron sacrificados en la fase luteal, 

ni cuando los resultados se expresan en forma relativa (mg/100 g). Este ultimo resultado puede ser 
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explicado por las diferencias observadas en el peso corporal de los animales y en las edades a las que 

fueron sacrificados (Tabla 11). 

Tabla 11. Media + e.e.m. de los pesos absolutos y relativos de ovarios, Utero y adrenales de cobayas testigo, 

denervadas a partir dei dia del_nacimiento, tratadas con PMSG-hCG y denervadas tratadas con PMSG-hCG 

autopsiadas en la fase folicular o en la luteal. 

Pesos absolutos 

fase folicular 
  

  

Grupo N Masa Ovarica | Utero Masa Adrenal | Peso Corporal 

Testigo 16 | 68.342.6 916159 10344.8 327+6.0 

GTD 12 | 75,543.6 474+46* 9244.1 26148.5* 

PMSG-hCG 6 | 70.2410 728474 102+9.5 265.4423 

GTD+PMSG-hCG | 6 86.6410.5 510+34# | 10648.2 219.349.7*     
*p<0.01 vs grupo testigo (ANOVA seguido de la Prueba de Tukey). 

fase luteal 
              Testigo 6 | 75.446.8 10674127 | 16145.1 448413 
GTD 6 | 77.944.9 79547 17346.5 405114 
PMSG-hCG 6 | 90.3410.8* 9414157 | 157411.6 4614+11.5   
  

Pesos relativos 

fase folicular 
  

  

    

Grupo N_|Masa Ovarica Utero Masa Adrenal 

Testigo 16 | 20.940.8 292420 31.641.5 
GTD 12 | 28.741.3* 179+13.4* 36.4+1.6 

PMSG-hCG 6 | 26.0+1.9* 278420 39.0+2.8* 

GTD+PMSG-hCG |6 | 39.4+4.6#! 236419 38.8+4.5*! 
  

fase luteal 
            

Testigo 6 | 16.841.4 242433 35.442.2 
GTD 6 | 21.5+0.8* 199+23.6 40.342.0 
PMSG-hCG 6 | 18.3+1.8 185428.6 34.042.7     

*p<0.05 vs grupo testigo (ANOVA seguido de la Prueba de Tukey). 

#p<0.05 vs grupo denervado. (ANOVA seguido de la Prueba de Tukey). 

!p<0.05 vs grupo administrado con gonadotropinas (ANOVA seguido de la Prueba de Tukey). 

Cuando fa autopsia de los animales tratados con PMSG-hCG a los 10 dias se realizo en la fase 

folicular, no se encontraron diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas de estradiol entre 
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los animales testigos y los tratados con PMSG-hCG (82.33:+7.8 pg/ml vs. 94,3945) pero las de 

progesterona estan aumentadas (1.47+0.2 ng/ml vs. 0.334 0.2 de jos animales testigo p<0.01 ‘t’ de 

Student). 

Cuando estas cobayas fueron sacrificadas en la fase luteal, la concentracion de estradiol es mayor 

ala del grupo testigo absoluto, en tanto que la de progesterona es significativamente menor, lo que 

permite suponer que los cuerpos luteos formados no son totalmente funcionantes. (Tabla 12). 

Tabla 12. Media + e.e.m. de las concentraciones séricas de estradiol (pg/ml) y progesterona (ng/ml) de 

cobayas testigo, denervadas a partir del dia de! nacimiento, 0 tratadas con PMSG-hCG a los 10 dias, sacrificados en 

la fase luteal. 

  

  

        

Grupo N_ | Estradiol Progesterona 

Control 5 86.93 + 9.8 1.63 + 0.42 

GTD RN 3 | 147.52 + 10.5* 0.59 + 0.12* 

PMSG-hCG 10 Dias 6 | 106.76 + 15,5 0.97 + 0.18*     
*p<0.01 vs. control (Prueba de “t“de Student). 

El estudio histolégico de los ovarios mostré la presencia de cuerpos luteos en los grupos de 

animales tratados con PMSG-hCG autopsiados en ambas etapas del ciclo estral. De los 6 animales 

autopsiados en la fase folicular, 1 presento luteinizacién de la granulosa. Los otros 5 presentaron un 

cuerpo Ititeo por ovario, pequefios, de los cuales 3 contenian al ovocito. Los 6 animales autopsiados en la 

fase luteal, presentaron cuerpos IUiteos normales en ambos ovarios. No se encontraron foliculos 

luteinizados.. Los animales que fueron denervados desde el nacimiento y tratados a los 10 dias de vida 

con PMSG-hCG, presentaron en su mayoria, cuerpos Iiteos con ovocito atrapado. 

DISCUSION 

Los resultados de este estudio refuerzan nuestra conclusién anterior de que la edad de la pubertad en la 

cobaya, puede ser modificada, tanto por la administracion de gonadotropinas, como por la denervacion 

noradrenérgica del ovario, a edades mas tempranas que la correspondiente al periodo critico establecido 

por Mills y Reed (121). El maximo adelanto en la apertura vaginal, se obtuvo en los animales denervados 

desde el nacimiento y tratados con gonadotropinas a los 10 dias de vida. Aunque, en su mayoria, los 

ovarios de estos animales presentan luteinizacién folicular con ovocito atrapado, nuestros resultados 

parecen sefialar que la inervacién noradrenérgica del ovario tiene un efecto medulador de tipo inhibitorio 

sobre la accién de las gonadotropinas. El incremento en la concentracion sérica de estradiol, en la fase 
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luteal, correlaciona bien con el aumento en el numero y el diametro de foliculos antrales medidos en los 

ovarios de cobayas denervadas con GTD desde el nacimiento. El aumento en la concentracién sérica de 

progesterona en la fase folicular, observado en los animales denervados desde el nacimiento, podria estar 

vinculado al aumento de peso de las adrenales, glandula que sintetiza progesterona a nivel de la capa 

reticular. Los grupos de animales denervados 0 tratados con gonadotropinas y autopsiados en la fase 

luteal, presentan concentraciones plasmaticas de progesterona menores que los testigo. Esto podria 

indicar que los cuerpos luteos formados no son totalmente funcionales. El hecho de que cobayas 

denervadas a partir de fos 20 dias de edad, puestas a prefiar alrededor de los 90 dias hayan tenido una 

camada menor que la de las testigos (2.6 crias vs. 4.0 p<0.003 U de Mann-Whitney) parecen apoyar esta 

hipdtesis (Riboni, datos no publicados). 
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Discusi6n General 

Ademas de los efectos generales que resultan de la denervacién simpatica periférica por la 

administracion de guanetidina, los resultados de este trabajo concuerdan con el concepto de que en las 

hembras prepuberes la inervacién simpatica ovarica juega un papel modulador de tipo inhibitorio en la 

sensibilidad de la gonada a las gonadotropinas (62, 156). 

Dado que en la rata recién nacida la inyecci6n de guanetidina resulta en el retraso de la pubertad 

(6, 62, 110) las diferencias entre esos resultados y los del presente trabajo realizado en cobaya podrian 

reflejar diferencias de especie o de abundancia en la inervacion noradrenérgica. 

El adelanto en la edad de la apertura vaginal refleja que los estrégenos fueron secretados antes 

de lo normal por parte del ovario. Este hecho esta apoyado por la similitud en la concentraci6n de 

estrégenos observada en los animales denervados y Ios testigos; en los animales denervados el aumento 

en la concentracién plasmatica de estradiol aparece diez dias antes que en los testigos. 

La mayoria de los autores aceptan que conforme el foliculo aumenta de tamario también se 

incrementa la secrecién de estrégenos (81). Dado que el numero de foliculos sanos con diametro superior 

a las 600 pm, presentes en los ovarios de las cobayas denervadas, autopsiadas en la fase folicular, fué 

mayor que en los controles la cantidad de unidades productoras de estrogenos esta aumentada, lo cual 

explicaria el adelanto de la apertura vaginal. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que la 

vagina denervada sea mas sensible a los estrogenos. 

El aumento en fa concentracién plasmatica de progesterona observada en los animales 

denervados no puede explicarse por diferencias en ia funcién luteal, porque ninguna de las cobayas 

testigos o denervadas, sacrificados en la fase folicular, presentaron cuerpos IUteos en los ovarios. 

Estudios “in vitro” realizados con células tecales, mostraron que la adicién de noradrenalina, adrenalina o 

isoproterenol al medio de cultivo, incrementan la produccién de andrégenos en respuesta a la hCG (59). 

La alteracion producida por la guanetidina sobre fa inevacién simpatica de! ovario podria resultar en un 

aumento en la produccién de andrégenos, los que serian convertidos en estragenos por la aromatasa 

activa, lo cual explicaria las concentraciones normales de estos ultimos. 

