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RESUMEN 

Se ha propuesto que adicional al control ejercido po.- las hormonas. Ja 

infonnación que transcurre por los nervios ovaricos n1odula la secreción de 

cstcl"oidcs. la respuesta ovárica a las gonac.lotropinas (Kawakmni y coL. 1981) y 

los mecanismos de selección de aquellos folículos que van a llegar a ovular en 

respuesta al pico prcovulatorio de Ll 1 (Burdcn. 1985). Así mismo. se ha 

n1ostrado que la modulación que esta inervación cjcs·cc es diferente en la etapa 

pubcral y en la adulta (Lara y col.. 1990~ Flores y col.. 1990). 

En la rnta vieja la concentración de noradrcnalina ovitrica es mayor que en 

la rata ciclic:i. por lo t¡uc en este estudio se planteó estudiar c1 papel de la 

inervación catccol:uninérgica en el proceso de pérdida de la función reproductiva. 

Dado que la rata vieja de la cepa Cll-ZV no estaba cnractcri7..ada fue 

necesario describir los eventos de pérdida ciclicidad y de la ovulación 

cspontlinc:a~ concentración y actividad 111onoaminérgica en el área preóptica 

hipotalámica anterior (POA-Al1A) y en el hipotálan10 rncdio basal (HMB) y la 

concentración de 17(3-estradiol y progcsterona plas1noi.tica para obtener el modelo 

de estudio. que nos pcnniticra analiznr la participación de la inervación simpática 

en el control de la función ovárica. 

Oc esta caractcri7..ación se decidió trabajar con la rata vieja que presenta 

estro vaginal persistente a las edades de 12 y 18 meses de edad. uti1i7..ando ratas 

jóvenes cíclicas co1no control. Se analizó el efecto de la desnervación por la 

inyección de guanctidina en una dosis de 20 mgfkg de peso durante 8 días sobre 

la respuesta ovárica ante c1 estimulo hormonal de gonadotTopinas. Los resultados 

obtenidos muestran que en In Tata joven cíclica la dcsncrvación provocó 

disminución en la proporción de animales ovulnntes (6/11 vs 14/14. p< 0.05) y en 

el número de ovocitos liberados (5.18 ± 1.60 vs 11.23 ± 0.54. p< 0.05). El 

estímulo con PMSG-hCG provocó superovulación (21.3 ± 1.63 vs 5.18 ± 1.60. 

p<0.05). 

i. 



En la rata en estro vaginal persistente. de 12 meses de edad. ya no se 

presentó ovulación espontánea y las concentraciones plasmáticas de estradiol 

fueron elevadas y constanlcs. En estos animales el estimulo gonadotrópico indujo 

la ovulación en 5 de 13 anirnalcs con una cuota ovulatoria de 2.4 ± 1.3 ovocitos. 

En la hcmbr-a desnervada a los 12 meses de edad. el estimulo honnonal provocó 

la ovulación en 6 de 13 anirnalcs Jos que ovularon 5.5 ± J .22 ovocilos. 

Los resultados presentados en este trabajo. muestran que la inervación 

catecolaminérgica modula los procesos neurocndócrinos que conllevan a la 

senescencia reproductiva. 

li. 



INTRODUCCIÓN 

Pelftles /1or111onales en la rata vieja 

En Jas hembras de los mamíf'c.-os,. Ja funcionalidad del eje hipotálamo-hipófisis

ovario,. está caracterizada por la presencia de ciclos (Fcder. J 98 J ). En Ja rata,. 

Jos ciclos se denominan estralcs • ricncn una duración de 4 ó 5 días y pueden 

ser analizados a partir de Ja to1na diaria del frotis vaginal. EJ ciclo cstral puede 

ser dividido en dos días de diestro.. caractcri7..ados por Ja presencia de 

leucocitos. uno de proestro en cJ que se observan células epiteliales nuclcadas y 

un estro distinguido por Ja presencia de células epiteliales anuclcadas. La 

caracterización citológica de cada una de estas fhscs. es un reflejo de Jos 

cambios ncurocndócrinos del individuo. 

El epitelio vaginal exhibe can1bios citológicos en respuesta a los 

estrógcnos y la progcstcrona (Monrcs y Luquc. J 988). Así. la concentración de 

cstradiol en plasrna co1nicn7 .... -. a incrementarse en el día de diestro ll • alcanza 

su conccntr<-1ción 1náxi1na en Ja rnañana del procstro. Los estrógenos son 

responsables de la distensión del útero y de la presencia de Jos picos 

preovufotorios de gonadotropinas: la hormona luteinizante (LH). la honnona 

estimulante del íoJicuJo (FSJ-J) y la prolacrina {PRL). AJ 111ismo tiempo se 

observa una elevación de la concentración plasmática de progcstcrona. que 

disminuye en el estro tcrnprano . En el día del estro el folículo preovularorio se 

rompe para liberar al ovociro y (Feder. J 98 J) y cotnienza el proceso de 

Jureini7...ación. constituyendo así Jos cuerpos lúteos que se encargan de secretar 

progcsterona y 20 a.-dihidro-progcstcrona (Short. 1982). Después de que se ha 

producido la ovulación. los estrógenos. Ja LH • Ja FSH y Ja PRL se mantienen 

en concentraciones basales (Esquema 1). 