También se debe considerar !a posibilidad de que la administracién de guanetidina resulte en una 

alteracién funcional, morfolégica o de ambos tipos de las fibras sensoriales ovaricas. En la rata 
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cronicamente denervada con este farmaco, se ha descrito un aumento del numero de fibras nerviosas que 

expresan el neuropéptido relacionado al gene de la calcitonina (1, 122) el cual ha sido relacionado con 

muchas funciones sensoriales periféricas, particularmente con la transmision dolorosa (122). 

No existe en la literatura informacion bibliografica que especifique cual es el tipo de informacién 

transmitida por las fibras sensitivas del ovario. Podriamos postular que dicha inervacién envia informacion 

sobre la secrecion de sustancias del tipo de la “activina” la cual afecta la secrecion de FSH hipofisaria 

(154) lo que daria por resultado, si éstas existen en el ovario de la cobaya, el aumento del numero y del 

diametro de los foliculos antrales presentes en los ovarios de los animales tratados con guanetidina. 

Ademas la denervacién simpatica incompleta podria resultar en una hipersensibilidad del foliculo a las 

gonadotropinas. 

Otra posibilidad seria que la administraci6n de guanetidina provoque cambios en el contenido 

ovarico del neuropéptide Y y de la sustancia P. Existen evidencias de que ambos péptidos estimulan la 

secrecion de progesterona “in vitro” (143). 

Las evidencias existentes en Ia literatura acerca de los efectos de la guanetidina en el contenido 

de sustancia P en las fibras nerviosas ovaricas, es controversial. En tanto Aberdeen y cols (1) no 

detectaron cambios en la cantidad de sustancia P luego de la administracién de guanetidina a ratas 

hembras Mione y cols (122) en un estudio similar, describen un aumento significativo del péptido 

La ovulacién adelantada observada en fos animales con denervaci6n simpatica noradrenérgica 

coincide con el postulado de Ross (157) de que “las hormonas esteroideas median algunos de los efectos 

de las gonadotropinas sobre el crecimiento y fa diferenciaci6n folicular’, porque los estrogenos inducen la 

aparicion de receptores a la LH (155) y la actividad aromatasa en las células de la granulosa (43). 

La mayor concentracién de estradiol en el plasma de las cobayas denervadas desde el nacimiento 

y sacrificadas en la fase luteal, puede ser explicado por el mayor numero de foliculos sanos observados 

en los ovarios de estos animales. Por el contrario, los animales denervados a partir de los diez dias de 

vida, presentan valores de estradiol parecidos a los controles. Esto coincide con el hecho de que el 

numero de foliculos sanos fué similar entre ambos grupos 
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La concentracién de progesterona sérica encontrados en los grupos de animales denervados y 

sacrificados en la fase luteal, permite sugerir que la inervacién noradrenérgica ovarica tiene un papel 

estimulante en el control de la funcién del cuerpo IUiteo. . Sin embargo no podemos descartar, dado que el 

peso de las glandulas adrenales de los animales denervados fué mayor que el de los testigos, que la 

progesterona circulante sea de origen adrenal. 

La mayor incidencia de signos de atresia en los foliculos con diametro superior a las 600 pm 

observados en los ovarios de ios animales denervados no puede ser explicada exclusivamente por 

modificaciones endécrinas. Existen evidencias de que: 

4- la noradrenalina acttia de manera sinérgica con la LH/nCG, estimulando la secrecién de 

andrégenos (59). Por io tanto, éstos deberian estar disminuidos en las cobayas denervadas con GTD. 

2- durante la etapa peripuberal de la rata, el numero de receptores B adrenérgicos es elevado y su 

estimulacién resulta en un aumento de la liberacién de testosterona (4). Aunque no se ha demostrado la 

existencia de este tipo de receptores en el ovario de la cobaya, si éstos existen, la disminucion en las 

concentraciones de NA provocaria una caida de las concentraciones de androgenos. 

3- la denervacion de! ovario de fa rata prefiada provoca una disminucion de ia actividad de la 55- 

3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (23) y por lo tanto la capacidad de sintesis de andr6égenos 

estaria dismuida. 

4- segtin Greenwald y Roy (81) las concentraciones esteroideas de los foliculos atrésicos 

muestran una caida en la secrecion de estrogenos como consecuencia de la disminucién en la 

produccién de andrdégenos tecales. 

Por lo tanto podemos suponer que el aumento en el numero de foliculos atresicos encontrades en 

los ovarios de las cobayas denervadas con GTD podria deberse, ademas de [a disminucion en las 

concentraciones de andrégenos, a modificaciones de la vascularizacion tecal (81). 

Las caracteristicas mas importantes de Ia atresia son la aparicion de la A5-38 hidroxiesteroide 

deshidrogenasa en las células de ta granulosa , la disminucion en las concentraciones de estradiol y 

progesterona y el aumento en las concentraciones de androstenediona, dihidrotestosterona y testosterona 

(81). 
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Las diferencias en la cantidad de foliculos y en el didmetro promedio medido en los ovarios 

derecho e izquierdo de los animales enteros, testigos y tratados con guanetidina, asi como la respuesta 

diferente a la denervacién periférica que presentan los foliculos sanos y atrésicos puede estar relacionada 

y reflejar, diferencias en la informacién neural que llega a cada uno de los ovarios (38). 

Nuestros resultados permiten suponer que la inervacién simpatica del ovario participa en la 

regulacion del crecimiento, maduracion y atresia folicular. Como estos mecanismos regulatorios presentan 

asimetria entre el ovario derecho y el izquierdo, es posible que Ja informacion neural se origine en una 

porcion lateralizada del sistema nervioso central de la cobaya, como ha sido demostrado en la rata (13, 

37, 51, 126). 

Mills y Reed (121) consideran la existencia de una “etapa critica’ inmediatamente anterior al primer 

estro, durante el cual el ovario de la cobaya preptber es capaz de ovular en respuesta a las 

gonadotropinas exogenas. En esta etapa la ovulacion puede ser inducida por la administracion de 

gonadotropinas, en tanto que animales mas jovenes tratados con cuatro inyecciones diarias de FSH ovina 

no muestran signos de secrecion estrogénica y por lo tanto, 24 horas después de fa Ultima inyeccion no se 

producen (a apertura vaginal ni la ovulacién. Este concepto no es apoyado por los resultados de Curry 

cols (39) ni por los del presente trabajo, ya que la administraci6n de PMSG seguida 56 horas después por 

hCG a cobayas prepuberes de diez o quince dias de edad, resulté en una pubertad adelantada (medida 

por la presencia de cuerpos Iliteos en los ovarios) (153). 

La administracion de PMSG y de hCG a cobayas de diez dias de vida, denervadas con 

guanetidina o no desde el nacimiento, produjo adelanto de la apertura vaginal respecto al grupo no 

tratado. El mayor adelanto se observé en el grupo denervado y tratado con gonadotropinas. Este dato nos 

permite suponer que la secrecién de estrégenos se adelanto ya que el numero de unidades foliculares 

secretoras fue mayor (152). 

Como la edad de apertura vaginal y la ovulacién fueron mas tempranos en los animales 

denervados y tratados con gonadotropinas, y el peso de los ovarios fue mayor que en los testigos y en los 

tratados solamente con gonadotropinas, sugerimos que la sensibilidad del foliculo a las gonadotropinas 

est4 modulada en forma inhibitoria por {a inervacién noradrenérgica del ovario. Esta interpretacion es 

apoyada por los resultados de Curry y cols (39) quienes encontraron que la denervacion unilateral de 

ovario de cobayas de 20 dias de edad, provocada por la inyeccion local de 6-hidroxidopamina, aumentaba 

el numero de foliculos de tamafio mediano y grande. El hecho de que el numero de foliculos atrésicos sea 

mayor en las cobayas denervadas y que {a incidencia de atresia sea mas alta en los ovarios de los 
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animales denervados y tratados con PMSG-hCG, apoya la idea de que la inervacion noradrenérgica 

ovarica tiene un papel modulador de tipo inhibitorio. 

El peso menor del titero observado en los animales denervados, tratados o no con 

gonadotropinas, permite sugerir que la inervacion noradrenérgica juega un papel modulador de tipo 

estimulante en la respuesta del Utero a los estrogenos. En la cobaya intacta, la inervacion noradrenérgica 

no parece regular la secrecién de estrogenos en forma estimulante, ya que en el grupo denervado y 

tratado con gonadotropinas el peso uterino fué mayor que en los denervados sin tratamiento con 

gonadotropinas. Como ya se sefial6é, la sobre-estimulacién de los receptores adrenérgicos del ovario 

resulta en un aumento de la secrecién de progesterona y andrégenos (59). 

D’Albora y Barcia (42) en la médula de! ovario de la rata y Les Dees y cols (112) en la mona 

mostraron la presencia de neuronas. Estas neuronas podrian ser la base morfolégica de la via hipotética 

neural capaz de transmitir informacion desde el ovario al SNC, como ha sido postulado previamente (49). 

Existen algunas evidencias de que el ovario derecho y el izquierdo se comportan de manera 

diferente. Por ejemplo se han descrito diferencias en la capacidad ovulatoria entre ambos ovarios en: la 

mujer (146), la cerda (93), la mona(124) y la temera (Pierson RA y Ginther OJ, 1987, citados por ref. 81). 

En la rata estas diferencias estan relacionadas con el numero de ovocitos liberados por el ovario derecho 

0 el izquierdo, con la hipertrofia compensadora que sigue a la hemicastracién y su dependencia de la 

inervacién ovarica (12) aunque la concentracién de noradrenalina es similar en ambos ovarios (32). 

Las diferencias en la cantidad de foliculos y en el diametro promedio medido en los ovarios 

derecho e izquierdo de los animales enteros, testigos y tratados con guanetidina, asi como la distinta 

respuesta a la denervacién periférica que presentan los foliculos sanos y atrésicos puede estar 

relacionada y reflejar, diferencias en la informaci6n neural que llega a cada uno de los ovarios. Esta 

posibilidad estaria apoyada también por ef hecho de que la hemicastracién realizada en el animal 

prepuber, resulta en una hipertrofia compensadora del ovario mayor para el izquierdo que para el 

derecho. 

La presencia de cuerpos Ititeos en el ovario remanente de estos animales, sacrificados en la fase 

folicular podria estar relacionada ademas, con la existencia de una comunicaci6n intergonadal que 

explique las diferencias en el porcentaje de hipertrofia compensadora entre ambos ovarios. La posibilidad 

de una comunicacién intergonadal, de tipo neural o quimica ya ha sido planteada en la rata por otros 

autores (123, 126). 
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El adelanto de la edad de la primera apertura vaginal y la ovulacién en los animales con autoinjerto 

del ovario extirpado indica un aumento en la secrecién de estrégenos. Esto esta apoyado por la presencia 

de foliculos antrales en ia mayoria de fos autoinjertos y el aumento en las concentraciones plasmaticas de 

estradiol, La denervacién simpatica de estos animales modifica el aspecto del autoinjerto dependiendo del 

ovario extirpado y autoinjertado. En el caso del ovario izquierdo la presencia de foliculos antrales 

juteinizados y de un cuerpo Iuiteo, parece apoyar la hipdtesis de que en el animal entero, es el ovario 

izquierdo el que comanda las funciones de ambas gonadas. Esta posibilidad podria deberse a diferencias 

en el ntimero de fibras nerviosas aferentes, eferentes o a la presencia de aigun factor de tipo no nervioso 

capaz de difundir por via sanguinea entre ambos ovarios. 

81



CONCLUSIONES 

¢ La inervacién simpatica del ovario de la cobaya preptiber modula de manera inhibitoria el 

desarrollo folicular y la esteroidogénesis. 

¢ CLainervacion simpatica del ovario modula la sensibilidad del foliculo a las gonadotropinas. 

¢ La primera ovulacién en la cobaya, como en la oveja, se produce durante el primer diestro. 

+ No existe una “etapa critica” como la descrita por otros autores o ésta no es tan absoluta. 

¢ Encondiciones normales el ovario derecho y el izquierdo son diferentes y responden de manera 

distinta a la denervaci6n tanto farmacoldgica como quirurgica. 

¢ Se sugiere una hipotesis sobre los mecanismos que participan en el control de la pubertad en la 

cobaya. (Figuras 7 y 8) 
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Figura 7. Durante la etapa prepuberal de la cobaya el oscilador neuronal GnRHeérgico estaria sometido a los 

efectos inhibidores de origen central mediados por neurotransmisores de tipo opiaceo y GABAérgicos y 

probablemente al de los esteroides ovaricos. Los-circuitos neuronales estimulantes de la secrecién del GnRH 

estarian deprimidos por la Noradrenalina (NA), el Neuropéptido Y (NPY) y Aminoacidos de tipo excitatorio 

(AAEx). Como consecuencia, fa amplitud y la frecuencia de los “pulsos” de GnRH serian insuficientes para 

mantener los “picos” de la LH. Ademas fa inervacién simpatica del ovario estableceria un mecanismo de control 

de tipo inhibitorio sobre e! desarrollo folicular, por to cual las cantidades de esteroides ovaricos, sobre todo del 

E2, serian demasiado bajas para estimular a los circuitos neuronales que tienen efectos estimulantes sobre fa 

actividad de! oscilador neuronal. 
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Figura 8. En la etapa peripuberal, los mecanismos inhibitorios centrales perderfan efectividad, en tanto que los 

circuitos estimulantes, activados por !a Noradrenalina (N), Adrenalina (A), Neuropéptido Y (NPY) y Serotonina 

(Ser) aumentarian su actividad. Como consecuencia de este cambio, el oscilador neuronal GnRHérgico 

presentaria un incremento en su frecuencia, su amplitud 0 en ambas, estimulando a los gonadotropos 

hipofisarios a secretar mayor concentraciones de FSH y de LH. Los efectos combinados de las dos 

gonadotropinas, sobre todo de los “pulsos” de LH, acelerarian el desarrollo de los foliculos ovaricos. Este 

proceso asociado a la disminucién del control de tipo inhibitorio que ejercian las catecolaminas sobre el 

proceso de crecimiento y maduracién folicular provocarian el incremento en la secreci6n de E2. El aumento 

en las concentraciones plasmaticas de E2 actuaria sobre los circuitos neuronales estimulantes del oscilador 

neuronal y sobre la hipdofisis, sensibitizando a los gonadotropos a fos efectos del GnRH. 
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PERSPECTIVAS 

Considerando que los animales con denervacién simpatica desde e! nacimiento o en el dia diez d 

vida, tienen un aumento en ef numero de foliculos antrales y que las cobayas que fueron denervadas a 

partir del dia veinte tuvieron un menor numero de crias que las testigo, es importante analizar el desarrol 

folicular y el nmero de ovulaciones en animales con estos tratamientos en el segundo y tercer ciclo 

estral. 

Como los animales adultos jovenes que fueron denervados con guanetidina, presentaron un 

alargamiento del ciclo estral (en la fase de diestro), nos interesa analizar los efectos de la denervacion 

con este farmaco, administrado en el periodo prepuberail (dias diez y veinte de edad) sobre el tercer y 

cuarto ciclos estrales. 

Dado que no existen referencias en Ia literatura sobre la presencia de receptores a FSH, LH y 

adrenérgicos en el ovario de la cobaya prepuber, éste es otro aspecto a desarrollar en el futuro. 

En el ovario de rata se ha demostrado la existencia de péptidos opioides (endorfinas). Como no 

existe informacién respecto a la cobaya, nos interesa buscar este tipo de péptidos en el ovario del anime 

prepuber, y correlacionar este dato con las concentraciones de noradrenalina.
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Abstract 

The effects of peripheral sympathetic denervation induced 

by guanethidine admunistration to newborn and 10-day~ 

old female guinea pigs on puberty, ovulation and the 

follicular population were analysed. Peripheral sympa~ 
thetic denervation beginmng at birth resulted in the loss of 

ovarian norepinephrine content (0-95. + 0-1 ng/mg wet 

tissue in untreated control animals vs non detectable in 

treated animals). Guanethidine administration to newborn 

or 10-day-old guinea pigs advanced puberty (age of 

vaginal opening: 27 + 1-2 days (newborn), 26 + 1-7 (10- 

day-old) vs 37 0-7 (control), P<0-001) and ovulation. 