J lorns Jc~pués 
de la ovulación 

Comportamiento 
sexual 

Estradiol ] ps;t/ml 

LH ] (nizfmll 

FSH '] (nglml) 

GnRH ] portal 
(nglml) 

Peso _;terina ·~ 1 mg/ 1 00 g pc.<;o 

Esquema 1. Citología vaginal (diestro 1. diestro 2. proestro y estro). receptividad sexual, 
concentraciones plasrnáticas de cstradiol. hormona luteinizante (LH). hormona estimulante del 
roliculo (FSH). honnona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y variación del peso del úterc 
durante c1 ciclo cstral (Tomado de Fedcr. 1981). 
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Esta condición de ciclicidad se presenta a lo largo de la vida fCrtil dL"l 

individuo~ y se pierde a tnedida que el aninml envejece. En el caso de la rata y 

otros roedores corno el ratón; el prirncr estado de aciclicidad senescente se 

caracteriza por la presencia de estro vaginnl persistente (EVP). el epitelio 

vaginal se observa conlificado y existe receptividad sexual constante. 

manifestaciones que indican altas conccntr01cioncs plas111á.ticas de estrógenos y 

bajas de progcsterona. Adcn1::is se observa disminución en Ja frecuencia de la 

ovulación y en consecuencia dis111inuyc la fcnilidad. 

En la rata vieja en Ja que aún se presenta la ovulación. se observa que los 

estrógcnos plasrnáticos aumentan y la progcstcrona 1tisn1inuyc. así n1ismo se 

presentan concentraciones elevadas de testosterona y de androstcncdiona 

(Nass y col.. 1984). La disrninución en la secreción de progesterona durante el 

cnvcjcci1niento puede contribuir al alargamiento del ciclo estral. esto se ve 

apoyado por el hecho de que en las ratas viejas el irnplantc subcut<inco de 

progesterona retarda Ja pérdida del ciclo cslral (vo111 Saal y col.. 1994). 

Antes de perder la ciclicidad. el pico prcovulatorio de LH es de menor 

1nagnitud y se retarda di.: dos a tres horas con respecto al de un animal joven 

(Lu .. 1983); Csla reducción en la 1nagnitud del pico de LH también se observa 

cuando éste es inducido por la ad111inistrnción de cstradiol en ratas y ratones 

ovaricctornizados a diferentes edades (Lu y col., 198 t ). Estos resultados 

permiten sugerir que las conccntrnciones elevadas de estradiol en las ratas con 

con1ificación vaginal persistente, provocan una disminución en la sensibilidad 

hipotalá111ica e hipofisiaria a los cstrógenos (retroalimentación positiva) (Blake 



y col., 1983; Lu y Klcdzikgs. 198 1 ; Mali y col.. 1993), aunque no afecta la 

retroalimentación negativa (Man y col.. 1993). 

Los estudios en cuanto a la secreción de FSI-1 son controvcrsiales. ya que 

mientras algunos autores rnucstran que no existen diferencias en las 

concentraciones plas1náticas de esta honnona confonnc avanza Ja edad (Oc 

Paolo y Chappcl. 1986). otros indican que la disrninución de la honnona en el 

plastna después del pico prcovulatorio es rnás lenta en los animales de 1nayor 

edad en con1paració11 con lo que acune en adultas jóvenes (Nass y col.. 

1984). Ya que las concentraciones de FSll son .-cguladas por la inhibina tanto 

como por el estradiol. no seria sorprendente pensar que existan cambios de 

éstos a medida que el anilnal envejece. afectando adcrnás la dinárnica folicular. 

Al presentarse Ja pérdida total de la función reproductora. la citología 

vaginal muestra ancstro persistente (los frotis vaginales exhiben solamente 

leucocitos) y las concentraciones de cstradiol y progcstcrona en plastna han 

disminuido hasta ser si1nilares a los de un animal castrado (Gee y col. • 1983 ; 

Lu y col. 1979). Por lo tanto. los eventos que desencadenan el proceso de 

envejccirnicnto reproductivo pueden estar asociados con cambios fisiológicos 

en el ovario y/o en el sisterna nervioso central (SNC). 

El ovario 

En el ovario de los mamíferos. el número de ovocitos está predetenninado por 

la especie; durante la vida embrionaria o en la postnatal temprana ya cuenta con 

los óvulos que dispondrá durante Ja etapa reproductiva. La mayoría de ellos 

están destinados degenerar. proceso al que se le denomina atresia folicular 



(Adams. 1982). y se csti1na que alrededor de un 50°/o de ellos se pierde arucs 

de la pubertad. 

En Ja etap.a adulra. el niuncro de folículos ováricos en crcciJniento 

(preantralcs) disminuye con Ja edad. rnicntras el nú1ncro de folículos de GrafT. 

de ovocitos liberados por ovulación y de cuerpos lúteos pcnnanccc nonnal 

hasta el final de Ja vida fi.!nil. En el aninrnl viejo en el que ya no se presenta Ja 

ovulación espontánea se observa que el crecirnicruo folicular es Jirnitado. con 

ahos indices de atresia hasta que Jos ovocitos se tcnninan (Bulchcr y Pagc. 

1981). 

Algunos estudios sugieren que Ja dis1ninució11 de folículos ováricos 

pudiera ser la principal caus:1 que desencadena Ja pc!rdida de Ja íunción 

reproductora . Se ha mostrado que el trasplante de ovarios de ratom:1s jóvenes a 

viejas rcslablccc la ciclicidad (Krohn. 1962). Se ha reportado que existen 

varios rnClodos que pueden allcrar Ja lasa de pCrdida folicular. entre ellos se 

encuentra Ja radiación con rayos X. la hipofisccton1ía y Ja hcrnicastración. AJ 

parecer Ja duración de la vida reproductiva es controlada en gran panc por el 

ritmo con que disrninuycn los ovocilos en el ovario (Butchcr y Pagc. 198 J ). 

La rata posee una irnportante reserva de ovocitos hasta el 1no1ncnto en 

que desaparece la ciclicidad ( cnlrc J 500 y 3000 ovocnos). no así para el 

ratón de la cepa C57BU6J que al 1no1ncnto de presentar Ja aciclicidad conserva 

alrededor de 100 folículos (Nelson y Felieio, 1 985) Así mismo. en Jos 

roedores y principalmcnlc en los ralones existe gran variabilidad en la relación 

acliclicidad-niuncro de folículos. ya que algunas cepas cesan el ciclo con 500 

folículos y otras siguen cíclicas y ovulando con solamente 100 folículos (vorn 

Saal, 1994). 



El dccrerncnto en el núrncro de folículos en crccirnicnto y por tanto de 

fo1iculos atrésicos resulta en una disrninución del latnar1o del tejido intersticial 

del ovario durante el cnvcjccilnicnto~ lo cual puede afectar la cantidad y el tipo 

de cstcroides secretados por el ovario y repercutir en la funcionalidad del eje 

hipotálarno-hipófisis-ovario (Butchcr y Pagc. 1981,. Novak,. 1970). En las 

hembras del ratón el núrncro de cuerpos Jlitcos en ratonas pcn11anecc constante 

confoarnc avanza la edad. sin crnbargo degeneran en rncnor tiernpo de lo que 

ocurre en anirnales jóvenes (l lannan y Tnlbert,. 1970); por otro lado en la rata 

vieja se ha mostrado que no existe alteración de la función Iuteal (MjJler y 

Rieglc. 1980; Butchcr y Pagc, 1981 ). 

Por otra panc. se ha descrito que confonne avanza la edad del animal se 

presenta disrninución en la respuesta del ovario estirnulado con gonadotropinas 

evaluada corno el aun1ento de peso y el núrnero de ovocitos ovulados (Collins y 

col. 1980). Sin embargo Erickson y col. ( 1979) encuentran que el número de 

receptores a LH en las células de la granulosa de folículos de Graff no varia 

entre ratas viejas en estro persistente y ratas jóvenes en el día del procstro y 

tampoco lo hace la capacidad de estos folículos para aromatizar 

androstcncdiona a cstrógcnos. 

llipotá/a1no- liipófisis 

El proceso de cnvcjccilnicnto en el sistema nerviosos central (SNC) se 

caractcri7..a por una serie de cambios estructurales y funcionales entre los que se 

observan hipenrofia neuronaJ 9 disminución del número de neuronas,. 

hiperactividad glial y supersensibilización de los receptores (Finch. 1993) . 
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En el humano se ha descrito disminución del número de neuronas 

hipotalátnicas y cambios morfológicos (dis1ninuyc el núrncro de arborescencias 

dcndriticas) asociados con la edad (Kushirna y col.. 1 961 ); en el ratón 

senescente no se ha descrito la pCrdida de ncuronns GnRI ICrgicas. 

responsables directas de la secreción de gonadotropinas (Finch, 1993 ). 

Las alteraciones en el control de la secreción de gonadotropinas por el 

SNC durante la etapa de cnvcjccirnicnto. han sido atribuidas a Jos sistcrnas 

rnonoaminérgicos ilnplicados en la tnodulación de la liberación de la GnRH 

(Barraclough y Wise, 1982 ~ Clcrnens y Meitcs. 1971 ). En roedores rnachos de 

dos años de edad se ha descrito que en el hipotálarno n1edio. la tasa de 

rccatnbio de las neuronas noradrcnérgicas cst;l reducida en un 25 o/o (Simpkins 

y col.., 1977) • rnientras que en el hipotála1110 rncdio basal de ratas y ratones 

machos de dos ai\os de edad, la dopa1nina dis1ninuyc de un 1 0% a un 40 o/o 

(Dcmarest y col. 1980). Cmnbios silnilares en las conccnt.-acioncs basales de 

monoaininas son r-cportados para las hcn1bras senescentes de los roedores 

(Rogers y Bloom. 1985). 

En las he1nbras. la pérdida de la ciclicidnd puede asociarse a cambios 

en la densidad de receptores a.1-adrenérgicos a nivel del SNC y al contenido o 

la actividad ncural noradrenérgica (Estcs y Sy1npkins, 1984, Weiland y col. 

1989). En ratas intactas que presentan con1ificación vaginal persistente se 

observa una dis1ninición en la concentración de noradrenalina en el área 

preóptica y en el hipotálmno 1ncdio basal (Simpkins, 1984), otros autores han 

mostrado en ratas viejas disminución del neurotransrnisor en el núcleo 

prcóptico rnedial y en el núcleo supraquiasmático ( Weitand y coL 1989). 

7 



Por el contrario, trabajos realizados por otros autores reportan que la 

noradrcnalina aun1cntn en la eminencia media y en el hipotálamo ventro 

medial (Wciland, y col. 1989). 