The number of corpora lutea in control and denervated 

animals was similar (3-5 + 0-2 vs 3:3 + 0-3). The relative 

weight (mg/100g body weight) of the ovaries and 
adrenals in the denervated animals autopsied during the 
late follicular phase (24-48 hb after vaginal opening) in- 

creased (ovaries: 27-841-3, 28-943-0 vs 20-940°8, 

P<0-05; adrenals 36-44 1-4, 370408 vs 31-641:5, 

P<0-05), while the uterine weight diminished (179 + 13, 
149 + 28 vs 292 +20}. When the animals were killed 

during the late luteal phase (9-11 days after vaginal 
closure), the relative weight of the ovaries of newborn 
guanethidine-treated animals was higher than that of the 
control amunals (21-4 + 1-7 vs 16-8 + 1-4, P<0-05). The 

mean number of follicles counted in the ovaries of dener- 

vated animals was significantly higher than in control 

ammals (1736 + 230 vs 969 + 147, P<0 05). The mean 

diameter of the follicles in the untouched control ovary in 
animals killed in the late follicular phase was significantly 

larger than from animals killed in the late lutcal phase 

(263 + 3-9 ym vs 248+3-0 pm, P<0-01). The mean 
diameter of the follicles measured in the ovaries of 
denervated animals was significantly higher than in 

controls (animals treated from birth 274+ 2:0 um _ vs 

255+2-4, P<0-05; animals treated from day 10, 

286 42:3 wm vs 257 +23, P<0-05). When the mean 

diameter of the follicles in the left and mght ovary of the 
untouched control was analysed, the follicular diameter in 
the left ovary was significantly larger than in the right 
ovary (309 + 6-0 pm vs 214 + 3-9, P<0-01); the response 

of the left and right ovaries to sympathetic denervation was 
the opposite. The results obtained in the present study 
suggest that ovarian innervation plays a role in the regu- 

lation of follicular growth, maturation and atresia which is 
not related to changes in steroid secretion by the ovary, but 

to other regulatory mechanisms. 
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Introduction 

The participation of peripheral ovarian innervation in the 
regulation of ovarian functions in the adult and prepubertal 
animal is a controversial issue. According to Lara et al. 
(4990) and Flores ef al. (1990), sympathetic chemical 
denervation induced by guanethidine administration to 
7-day-old or newborn rats, results in a delay of puberty. 
Pharmacological administration of guanethidine in adults 
has demonstrated that it is a specific noradrenergic blocker 
which does not cross the haematoencephalic barrier (Oates 
1995). Its administration to rats results in the destruction 
only of postganglionic sympathetic neurones (Johnson & 

Manning 1984). The effects of guanethidine in rats has 
been explained by its actions as a false neurotransmitter 
(Boullin et af 1966) and/or by neuronal destruction which 
involves a drug-induced, apparently cell-mediated, auto- 
immune attack on the sympathetic neurone (Manning 
et al. 1983). According to Johnson and Manning (1984), the 
immune response elicited by guanethidine administration 
resulting in the destruction of sympathetic neurones, is true 
only in rats Based on the number of sympathetic neurones 
surviving after chronic guanethidine treatment, the 
sensitivity of the rat varies with the strain used. 

According to Donovan (1990) ‘the hormones physio- 
logically active in controlling the onset of puberty im the 

Journal of Endoctnology (1998) 156, 91-98 © 1998 journal of Endocenology ttd Printed in Great Brain 
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guinea pig still await identification’. It has been postulated 
that a mayor neuroendocrine change occuts n the female 
guinea pig between 10-15 days of age (Nass ef al. 1984a). 

Chen, ovarian steroids can stimulate luteruzing hormone 
(LH) release tn the immature female guinea pig, but not 

unl an age 1s reached near the normal time of the first 
ovulation (Nass et af 19846). The presence of antral 
follicles has been descnbed in the ovaries of newborn 
guinea pigs (Peddie 1976). On days 7 to 28 of life, the 

number of antral follicles mereases, in spite of follicle- 

sdmulating hormone (FSH) and LH serum concentrations 

dechning since birth and increasing only just before 
puberty at about 45 days of age (Donovan et al. 1975a,b). 

We have shown previously that gonadotrophin or 
cestradiol administration to newborn female guimea pigs 
resulted in precocious puberty (D’Albora et al. 1974, 

Medero & Dominguez 1977). 
By analysing the effects of sympathetic denervation 

induced by guanethidine administration to ___ rats 
(Dominguez & Zipitria 1980, Flores et al. 1990) and mice 
(Rosas et al. 1989), we have proposed that ovanan nor- 
adrenergic innervation plays a stimulatory role on the 
control of ovulation in adult rats, while during the 
prepubertal period its role is inhibitory (Flores et al. 1990). 

Because guinea pig ovaries have a dense noradrenergic 
innervation, and because it has been suggested that nerves 
may exert a trophic influence on follicular development 
(Burden 1972), the goal of this study was to analyse the 
partrcrpation of sympathetic ovarian innervation im the 
prepubertal female guinea pig on the regulation of 
puberty. This was achieved by studying the effects of 
guanethidine treatment in newborn and _ prepubertal 
female guinea pigs on spontaneous ovulation and hormonal 
secretion. According to Johnson and Manning (1984), 
‘destruction of the sympathetic nervous system produced 
by chronic treatment with high doses of guanethidine has 
been observed only in the rat’. Treatment of adult guinea 
pigs (30 mg/kg/day guanethidine, intraperitoneally) for 
six weeks does not result in the destruction of sympathetic 
neurones (O’Donnell & Saar 1974). 

Materials and Methods 

Fifty-seven female guinea-pigs were used. They were 
from the Hartley strain and were maintained im an 
artificially controlled lighted room (lights on from 0600 to 
1900 h), with laboratory chow, alfalfa and water available 

ad libitum. 
The animals were weaned at 10 days of age, and were 

observed for vaginal opening daily thereafter. Puberty 1s 
defined as the age of first vaginal opening (Carlevaro et al. 
1969), In the adult female guinea pig, the oestrous cycle 
lasts 16-20 days, for 13-15 days of which the vagina is 
dosed with a membrane (vaginal closure period), This 
membrane 1s lost for a period of 3-6 days (vaginal opening 

Jonrod ot Cadacenology (1998) 156, 91-98 

period) The vaginal closure period corresponds to di- 

oestrus and is characterised by high plasma levels of 

progesterone and FSH, and low plasma levels of oestradiol 
and LH, compared with the pro-oestrous-oestrous period 

(Croix & Franchimont 1975) The pro-oestrous—oestrous 

(pre- and postovulatory) period starts with the rupture of 

the vaginal membrane (vaginal opening) which lasts 3 to 6 

days. During this period, an abrupt increase in FSH and 

oestradiol, followed by a peak in LH plasma levels has been 

described (Croix & Franchimont 1975). In our strain, the 

ability of the female to mate (behavioural oestrus), begins 

during the second day after vaginal opening. Based on 

these events, the time of autopsy was defined as the late 

follicular phase (24-48 h after vaginal opening) or as the 

late luteal phase (9-11 days after vaginal closure) (Bufo 

et al. 1975). 
Animals were allocated randomly to one of the follow- 

ing groups: (1) twenty-two females were used as an 
untouched control group. Sixteen were killed in the late 

follicular phase and six in the late luteal phase. (2) 

Twenty-six animals were injected subcutaneously (s.c.) 
with guanethidine sulphate (Sigma Chemical Company, 

St Louts, MO, USA) in saline (20 mg/kg, twice a week) 
beginning on the day of birth. Such a dose is similar to 

those used in humans for blood hypertension treatment 
(Oates 1995). Twelve animals were killed in the late 

follicular phase and fourteen in the late luteal phase. To 
analyse whether such a dose of guanethidine depletes 
noradrenaline completely from the ovaries, as has been 
shown for rats, three newborn guinea pigs were injected 
with guanethidine (20 mg/kg) twice a week, three doses 

distributed over 9 days, and four animals of the same age 

without treatment were used as controls. The animals 
were killed 24h after the last injection of guanethidine. 
The ovaries were dissected, weighed and norepinephrine 

content was measured by high performance liquid 

chromatography (HPLC), following the procedure pre-~ 
viously described (Chavez ef al. 1994). The destruction 

produced by guanethidine in neonates is more rapid and 

more complete than in adult animals (Johnson & Manning 
1984). (3) Twenty-three animals were injected (s.c.) with 
guanethidine (20 mg/kg, twice a week) beginmng on day 

10 of life. Seventeen were killed in the late follicular phase 

and six in the late luteal phase. 

Autopsy procedure 

The animals were killed by bleeding under ether anaes- 
thesia. The blood was allowed to clot and centrifuged at 
3000 r.p.m.. The serum was stored at — 20°C until 
oestradiol and progesterone were measured in duplicate by 
specific radioimmunoassays following the methodology of 
Orezyk et al. (1974), using reagents and protocols provided 
by the Matched Reagent Programme of the Special 
Programme of Research, Development and Traming m 
Human Reproduction of the World Health Organization
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Table 1 Body weight and relative weight (mg/100 g body weight) of the ovaries, uterus 

and adrenals in female guinea pig, controls and animals treated with guanethidine (GTD} 

(20 mg/kg) at birth or on day 10 of life and killed in the late follicular or the late luteal 

phase Values are means + SEM. 

  

Body weight Ovaries Uterus Adrenals 

{g) {mg/100 g) {mg/100 g) (mg/100 g) 

Group 

Late follicular phase 
Control 327460 20-9 +08 292 + 20 31-6 41-5 

GTD birth 261 £8-5* 27-8 + 1:3* 179 4 13* 36-4 + 1-4* 

GTD 10 248 + 16* 28-9 + 3-0* 149 + 28° 37-0 £0:8* 

Late luteal phase 
Control 4484125 168+ 1-4 242 + 33 354422 

GTD birth 405 + 13-8 24-44 1-7* 199 + 24 403420 

GTD 10 421461 20641-7 195414 39-54 1:8 

  

*P<0-05 compared with contral. 