En hipofisis in vitrn de ratas adultas jóvenes o viejas. el estímulo con 

GnRl·l induce disrninución en la liberación de LI-1 (Smith y col. • J 982)~ sin 

c1nbargo el transplantc de hipófisis de ratas viejas acíclicas en ratas jóvenes es 

capaz Je mantener la eiclicidad del ani1nal (Pcng y J luang. 1972 ). En ratas 

jóvenes o viejas ovariectomizadas a las que se les adn1inistra durante cinco 

dias concentraciones fisiológicas de cstradiol. el estímulo con GnRl-1 es capaz 

de inducir el aumento bn1sco de LJ l (Pelusa y col. 1977) . Estos resultados 

permiten sugerir que la falla del eje no se encuentra a nivel hipofisiario. 

Las conccntr-acioncs altas de cstrógcnos rnodificarian no sólo la 

sensibilidad hipolisiar-ia. sino tarnbién la hipotalámica. Br::nver y col. ( 1983) 

sugieren que Ja e.xposición del hipotálan10 de la hcrnbra al pico prcovulatorio de 

cstrógcnos y aún a concentraciones basales puede ser fundarnental en el 

envejecimiento del hipotálarno~ en donde se observa que los cstrógcnos inducen 

aumento en la actividad de los astrocitos. La testostcr-ona también puede influir 

en estos procesos._ ya que se ha dcrnostrado que el hipotálamo posee el sistema 

enzimático para aro1natizarla (Naftolin y col. 1976) . 

La participació11 1/e la irrervació11 e11 el control de la ovulación. 

En el ovario pueden distinb"'llirse tanto componentes simpáticos como 

parasi1npáticos del sistema nerviosos autóno1no. los cuales penetran. al ovario 

vía el plexo hiliar pcrivascular. 
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La inervación simpática es aportada por el plexo ovúrico. rarna de los 

plexos aórtico y renal. y por el nervio ovárico superior que se origina a partir 

del ganglio ccliáco (Burdcn. J 985). 

Por el plexo ovárico transcurre infonnación de tipo sensorial, los 

ncurotrnns1nisorcs clásicos en este tipo de inervación son la substancia P (SP). 

el gen relacionado con el péptido de la calcitonina (CGRP) y Ja noradrcnalina. 

Mientras que,. por el nervio ovárico superior transcurre el ncuropéptido Y 

(NPY). el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y Ja noradrenalina (L;:n.vrence y 

Surden. 1980; Alunncd y col .• 19R6). El n1ayor aporte de noradrenalina que 

recibe Ja gónada es por el nervio ovúrico superior~ .-.dcn1;is se ha mostrado que 

el ovario presenta células crornafines capaces e.Je rcnlJ7.ar In síntesis de "º'"º de 

este neurotransrnisor (Bnhr y Bcn-Jonathan, 1984). La actividad secretora de 

este tipo celular varia durante el ciclo cstral (Wrutniak-Zolnffwska 1980). 

Por estudios de inrnunohistofluorcsccncia se ha c..lernostrado que los 

plexos nerviosos cst;:in cstrccharncntc relacionados con folículos primordiales 

y con folículos en desarrollo. haciendo contncto con las células de la teca y el 

músculo liso perifolicular pero sin cntnir a la granulos::1 ni a los cuerpos lúteos. 

La cantidad de fibras nerviosas presentes en la gónada vnría con la especie. las 

hay desde las dcnsarnente inncrvadas corno la cobaya y la gata, hasta las de 

inervación escasa con10 Ja rata (Burden. 1985). 

Aguado y col. ( 1982) han descrito que las células de Ja teca y de la 

granulosa del ovario de la rata presentan receptores a catecolaminas del subtipo 

P2. El número y la actividad de estos receptores están en función del estado 

fisiológico del anilnal. así la mayor concentración de estos receptores se 

encuentra antes de la ovulación (Jordan. 198 J ). 
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Se ha propuesto que adicional nl control ejercido por las honnonas~ la 

infonnación que transcurre por los nervios ovúrlcos podria cstnr n1odulando la 

secreción de cstcroidcs y la respuesta del ovario a las gonadotropinas 

(Ka\vakami y col., 1981). Al parecer, la n1odulación que ejerce la inervación 

sobre las funciones ováricas se inicia desde etapas tc1npranas del desarrollo. En 

la rala el proceso de foliculogéncsis se lleva a cabo en las prin1cras 48-72 horas 

de vida.. a pesar de que los receptores a FSl 1 y Ll 1 no están presentes 

(?v1almned y col. .. 1992). Asi 1nis1110. se postula que la inervación participa en 

los n1ccanisn1os de selección de aquellos folículos que van a llegar a ovular en 

respuesta al pico prcovulatorio de LI l (Burdcn. 1985). 

Brink y Grob ( 1973) observan que en ratones sometidos a desncrvación 

unilateral existe un dccrc1ncnto significativo en el nlunero de folículos 1naduros 

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

estimulo con gonadotropinas. En la rata adulta la sección del nervio ovárico 

superior. principal fuente de inervación noradrenérgica al ovario. provoca 

disminución de la tasa ovulatoria por el ovario desnervado y falta de respuesta 

a la administración de hCG (Chávcz~ et al 1991). 

Estudios ;,, vitro con células teca-intersticiales han mostrado que la 

secreción de andrógenos en respuesta al cstitnulo con hCG incrementa cuando 

se agregan agonistas adrcnérgicos al medio ( Dycr y Erickson. 1985). 