(Geneva, Switzerland). The endocrine organs (ovaries, 

uterus and adrenals) were dissected and weighed on a 

precision balance. The ovaries were fixed in Bouin’s fluid, 

embedded in paraffin wax, serially sectioned at 10 pm and 

stained with haematoxylin and eosin. The presence of 

fresh corpora lutea was accepted as evidence of previous 

ovulation. 

Morphometric analysis of the follicular distribution 

All the follicles present in each 100 pm section were 

measured with the aid of an ocular micrometer, following 

Weibel’s (1979) methodology. In brief, all follicles 

contained in the test area were measured, taking care that 

the follicles with a diameter larger than 450 pm were 

measured only once. The follicles were classified as healthy 

or atretic based on the following characteristics: a follicle 

was considered atretic when either the oocytes showed 

obvious signs of degeneration or granulosa cells were 

present im the follicular antrum (Cruz & Dominguez 

1992). 
Data on the weight of endocrine organs, expressed as 

mg/100 g body weight, norepinephrine, oestradiol and 

progesterone concentrations, and the mean follicular di- 

ameter were analysed using variance analysis (ANOVA) 

followed by Tukey’s test or by Student’s t-test. Ovulation 

rate, expressed as the number of animals with corpora lutea 

in the ovaries/number of treated animals, was analysed by 

Fisher’s exact probability test. The results of the follicular 

distribution were analysed using a Chi square test. A 

probability less than 5% was considered as significant. 

Results 

The body weights of control animals killed in the late 

luteal phase were significantly higher than those killed in 

the late follicular phase. The relative weight (mg/100 g 

body weight) of the ovaries was higher in control animals 

killed in the late follicular phase than those killed in the 

late luteal phase (Table 1). 

The ovarian norepmephrine concentration of intact 

control animals was 0-95 -£ 0-1 ng/mg wet tissue, while in 

guanethidine-treated animals it was below the detection 

limit of the method (50 pg). 

The age of vaginal opening in animals denervated at 

birth or on day 10 of life was significantly advanced 

(treated at birth, 27 + 1-2 days; treated on day 10, 26 + 1-7 

vs control, 37+0-7; P<0-001, ANOVA followed by 

Tukey’s test). In guanethidine (GTD)-treated animals 

killed in the late follicular phase, the weight of the ovaries 

and adrenals was higher than in the controls, while the 

weight of the uterus was significantly lower. When the 

animals were killed in the late luteal phase, the weight 

of the ovaries was significantly higher in the newborn 

denervated female than in the female controls. No differ- 

ences in the weights of the uterus and adrenals were 

observed (Table 1). 
The histological analysis of the ovaries of all arumals, 

control and guanethidine-treated, killed in the late luteal 

phase showed the presence of corpora lutea, but none were 

present in the ovaries of the animals killed in the late 

follicular phase. The number of corpora lutea present in 

the ovaries in control and denervated animals was similar 

(control, 3°-30:3 vs guanethidine-treated, 3-5 + 0-2, 

Mann-Whitney U test). 

The serum oestrogen concentrations in newborn or 

10-day-old guanethidine-denervated animals killed in the 

late follicular phase were similar to the levels measured in 

control animals (78-4 + 6°7 (newborn); 82:33 £7°8 (10- 

day-old) vs 94-39 + 5-0 (control) pg/ml), while the serum. 

progesterone concentrations were significantly higher 

(197404; 1:4740-2 vs 033402 ng/ml; P<0-01, 

Student’s é-test). When the animals were killed in the late 

Journal of Endocrinology (1998) 156, 91-98
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Figure 4 Follicular diameter (tm) of the left and right ovaries of 
control, newborn (GTD NB) and 10-day-old (GTD 10 days) guinea 
pigs killed in the late follicular phase (LFPh; upper panel) or the 
late lutea! phase (LLPh; lower panel). Values are means + Sém 
*P<0.01 compared with proper control; {P<0-01 compared with 
left control ovary (ANOVA followed by Tukey’s test). 

follicular phase, was significantly smaller than in controls. 
When the animals were killed in the late luteal phase, the 

mean diameter of the healthy follicles of the ovaries of 
denervated animals was significantly larger than in control 
animals (Fig. 3, upper panel). Differences in the mean 
follicular diameter of the atretic follicles of denervated and 
control guinea pigs killed in the late follicular phase were 
not observed. When the animals were killed during the 
late luteal phase, the mean diameter of the atretic follicles 

in the ovaries of denervated animals was significantly larger 
than in control animals (Fig. 3, lower panel). 

When the mean diameter of the follicles in the left 
and right ovaries of the control animals was analysed, the 
folhcular diameter in the left ovary was significantly 
greater than in the right ovary. The response of the left and 
right ovaries to noradrenergic denervation was the oppo- 
site. mm the left ovary, the follicular diameter was smaller 

than controls, whereas in the right ovary the diameter of 

the denervated ovary was always greater than in controls 
(Fig. 4). 

80 

70 

60 

50 
1 Control 

40 Bi GTD treated 

30 

% 
of
 
At

re
ti

c 
Fo
ll
ic
le
s 

20 

10 

0 

  

LFPh LLPh 

Figure 5 Percentage of atretic follicles measured in the ovaries of 

control and guanethidine (GTD)-treated guinea pigs kitled during 
the late follicular phase (LFPh) or the late luteal phase (LLPh) 
*P<0.05 compared with control group (ANOVA followed by 

Tukey’s test) 

The percentage of atretic follicles measured in the 

ovaries of control and guanethidine-treated guinea pigs 
killed during the late follicular phase was higher than for 
those killed in the late luteal phase (Fig. 5). Significant 
differences in the incidence of atresia between control and 
denervated animals were not observed; however, the 

number of atretic follicles was always higher in denervated 

compared with control guinea pigs. 

Discussion 

In addition to the general effects resulting from the 
sympathetic-peripheral denervation induced by guanethi- 
dine administration, the present results agree with the 

notion that in prepubertal females, ovarian-sympathetic 
(noradrenergic?) innervation plays an inhibitory, modula- 
tory role in the reactivity of the ovaries to endogenous 
gonadotrophins (Flores et al. 1990). The possibility that 
peripheral denervation induced by guanethidine results n 
an alteration of blood pressure seems unlikely since such 
treatment in humans produces orthostatic hypotension, 
which 1s readily compensated (Oates 1995). 

Both Flores et al. (1990), who adnunistered 20 mg/kg 
guanethidine sulphate to newborn rats and Lara et al. 
(1990) who used 50 mg/kg guanethidine monosulphate, 
observed a delay in puberty. The differences observed in 
the results in guanethidine-treated rats (Flores et al. 1990, 
Lara et al. 1990) and guinea pigs (present results) appear 
to reflect the differences in the amount of noradrenergic 
innervation in the two species (Burden 1972). There 1s 
evidence that chronic guanethidine treatinent of adult 
guinea pig, adult and newborn cats, adult mice, adult 
toads, rabbits, hamsters, gerbils and chickens does not 

result in neuronal death (Johnson & Manning 1984). 
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ovulation as measured by the presence of fresh corpora 

jutea in the ovaries. 

The increase in the adrenal weight of guanethidine- 

treated animals suggests that noradrenergic peripheral 

imnervation plays a role in the regulation of the response of 

this tissue to other endocrine organs besides the ovaries. 

There is some evidence that the right and left ovary 

respond differently. Differences in the ovulatory ability 

between the nght and left ovary have been described in 

the human (Potashmk et al, 1987), pig (Hunter et al. 1985) 

and monkey (Morse & Van Wagenen 1936). In the rat, 

such differences are related to the number of ova shed by 

the right and left ovary, the compensatory ovarian hyper- 

trophy following hemiovariectomy, and its dependence on 

ovarian innervation (Ayala & Dominguez 1988), in spite of 

the fact that the concentration of noradrenaline in the right 

and left ovaries is similar (Chavez et al. 1994) The 

differences im the number of follicles and mean diameter 

measured in the right and left ovary and the opposite 

response to peripheral denervation by healthy and atretrc 

follicles could be related and would reflect differences in 

the neural information reaching each ovary. 

The results obtained in this study suggest that ovarian 

innervation plays a role in the regulation of follicular 

growth, maturation and atresta which is not related to 

changes in steroid secretion by the ovary but to other 

regulatory mechanisms, for example, follicular vasculariz— 

ation (Greenwald 1993). Because such regulatory mech- 

anisms present some asymmetry between the left and right 

ovary, it is possible that the neural information arises from 

a lateralised portion of the central nervous system, as has 

been shown previously in the rat (Cruz ef al. 1990, 

Dominguez~Gonzilez & Chavez 1993, Ayala et al. 1994). 
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Introduction: According to Mills and Reed [1] advanced 

puberty in the female guinea pig can be obtained by exogen- 

ous gonadotrophin stimulation only when the injection is 

given around a ‘crucial period’ very close to the spontaneous 

puberty. 