En la rata prcpubcr la dcsncrvación fannacológica por la administración 

de guanctidina (fánnaco que dcstn1yc sclcctivmncnte las terminales simpáticas) 

retrasa la edad de apertura vaginal y la priincra ovulación (Flores y col. 1990; 

Lara y col. 1990). n1odifica la distribución de la población folicular~ reduce el 

número de receptores 13-adrcnérgicos en las células de la granulosa y provoca 

disminución de 1as concentraciones plasn1áticas· de LH (Larn y col. 1990). En la 
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rata adulta la administración de guanctidina induce una disrninución en la cuota 

ovulatoria (Flores y col.~ 1990). mientras que en Ja cobaya In simpatcctomia 

inducida por la ad1ninistración de 6-01-IDA no n1odifica el número de cuerpos 

lúteos (Curry y col. 1984) 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En las últimas décadas se han sumado las evidencias que apoyan la idea de 

que en el control del crecimiento folicular y de la ovulación participa la 

incrvacjón simpática. En el caso de la rala la 1nodulaci6n que ejerce esta 

inervación caJllbia con la edad del animal. es de tipo cstin1ulantc en la prepúbcr 

e inhilntoria para la adulta. 

Por otra parte y como se ha mencionado antcrionncntc.. el 

envejecimiento reproductivo es e\ resultado de catnbios fisiológicos a nivel del 

sistema nervioso centra\ y de las propias gónadas; crunbios que dependen de la 

especie y aün de la raza en estudio 

A la rccha no ha sido esclarecido cual es el papel que juega la inervación 

simpática en este proceso de envejecimiento y, dado que previamente hemos 

mostrado que \a concentrnción de noradrenalina ovárica se incrementa en los 

animales viejos (Rosn.s y col. 1995)9 en este estudio se decidió anatiznr la 

participación de la inervación si1npática en la pérdida de ta ciclicidad y la 

ovulación cspont:i.ncn que carnctcriz:an a ta senescencia reproductiva así cotno 

la respuesta del folículo a la cstirnulación gonadotrópica . 
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HIPÓTESIS 

En la rata prcpúbcr y adulta joven, la inervación simpática del ovario n1odula la 

respuesta del folículo ovárico a las gonadotropinas. A 1ncdida que la rata 

envejece se incE"c1ncnta la concentración de noradrcnalina ovárica y no se 

produce la ovulación espontánea. Por lo que en el anilnal viejo la desncrvación 

simpática.. inducida por la administración de b-.Uanetidina. restablecerá la 

respuesta ovulatorin ante et estimulo gonadotrópico 
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OBJETIVO 

~ Estudiar Ja participación de la inervación catccolan1i11érgica del ovario en la 

modulación de los eventos que conducen a la senescencia reproductiva 

METAS 

l . Caracterizar los eventos de la pérdida de la ciclicidad vaginal y de la 

ovulación espontánea durante el proceso de envejecimiento reproductivo. 

2. Cuantificar la concentración de monoaminas en el hipotálamo anterior (POA

J\HA) e hipotálamo medio basal (HMB) y la concentración plasmática de 

17-JJ estradiol y progcstcrona en ratas adultas jóvenes y viejas intactas. 

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

la rata adulta vieja intacta o desnervada fannacológicamcnte con 

guanctidina. 

4. Cuantificar la concentración de monoaminas en hipotálamo anterior 

(POA-AHA) e hipotálamo medio basal (HMB) en ratas adultas jóvenes y 

viejas con dcsncrvación simpática por guanctidina con o sin estimulo 

gonadotrópico. 

5. Cuantificar Ja concentración plasmática de 17-p cstradiol y progcstcrona en 

ratas viejas con dcsncrvación simpática. 
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MATERIALES V MÉTODOS 

Se utilizaron ratas hembras adultas jóvenes y viejas de la cepa Cll-ZV, 

n1antcnidas con fotopcriodo de 14 h <le luz (de 5:00 a 19:00 h) y 10 h de 

obscuridad .. temperatura arnbicntc y libre acceso al agua y alirnento. 

Estudio del ciclo estral 

En todos tos animales se realizó el estudio del ciclo estral por la toma diaria 

de frotis vaginales que fueron teñidos con hematoxilina - eosina (l-1-E). El 

análisis se llevó a cabo por medio de un índice de ciclicidad basado en la 

frecuencia de estros observados según el cociente : 

Indice de 
ciclicidad (IC)= 

número de estros registrados 

número total de días evaluados 

Los valores que se obtuvieron permitieron tipificar la citología vaginal 

de un determinado grupo; cuando un animal fue cíclico se obtuvo un valor de 

0.25 • cuando el valor fue mayor indicó una. alta incidencia de estros y cuando 

fue menOr Jos estros fueron escasos. 
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Procedimiento de autop.\·1a 

Se pesó al animal y fue sacrificado por decapitación entre las 11 :OO y 13:00 h. 

Se colectó la san!,."TC del tronco en un tubo de ensaye. se centrifugó por 1 S 

minutos a 3000 rprn y se extrajo el suero para Ja cuantificación de l 7P

estradiol y progesterona por RIA utilizando un kid de fase sólida (COT-A

COUl"ZT TM~ apéndice). 

El cerebro se extrajo rapidarnente. se colocó en solución salina fría y se 

disecaron las áreas preóptica hipotalámica anterior (POA-Al·IA) e hipotálamo 

rnedio basal (l-IMB)~ las que se conservaron a -70 ºC hasta la cuantificación 

de monoarninas por cromatografia liquida de alta resolución 1-IPLC como se 

describe en el apéndice (Hadficld et al.; 1985). 

La actividad neuronal se calculó corno el cociente de la concentración 

del metabolito entre la concentración del neurotransmisor (Kerdclhue 1989). El 

mctabolito utilizado para noradrcnalina fue MHPG; para dopamina DOPAC y 

para serotonina 5-J..IIAA. 

La hipófisis se disecó y se pesó en balanza de precisión. En el tronco se 

practicó un corte en el abdornen abarcando piel y mús:culo empezando 2 cm 

arriba de la vagina sobre ta linea inedia y extendiéndose hacia izquierda y 

derecha hasta poner al descubierto la cavidad pcritoncal. una vez identificados. 

se disecaron Jos ovarios y el útero y se pesaron en balan7..a de precisión . Con 

ayuda de un microscopio estereoscópico se disecaron los oviductos y en ellos 

se contaron los ovocitos. según la metodología habitual del laboratorio (Cháve-z 

et al. ; 1991 ). El corte quinirgico se prolongó hasta la cavidad torácica de 

donde se disecó el timo del cual se obtuvo el peso. 
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And/isis cstadl.stico 

Los datos de peso de los órganos. la concentración de 1nonomninas 

hipotalátnicas y de cstcroides en el plasma fueron anali? .. ados utilizando la 

prueba t-Studcnt. El número de ovocitos liberados se analizó por la prueba de 

Kruskal-Wallis seguido por la pnieba de U de Mann Whitncy. La tasa de 

animales ovulantcs (nú1ncro de animales ovulantcs entre el número total) se 

analizó por la pn1eba exacta de Fishcr. Sólo se tomaron co1110 válidas aquellas 

diferencias en las que la probabilidad fue igual o 1ncnor al 5%. 

1 .. Caracterización de la ciclicidad. ovulación. concentración 

plasmática de estradiol y progestcrona y concentración tisular 

de monoaminas hipotalámicas en ratas hembras viejas de la cepa 

Cll-ZV. 

En la literatura se han descrito los eventos fisiológicos que pcnniten 

caractcri;r..._·u al anin1al viejo y. se puede apreciar que la edad en la que la rata 

envejece depende de factores intrínsecos. Dado que de la cepa CIJ-ZV se 

desconocia la edad a la que se cntpic:t"...an a 1nanifestar estos cambios que 

conllevan a Ja senescencia reproductiva~ se decidió tipificar nuestra cepa de 

ani1natcs. 

A ratas adultas de Ja cepa Cll-ZV de 3. 12, 15, 18 y 20 meses de edad 

se les realizó el scguin1iento del ciclo cstral por la totna diaria de frotis 

vaginales. De los anilnales de tres tncscs se utilizaron sólo aquellos que 

presentaron 2 ciclos consecutivos de 4 días de duración. De las hembras de 12 
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a 18 rncscs de c<lac..I se utili7 .. aron aquellas que presentaron comificación 

vo:sginaJ persistente y de Jas ratas de 20 n1escs de celad se seleccionaron las que 

presentaron diestro continuo. 

En todos los casos se cuantificó cstradiol y progcstcrona en suero. 

n1onoa1ninas en área prcóptica hipotalárnica anterior e hipotálamo medio basal 

y se obtuvo el peso de Jos órg;:mos. 

2. Respuesta ovulatoria al reemplazo hormonal con 

gonadotropinas en la rata vieja intacta o con desnervación 

catecolaminérgica inducida por la administración de guanetidina. 

Se ha postulado que Ja 1nodulnción que ejerce la inervación catecolaminCrgica 

en la respuesta del foliculo ovñrico a Jas gonadotropinas. depende de la edad 

del anitnal. Así. se sugiere que es de tipo inhibitorio en la rata prepúbcr y 

estin1ulantc en la udulta (Flores y col.. 1990; l...arn y coL. J 990). 

Para estudiar Ja posible interacción entre los cambios que caracteri7..an al 

proceso de envcjccin1iento y la infonnación neural que recibe el ovario se 

realizó el siguiente cxpcrirncnto con base al modelo obtenido después de 

haber reali7...ado la caracteri7 .... ,_ción de Ja cepa. 

A ratas adultas de Ja cepa Cll-ZV de 3.12 ó 18 meses de edad. se les 

realizó el seguin1icnto del ciclo cstraJ por la toma diaria de frotis vaginales. De 

Jos animales de tres meses se utilizaron sólo aquellos que presentaron al rncnos 

dos ciclos consecutivos de 4 días de duración. De las ratas de 12 y 18 rncscs de 

edad se utiliz.r.1.ron aquellas que presentaron estro vaginal persistente. 
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Para todas las edades mencionadas se fonnaron los siguicnlcs grupos 

expcrimenlalcs: 

l. Testigo absoluto (TA): Animales intactos de 3, 12 6 18 meses de edad 

sacrificados al estro vaginal. 

2. Dcsnervación catecolarninérg,ica (GTD): Se inyectó por via subcutánea una 

dosis 20 rng/kg de peso corporal de guanctidina monosulfatada (Sigma.,. St 

Louis ... MO. USA). El fármaco se administró diariarncnle durante ocho días . 

3. Solución salina (SS): En cslc grupo cxpcrimcnlal se adminislró solución 

fisiológica en la secuencia y volurncn u1ilizado en el grupo anterior. 

4. Ovulación inducida (Gnt"s): Se inyectó por vía subcuttlnca 45 u.i. de 

gonadotropina del suero de la yegua prci1ada (PMSG; Sign1a .. St Louis,. MO. 

USA). 56 horas dcspuCs 30 u.i. de gonadotf"opina coriónica humana (hCG; 

Sign1a,. St Louis, MO, USA), y se les sacrificó 20 h después. 