We have previously shown, however, that new-bom 
guniea-pigs treated with human chorionic gonadotrophin 
(hCG) or testosterone enanthale advanced the age of vaginal 

opening, and corpora lutea were present into the ovaries [2]. 
Hemiovariectomy in the adult guinea-pig is followed by 

compensatory hypertrophy of the remaining ovary, while 

the same treatment performed on prepubertal animals did 
not result in the compensatory growth of the in situ ovary [3]. 

There is evidence that some of the mechanisms regulating 

ovarian function in prepubertal and adult rats are different 
[4]. We thus conducted the present study to investigate 

whether follicle stimulating hormone (FSH) and human chor- 

ionic gonadotrophin (hCG) given to prepubertal hemigona- 

dectomised or castrated guinea-pigs with autografted ovaries 

(surgically denervated) was able to modify the time at which 
was reached. 

Materials and methods: Female newborn guinea-pigs from 

our institute's own mixed stock were housed in a fight 
controlled room (05:00 to 19:00 h lights on) and laboratory 
chow, alfalfa and water were given ad libitum. Vaginal 

opening was recorded daily in all animals from day 20. All 
the animals were autopsied between 9 and 11 days after the 

first vaginal opening [2}. The animals were allotted randomly 
to the following groups: 

Group |: Twelve intact guinea-pigs were followed from 

birth to the first vagina! opening. 

Group 2: Nine guinea-pigs were injected subcutaneously 

on day 15 of life with ovine FSH (Bayer, México City) (20 

iu} 48 h after with FSH (20 iu) and 48 h later with hCG 

{Bayer) (10 iu). 

Group 3: Twenty-seven 15 day old animals were hemi- 

spayed (left ovary) under ether (Baker, México City) anaes- 

thesia; in 21 guinea-pigs that extirpated ovary was implanted 

under the skin of the back; nine of them were injected with 
FSH and hCG as in Group 2. 

Group 4: Eighteen animals were ether anaesthetised, 

spayed and both ovaries implanted under the skin of the 
back. Eight of them were injected with FSH and hCG as in 
Group 2. 

The animals were killed by bleeding under ether anaesthe- 

sia. The in situ ovaries and uterus were dissected out and 
weighed. The grafted ovaries were fixed in Bouin's fluid, 
embedded in paraffin wax, serially sectioned at 10 fim and 

stained with haematoxylin and eosin. The presence of fresh 

corpora lutea in the ovaries was accepted as evidence of a 
previous ovulation. 

Compensatory ovarian hypertrophy (COH) was calculated 
using the following procedure: COH = {weight of the in site 
ovary — mean of the weight of contro!’s left ovary/mean of 
the weight of control's left ovary] < 100. 

Data on weight of the ovaries and uterus were analysed by 
analysis of variance followed by Tukey's test. Compensatory 
ovarian hypertrophy was analysed by Kruskal-Wallis test. A 

probability less that 5% was accepted as significant. 

Results and discussion: Vaginal opening was advanced by 
FSH-hCG administration (41 + 1.8 days vs 55 + 1.7, p < 

0.01). No differences in the age of vaginal opening between 
hemispayed-autografted and castrated-autografted animals 

were observed. The sequential administration of FSH-hCG 
did not modify it. 

There were no significant differences in the weight of 
ovaries and uterus between FSH-hCG or control animais 
(ovaries 13.8 + 1.6 vs 15.2 + 0.8; uterus 230 + 28 vs 261 

+ 18). The increase in the weight of the ovaries in hemi- 

spayed guinea-pigs with and without ovarian-autograft was 
similar. Differences in the weight of the uterus of castrated- 

autografted and hemispayed animals were not observed 
(Table i). 

Because there were no differences in the weight of the 
ovary and COH of hemispayed animals with and without 
ovarian-autograft, the sequential administration of FSH- 
hCG was done only in those animals with an ovarian auto- 
graft. The weight of the remaining ovary and uterus in 
hemispayed-autografted animals were not modified by the 
administration of gonadotrophins (ovaries 13.7 + 1.6 vs 
11.0 + 0.7; uterus 268 + 28 vs 204 + 30.6). The COH in 
gonadotrophin-treated animals was not significantly higher 

than in the non-treated ones (87.5 = 22 vs 49.8 + 8.7). 

There were no signs of ovulation, fresh or old corpora 
lutea, in the autografted ovaries in both gonadotrophin trea- 
ted and non-treated animals. The in situ ovary had fresh 

corpora lutea and follicles of different sizes. In the billa- 

teraly ovariectomised animals, the autografted ovaries 

Table !; Ovarian and uterine weight (mg/100 g), and compensatory 
ovarian hypertrophy (COH) of hemyspayed, hemyspayed and 
autografted, spayed and autografted prepuberal guinea pigs 

{means + SEM). 
  

  

Group n Right ovary COH Uterus 

Control 12079405 - 261 + 18 
Hemyspayed 6 1104074 498487 197488 
Hemyspayed +A 12 123 +0.8* 686+ 10.3 270 + 28 
Spayed + A 10 - - 204 + 30.6 
  

As compared with control group, *p < 0.001. 
{ANOVA followed by Tukey's test). 
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Abstract: There 1s evidence that the sympathetic innervation 
of the ovary plays a role in regulating ovulation. We 
analysed the possibility that the ovarian sympathetic inner- 
vation modulates the effects of gonadotrophins on ovulatory 
ability in the prepubertal guinea pig. Injection of guanethi- 
dine sulfate into newborn female guinea pigs resulted in the 
advancement of the age of vaginal opening, as compared 
with untouched control animals (27 +9 vs 3740.9 days, 
p<0.05). 24-48 h after the vaginal opening, neither 
untouched control nor guanethidine treated animals showed 
signs of ovulation (presence of fresh corpora lutea in the 
ovaries), The sequential injection of 101U of pregnant 
mare’s serum gonadotrophin (PMSG), followed 56 h later 
by 101U of human chorionic gonadotrophin (hCG) into 10 
day-old guinea pigs resulted in the advancement of the age 
of vaginal opening (2242.3 days vs 3740.9 days, 
p< 0.05). When PMSG-hCG was administered to guanethi- 
dine-treated animals, the age of vaginal opening was signif- 
icandy advanced as compared with PMSG-hCG-treated 
animals (17 + 0.8 vs 22 + 2.3 days, p < 0.05). Almost all ani- 
mals treated with PMSG-hCG, denervated or not, had fresh 
corpora in their ovaries. Differences in the number of fresh 
corpora lutea between denervated and non-denervated 
guinea pigs treated with PMSG-hCG were not observed. 
These results indicate that the sensitivity of the follicles to 
gonadotrophins is modulated in an inhibitory way by nora- 
drenergic innervation. 

Intreduction: In the rat, the first postnatal hormonal event 

of significance for the initiation of puberty is the elevation of 
serum follicle stimulating hormone (FSH) plasma levels 
during the second week of life. These elevated FSH levels 
play a role in the recruitment of follicles destined to ovulate 
at the time of puberty [1]. In the guinea pig, fetal plasma 
gonadotropins are highest in mid-gestation and decrease 
toward term [2,3]. This rise in fetal gonadotropins may be 
responsible for the presence of antral follicles in the female 

guinea pig ovary at birth. [4] 
Rowlands and Parkes [5] point out that in the immature 

guinea pig all gonadotropins tend to evoke a similar pattern 
of response: the production of follicles, oestrous changes in 
the uterus and luteinisation without ovulation. We have pre- 

viously shown that FSH-human chorionic gonadotrophin 
(hCG) administration to prepubertal guinea pigs advanced 
the vaginal opening and ovulation [6]. We also found that 
peripheral noradrenergic denervation induced by guanetht- 
dine administration to the new-born female guinea pig has 
the same effect. [7] 

Based on these results, it was of interest to determine 
whether noradrenergic peripheral denervation by guanethi- 
dine results in the increase of follicular responsiveness to 
gonadotropins. To test the hypothesis, we analysed the 
effects of pregnant mare’s serum gonadotrophin (PMSG)- 
hCG injected into prepubertal guinea pigs (denervated or not 
with guanethidine from birth) on the age of the first vaginal 

opening and ovulation. 

Materials and methods: 40 new-born female guinea pigs of 
the Hartley strain were obtained from the Bioterio Claude 
Bernard, BUAP, Puebla, Pue. They were housed in a light 
controlled room (0.600 to 19.00 h lights on) and laboratory 
chow, alfalfa and water were given ad libitum. 