S. Ovulación inducida en la rata desnervada (GTD+Gnt's): A hembras de 3 .. 12 

ó 18 n1cscs de edad se les realizó la dcsncrvación catccolaminérgica con 

GTD y al quinto dia del tf"atainicnto se realizó la pn1cba de ovulación 

inducida. 
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RESULTADOS 

1. Caracterización de la ciclicidad. ovulación, concentración 

plasmática de eslradiol y progestcrona y concentración tisular 

de monoaminas hipotalámicas en ratas hembras viejas de la cepa 

Cll-ZV. 

/. C1c/lcidad y ovulación 

La rata de tres meses de ednd (adulta joven) de la cepa CII-ZV se caracteriza 

por presentar ciclos estralcs de 4 días de duración (dicst.-o 1. diestro 2 .. 

procstro. estro). El 100% (13/13) de los animales ovularon en el día del estro 

esperado con una cuota de 1 1.2 ± 0.5 ovocitos. sin diferencias entre los 

liberados por el ovario izquierdo y el derecho (6.1 ± 0.5 vs 5.2 ± 0.5. NS). 

De los 12 a los 18 rncscs de edad los animales fueron acíclicos y rnás del 

90o/o presentaron estro vaginal persistente sin que se observaran signos de 

ovulación espontánea. A la edad de 20 1neses el frotis vaginal se caracterizó 

por una 1nayor incidencia de diestros. con alb?Unos días de estro intercalados, 

sin presentar proestros. Aproxirnadarnentc et 5% de los animales de 20 meses 

presentaron ancstro (unicamente diestros). La tabla 1 muestra el valor del 

indice de ciclicidad para estos animales. 
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Edad en meses llndice de ciclicidad 
3 0.25 ± 0.00 
12 0.74 ± 0.07 
15 0.78 ± 0.06 
18 0.82 ± 0.04 

Tabla l. Indice: de ciclicidad para anirnales intactos adultosjóvc:ncs y viejos. 

JI . Peso de los órganos 

El peso corporal de Jos animales viejos ( 1 2 a 20 meses de edad) fue 

significativa1nente mayor al de los animales jóvenes (Fig. 1 a). 

El peso de los ovarios de las ratas viejas 1nostró una tendencia a Ja 

disrninución que IJcgó a ser estadistican1ente significativa sólo a los l 5 meses. 

respecto a las ratas jóvenes (Fig. 1 b); el útero mostró una notoria hipertrofia a 

partir de los J 2 meses de edad (12 meses 726.39 ± 69. J 8 mg vs 3 n1cscs 

363.92 ± 17.32 mg, p<0.05) que se mantiene hasta los 20 meses (Fig. Je). 

El peso del timo de las ratas viejas disininuyó significativamente cuando 

se les comparó con la rata de 3 rneses (Fig. 1 d). El peso de Ja hipófisis no 

presentó diferencias entre las edades estudiadas. 
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a) Peso corporal b) Masa ovárica 

g -

:1:~1 n· ·. A.·•. A.··. n· rl :2::1.ri .··.-.-.····.·.· ... m ·~· 101 rti"--'--'-'--.. íl __ UU_U JdCJALJ~ 
3 12 15 18 20 3 12 15 18 20 

c)Útcro d)Timo 

mg 

º D D O O ~ J.,__.____.__._D ri__._.__._._rti º-'--'--'--·.· º 
3 12 15 18 20 3 12 15 18 20 

•p< O.OS vs 3 meses (prueba t-Studcnt) 

Fig. l. Media± c.e.m. del peso corporal (g). peso de los ovarios. útero y timo (mg) 
de ratas adultas sacrificadas a diferentes edades. 
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/JI. Concentración y actividad de los sistemas monoa"11nér¡.:icos 

Área Preóptica hipotalámica anterior (POA-A/-fA) 

La concentración de noradrcnaJina en POA-Al-IA de una rata joven fue de 2. J 9 

± 0.4 1. ésta concentración se duplicó en el animaJ viejo. desde Jos l 2 hasta Jos 

20 meses de edad. La concentración de doprunina se incrementó en las 

hembras de 1 5 a 20 meses de edad. M icntrns que Ja concentración de 

scrotonina no se modificó en las ratas viejas (tabla 2). 

Tabla 2 .. ~ledia ± c.c.m. de Ja concentración ( ng/rng) de noradrenalina (NA). 
dopamina (DA) y serotonina (5-I In en POA·AHA de ratas hembras inracras 
sacrificadas n dif"crcnres edades. 

GRUPO n NA DA 5-llT 

3 meses 7 2.19±0.4J 0.24 ± 0.07 J.63 ± 0.50 

12 meses 10 4.4J±0.60* 0.87 ±o 36 2.40 ± 0.05 

IS meses JI 4.43 ± 0.43 • 1.37 ± 0.26. J.95±0.31 

18 meses JO 4.42 ± 0.39. 0.96 ± 0.21 • 2.02 ± 0.28 

20 meses J2 5.76 ±0.54. 1.91 ± 0.44. 1.75±0.26 

•p<0.05 vs 3 meses (prueba t-Srudent) 

En Ja Fig. 2 se tnuestra de manera gráfica el incremento de Ja 

concentración de noradrenalina que se observó a partir de los 12 meses de 

edad. 
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ng/mg 
8 

6 

4 

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

Fig. 2. Media± c.c.n1. de In conccntrnción ( ng/mg) de noradrcnalinn en POA-Al-IA 
de ratas hernbras intactas sacrificadas a diferentes edades. 