The animals were weaned at 10 days of age and vaginal 
opening was recorded daily there after. All autopsies were 
performed between 24 and 48 h after the first vaginal open- 
ing. The animals were allotted randomly to the following 
groups: Group 1, 16 intact guinea pigs followed from birth 
to the first vaginal opening; Group 2, beginning on the day 
of birth, 12 animals were injected subcutaneously with 
guanethidine sulfate (Ciba-Geigy, México DF, México) in 
saline (20 mg kg™!, twice a week; Group 3, six 10-day old 
guinea pigs were injected subcutaneously with 10 TU of 
PMSG (Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo., USA) in 
saline and 56 h after, with 10 IU of hCG (Sigma); and Group 
4, six guinea pigs injected with guanethidine from birth (as 
in group 2), on day 10 of life, treated with PMSG-hCG, as 
group 3. 

The animals were killed by bleeding under ether (Baker, 
Xalostoc, Estado de México, México) anaesthesia. The 
ovaries and uteri were dissected and weighed on a precision 
balance. The ovaries were fixed in Bouin’s fluid, embedded 
in paraffin wax, serially sectioned at 10 pm and stained with 

haematoxylin and eosin. The presence of fresh corpora lutea 
was accepted as evidence of previous ovulation. 

Data on the weight of endocrine organs, expressed as 
mg/100 g and body weight, were expressed as means + SEM 
and examined by analysis of variance (ANOVA) followed by 
Tukey’s test. Age of vaginal opening was compared by the 
Kruskal-Wallis test followed by the Mann-Whitney test; 
p values < 0.05 were accepted as significant. 

Results and discussion: In comparison with the untreated 
control group, the age of vaginal opening was advanced in 
all of the experimental groups. The highest significance was 
in the group denervated from birth and treated with PMSG- 
hCG at age 10 days (Table t). 

The body weight was lower in all treated groups, reflect-



fable 1: Age of vaginal opening (days}, body weight (g) and relanve weight (mg/100 g of body weight) of the ovaries and uterus of 

female guinea pig, contiol, treated with guanetludine sulfate at birth, treated with PMSG-ACG or denervated with guanethidine from 

buth and treated with PMSG-hCG on day 10 of life, killed 24-48 h after fust vaginal opening (means = SEM). 

  

  

Group, No. of animals Age of vaginal opening Body weight Ovaries Uterus 

Control 16 37 £09 3274 5.8 20.9419 292 + 20 

GID NB 12 2741.9 261 48.5 28.7 + 1.3* 179 13% 

PMSG-HCG 6 22 42.3 265 £237 260 + 1.97 278 + 20 

GED NB + PMSG-hCG 6 1740.8 219497 39.4 + 4,6 236 + 19# 

  

=As compared with untouched control group, p < 0 05 (ANOVA) followed by Tukey's fest) 

#As compared with deneivated group, p < 005 (ANOVA followed by Tukey's test) 

As compared with gonadotropin-treated group, p < 0.05 (ANOVA followed by Tukey's test) 

ing the earlier age of the autopsy (Table 1). There were no 

significant differences in the body weight of untreated con- 

trol and denervated or gonadotropin-treated animals of the 

similar age (27-day old control 277 + 5.5; denervated ani- 

mals 261 + 8.5; gonadotropin-treated 265 + 23; 17-day old 

control 20445.1;  denervated-gonadotropin — treated 

219 + 9.7). 

The weights of the ovaries were higher in denervated ani- 

mals than in the untreated control group. When 

gonadotropins were injected into denervated animals, the 

increase in ovarian weight reached the highest value (Table 

1). The weight of the uterus was lower in denervated animals 

than in control ones. In gonadotropin-treated animals the 

weight was similar to control ones, while in denervated- 

gonadotrophin treated animals it was higher than in dener- 

vated ones, but did not reach the values in control and 

gonadotrophin-treated animals. 

Histological analysis of the ovaries revealed that both 

control guinea pigs and denervated animals killed 2448 h 

after vaginal opening failed to ovulate. Both gonadotrophin- 

treated and denervated-gonadotrophin-treated animals ovu- 

lated (5/6 and 5/6); differences in the mean of the number of 

corpora lutea were not observed (gonadotrophin-treated ani- 

mals 2+0.7 vs 2.4+£0.5 in denervated-gonadotrophin- 

treated animals). 

The corpora lutea in the ovaries of denervated, 

gonadotrophin-treated guinea pigs were normal. In the 

majority of the medium and large follicles, hypertrophy of 

the theca was commonly observed, as well as interstitial - 

theca cells in the medulla. In the four ovaries which did not 

show fresh corpora lutea (ovulation did not occur), almost 

all atretic follicles were luteinised. They could be differenti- 

ated from normal corpora lutea only by their smaller 

diameter, the egg retained in the follicle and granulosa cells 

in their periphery. In the connective tissue of the medulla, 

neuronal bodies were present. 
These results suggest that hCG-LH administration to ani- 

mals with follicular development enhanced by PMSG-injec- 

tion induces a real advancement of puberty, since the ovaries 

of control animals did not contain corpora lutea at autopsy. 

Such findings agree with those of Donovan er al. [3] and 

Nass et al. [8] who observed that the first spontaneous ovu- 

lation in the guinea pig is delayed seven to 10 days and is 

related to vaginal opening. 
Advancement of the age of vaginal opening in guanethi- 

dine-denervated guinea pigs agrees with previous results, 

and suggests that oestrogen secretion was advanced because 
the number of oestrogen secretory-follicular units was 

higher [7]. Because the ages of vaginal opening and ovula- 

tion were earlier in denervated animals stimulated with 

PMSG-hCG. and the weight of the ovaries was higher than 
in control and gonadotrophin-treated animals, we suggest 
that the sensitivity of the follicles to gonadotrophins ts 

modulated in an inhibitory way by noradrenergic innerva- 

tion. This interpretation is supported by the work of Curry e¢ 

al. [9] who found that ovarian unilateral denervation in 20- 

day old guinea pigs, induced by local injection of 6-hydroxy 

dopamine, results in an increase of the number of medium 

and large follicles. The fact that the number of atretic folli- 

cles is higher in guanethidine-treated animals |7], and that 

the incidence of atresia is higher in denervated- 

gonadotrophin treated animals, support the idea of an 

inhibitory~modulator role of noradrenergic ovarian innerva- 

tion on follicular functions. 

The low weight of the uterus in denervated animals, 

whether treated with gonadotrophins or not, suggesis that 

noradrenergic innervation plays a stimulatory-modulator role 

in the response of the uterus to oestrogen. In the intact guinea 

pig, the ovarian-noradrenergic innervation would not regulate 

oestrogen secretion in a stimulatory way, because the weight 

of the uterus in denervated-gonadotrophin treated animals was 

higher than in denervated ones. /n vitro studies indicate that 

overstimulation of the ovarian B-receptors results in increases 

in progesterone and androgen secretion [10]. 
The presence of neurones in the medulla of the ovary 

agrees with the results of D’Albora and Barcia [11] in the 
rat, and Les Dees et al. [12] in the monkey. It could be the 

morphological basis for the origin of the hypothetical neural 

pathway transmitting information from the ovary to the cen- 

tral nervous system, as previously postulated [13]. 
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always showed corpora lutea. No histological differences 

were observed between animals with and without gonadotro- 

phin administration. 

The present results do not agree with those of Mills and 

Reed [1], and suggest that in the prepubertal female guinca- 

pig it is possible to advance puberty, measured by the age of 

vaginal opening and ovulation, by hormonal stimulation or 

ovarian manipulation. The advance of puberty induced by the 

sequential administration of FSH and hCG probably reflects 

the increase of the initial secretion of oestrogens. According 

to Peddie [5], at day 15 of age the guinea pig displays a wave 

of follicular atresia. Since in the present study FSH was 

injected into 15 day-old animals, it is possible that the 

follicular atresia was blocked by the hormonal treatment 

(6]. The advanced puberty could be the result of an increase 

in oestrogen secretion which triggers puberty. This assump- 

tion is supported by the normal weight of the uterus. These 

results suggest that the critical period in the guinea-pig is not 

as absolule as was postulated [1]. 

The failure of ovulation in the ovaries autografted in 

hemyspayed animals agrees with similar observation in pre- 

pubertal and adult rats [7]. Such results have been interpreted 

by the lack of innervation in the autografted ovary and the 

normal innervation in the in situ ovary, explaining the failure 

of ovulation by the ovarian autograft and the hypertrophy of 

the in situ ovary [7]. In castrated animals, both autografted 

ovaries are only under endogenous gonadotrophin control. In 

both the guinea-pig and the rat, there is evidence of the: 

participation of ovarian adrenergic innervation in the control 

of follicular growth [8]. 
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Another possibilicy is that guanethidine administration 
results in an alteration of ovarian sensory nerve fibres. In 
long-term guanethidine-treated rats, an increase in the 

number of fibres expressing the neuropeptide calcitonin 
gene-related pepnde (CGRP) has been descnbed 
(Aberdeen ef al. 1990, Mione ef al. 1992). In the penph- 
ery, CGRP has been implicated mainly in sensory func- 
tions and, in particular, in pain transmission (Mione et al. 

1992) 
To our knowledge, there 1s no information on the kind 

of information conveyed by the ovarian sensory nerve 

fibres If such fibres exist in the guinea pig ovary, based on 
the increased mean number and diameter of antral follicles, 

we could postulate that such innervation sends information 
about the secretion of substances such as activin affecung 
FSH secretion by the pituitary. In addition, the ‘partial’ 
sympathetic denervation would result in hypersensitivity 
of the follicles to gonadotrophins. 

Age progression of vaginal opening reflects early oestro- 
gen secretion by the ovary. Such a view is supported by 
the similarity im the serum oestrogen levels observed in 
guanethidine-denervated animals and in controls, (dener- 
vated animals appeared 10 days more advanced than 
controls). It is generally accepted that the largest healthy 
follicles produce higher amounts of oestrogen (Greenwald 
& Roy 1994). Since the number of follicles with a 
diameter greater than 600 jm in the ovaries of denervated 
guinea pigs autopsied in the late follicular phase was higher 
than in control animals (16 vs 7), we suggest that the 
nuinber of units producing oestrogen was increased, which 
resulted in the advancement of vaginal opening. An 
increase in the sensitivity of the denervated vagina to 
oestrogen cannot, however, be discounted. 

The increased serum progesterone level in denervated 
animals compated with controls cannot be explained by 
differences in luteal function, because none of the animals, 

whether denervated or control, had corpora lutea in their 
ovaries. Studies is vitro using ovarian thecal interstitial cells 
showed that the addition of norepinephrine, epinephrine 
or isoproterenol to the medium enhanced androgen pro- 
duction in response to human chorionic gonadotrophin 
(hCG) (Dyer & Erickson 1985). This sympathetic alter- 
ation in ovarian innervation induced by guanethidine 
treatment would result in the accumulation of progester- 
one, while an active aromatase would convert any andro- 
gens which are present to oestrogen, resulting in the 
normal serum levels observed. Another possibility is that 
guanethidine administration results in changes in the 
ovarian content of neuropeptide Y and substance P. There 
is evidence that both peptides stimulate in vitro ovarian 
progesterone secretion (Pitzel ef al. 1991). There is 

controversial evidence of the effects of guanethidine on 
substance P fibre content. Changes in the number of 
substance P fibres in guanethidine-treated rats were not 
observed by Aberdeen et al. (1990), while a significant 
merease of such fibres has been described by Mione ef al. 

Journal of Endocunology (1998) 156, 91-98 

(1992). Because the weight of the adrenals was higher in 

denervated guinea pigs than in controls, we can suppose 

that the progesterone measured in denervated animals 1s of 

adrenal origin. 
The advanced ovulation observed in noradrenergic- 

denervated ammmals (true puberty), would agree with 

Ross’s (1990) statement that ‘the steroid hormones medi- 

ate some of the effects of gonadotrophins on preovulatory 

growth and differentiation, because oestrogen induces the 

LH receptors (Richards 1979) and aromatase activity in 

granulosa cells (Damel & Armstrong 1983)’. The Ingh 

serum oestrogen level observed in newborn denervated 

ammmals killed in the late luteal phase can be explained by 

the increased number of healthy follicles observed m the 

ovaries of these animals (812 vs 416). Such an increase was 

not observed in those animals treated with guanethidine 
beginning on day 10 of life, and 1s in agreement with the 
fact that the number of healthy follicles was similar to 
control animals (436 vs 416). The low progesterone levels 
measured in the serum of all denervated guinea pigs killed 
during the Jate luteal phase suggest that noradrenergic 
ovarian innervation plays a stimulatory role in the control 

of corpora lutea function. 
The higher incidence of atresia in larger follicles 

(diameter >600 jum) in denervated animals than in con- 
trols cannot be explained by endocrine modifications. 
There is evidence that (1) norepinephrine acts synergisti- 
cally with LH/hCG on the stumulation of androgen 
secretion (Dyer & Erickson 1985), (2) in the penpubertal 
stage of the rat, the number of $2-adrenergic receptors 
is very high and their stimulation results in an increase 
in testosterone output (Aguado ef al. 1982), (3) ovarian 
denervation produced a decrease in the A5-3B- 
hydroxysteror\d dehydrogenase activity in the rat ovary 
during pregnancy (Burden & Lawrence 1977), and (4) in 
accordance with Greenwald and Roy (1994), the steroid 
profiles in atretic follicles demonstrate a fall in oestrogen 
secretion, attributable to a shutdown in thecal androgen 

secretion. Therefore, the increase in the number of atretic 

follicles in the ovaries of guanethidine-denervated guinea 
pigs reflects the modification of other mechanisms regu- 
lating the atresia of the follicles related, perhaps, to thecal 
vasculanty (Greenwald 1993). 

According to Mills and Reed (1971) there exists a 
‘crucial penod’ just before first ocstrus for the ovary of 
guinea pigs to ovulate in response to exogenous gonado- 
trophins. At this time ovulation can be induced by 
gonadotrophin administration, while ‘immature controls’ 
treated with four daily injections of ovine FSH did not 
show signs of oestrogen secretion (vaginal opening did 
not occur) or ovulation 24h after the last injection. Such 
an idea was not supported by the studies of Curry et al. 
(1984) and Riboni et af. (1995), who have shown that 
the sequential administration of pregnant mare’s scrum 
gonadotrophin (PMSG) followed by hCG to 25- or 
10-day-old guinea pigs, resulted in the advancement of
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Figure 1 Folficular diameter (um) measured in the ovaries of 
control and newborn (GTD NB) or 10-day-old (GTD 10 days) 
denervated guinea pigs. Values are means + sm *P<0-05 

compared with control group (ANOVA followed by Tukey’s test). 

GTD NB 

luteal phase, the serum oestrogen concentrations in animals 
denervated from birth were higher than in controls 
(147-52 + 10-5 vs 86-79 + 9-8 pg/ml; P<0-05, Student's 
t-test), while when the administration of guanethidine 

began on day 10, significant differences compared with 
the controls were not observed (75-80 + 12-3 vs 86-93 £ 
9-8 pg/ml). All denervated animals killed during the late 
luteal phase had lower serum progesterone levels than in 
the controls (0-59 + 0-1; 0-76 £ 0-4 vs 1:63 + 0-4 ng/ml; 

P<0-02, ANOVA followed by Tukey’s test). 
The mean number of follicles counted in the ovaries of 

denervated guinea pigs was significantly higher than 
in control animals (1736 + 230 vs 969 + 147; P<0-05, 
Mann-Whitney U test). The mean diameter of the follicles 
in the untouched control ovary of animals killed in the late 
follicular phase was significantly larger than those killed in 
the late luteal phase (263 + 3-9 vs 248 + 3-0 um; P<0°01, 
Student's é-test). 

The total and relative (percentage) number of follicles 
with diameters larger than 600 jm measured in the ovaries 
of guanethidine-treated animals was significantly higher 
than in controls (late follicular phase, 3-17% vs 1-86%; late 

luteal phase, 3-78% vs 1-65%; P<0-05, Chi square test). In 

these follicles, the incidence of atresia was also higher in 
denervated animals (late follicular phase, 3-12% vs 1-15%; 
late luteal phase, 302% vs 1-91%; P<0-05, Chi square 

test). 

The mean diameter of the follicles measured in the 
ovaries of denervated animals was significantly larger than 
m controls (Fig. 1). When the results were analysed 
according to the phase of the oestrous cycle when the 
animals were killed, such differences were significant only 
im those animals killed in the late luteal phase (Fig. 2). 

The follicular diameter in healthy and atretic follicles in 
those animals killed in the late follicular or the late luteal 
phase, was affected by sympathetic denervation in a 
different way. The mean diameter of the healthy follicles 
of guanethidine-treated guinea pigs, killed in the late 
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Figure 2 Follicular diameter (um) measured in the ovaries of 
control and newborn (GTD NB) or 10-day-old (GTO 10 days} 
denervated guinea pigs killed during the late follicular phase (LFPh) 
or the late luteal phase (LLPh). Values are means + Sem. *P<0-01 
compared with control group; §P<0-01 compared with LFPh 
{ANOVA followed by Tukey’s test). 
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Figure 3 Follicular diameter (4m) measured in the ovaries of 
control, newborn (GTD NB) and 10-day-ofd (CTD 10 days} guinea 
pigs treated with guanethidine and killed in the late follicular phase 
{LFPh) or the late luteal phase (LLPh). Upper panel: healthy 
follicles; lower panel. atretic follicles Values are means ++ SEM 
*P<0-01 compared with proper control; {P<0-01 compared with 
left control ovary (ANOVA followed by Tukey’s test}.
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