En los anintalcs viejos la actividad neuronal noradrenérgica en POA

Al-lA fue significativarncntc n1cnor,. con1parada con la calculada para las ratas 

de 3 meses (Fig. 3 ). 

actividad 

0,4 

0,3 

J 12 15 IS 

"p<0.05 vs 3 meses (prueba t-Student) 
n.d.= Valores no detectables 

20 
meses 

Fig. 3. Media ± c.c.m. de la actividad neuronal noradrcnéq;ica en POA-AHA de 
ratas hembras intactas sacrificadas a diferentes edades. 

24 



La actividad neuronaJ dopaminérgica en POA-AHA foc 

significativamente rnayor para Jas rotas viejas &J.I compararla con la registrada 

para las hcmbrnsjóvenes (Fig. 4). 

actividad 
0.3 

0.2 

0.1 

3 12 15 

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

18 20 
meses 

Fig. 4. Media± e.c.m. de la actividad neuronal dop;uninérgica en POA-AHA de 
.-aras hcmbróls intactas sacrificadas a dif"crcrucs edades. 
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La actividad neuronal scrotoninérgica se incrcrncntó en POA-AI-lA de las 

hembras de 13 y 15 meses (Fig. 5). 

actividad 
0,7 

0,6 

0,5 

0,4 

0,3 

0,2 

0,1 

o +-~-L~,--...L..L-~~L.l~--,,..-'--'-~~-'--'-...,,-,:--L-~ 
15 18 20 12 

meses 
ºp<0.05 vs 3 meses (prueba 1-Student) 

Fig .. S. Media± c.c.m. de la nctividacJ neuronal sc.-otoninérgica en POA-Al-IA de 
ratas hembras intactas sacr-ificacJas a diferentes edades. 

Hipotálan10 n1edio basal (llA•l/J) 

En las ratas viejas la concentración de noradrcnalina~ dopmnina y scrotonina 

f"'ue semejante a ta registrada en la hcrnbra cíclica de 3 rncscs de edad (tabla 3). 

Tabla 3 .. Media ± c.c.m. de ta concentración ( ng/rng) de noradrcnalina (NA), 
dopamina (DA) y scrotoninn (5-llT) en l·JJ\r1D de ratas hembras intactas sacrificadas 
a diferentes edades. 

Edad n N.A. DA 5-llT 

3 rncscs 7 2.90 ±o.so 0.83 ± 0.17 2.06 ± 0.39 

13 meses 10 2.76 ± 0.21 0.69 ± 0.49 0.94 ± 0.40 

15 meses 12 2.97 ± 0.24 0.61±0.05 1.49 ± 0.22 

18 rncscs 9 3.93 ± 0.37 1.18 ± 0.14 2.51 ± 0.79 
20 meses 11 2.96±0.13 0.72 ± 0.17 1.45±0.15 
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La actividad de la neurona dopa111inérgica y scrotoninérgica no se 

n1odificó en Jos anin1alcs viejos (Tabla 4). 

·rabia 4.. Media ± c.c.m. de Ja actividad de Ja neurona noradrcnérgica, 
dopnminér-gica y scrotoninér-gicn en el HMB de ratas hembras inlnctas sacrificadas n 
diferentes edades. 

Edad NI\ DI\ 5-HT 

3 rncscs 0.085 ± 0.024 0.070 ± 0.027 0.876 ± 0.702 

12 rncscs 0.002 ± 0.002 • 0.042 ± 0.032 0.324 ± 0.143 

15 meses 0.011 ± 0.003. 0.096 ± 0.017 0.730 ± 0.137 

18 1ncscs 0.006 ± 0.006 • 0.024 ±O.OJO 0.278 ± 0.082 

20 rncscs 0.014 ± 0.004. 0.077 ± 0.018 0.120 ± 0.088 

• p<0.05 vs 3 n1csc:s (prueba t-Student) 

L, actividad neuronal noradrcnérgica fue significativamente n1enor en Jos 

gn1pos de anirnalcs viejos (Fig. 6). 

actividad 
0,12 

0,09 

0,06 

0,03 

3 12 20 

·p<0.05 vs 3 meses, prueba t-Student 
meses 

Fig .. 6 .. Media± c.c.m. de Ja actividad neuronal noradrcnérgica en HMB de ratas 
hembras inractas sacrificadas a diferentes edades. 
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J V. Concentración de e.-.tradio/ y progesterona en plasma 

En los ani1nales de 12 meses de edad la concentración plasmática de 1713-

estradiol fue significativa111cntc rnayor comparada con un animal cfclico en el 

día del diestro 1, pero semejantes al día del estro (Fig. 7). Las hembras de 18 y 

20 meses de edad presentaron una concentración similar a la observada en la 

rata joven en diestro 1. Sólo en la rata de 20 meses la concentración de la 

honnona fue 1nenor a la del anilnal cíclico en la rnailana del estro. 

pg/ml 

40 

30 

20 

10 

3e 3d1 12 15 16 20 
meses 

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

Fig 7. l\tlcdia ± e.c.rn. de la concentración ( pg/rnl) de 17Jl-cstradiol en el suero de 
ratas cíclicas sacrificadas ni estro (3 e) o al dicstro-1 (3 di) o de ratas viejas a 
difcn:ntcs edades. 

Las concentraciones de plasrnáticas de progestcrona en tas ratas de 12 a 

18 1ncscs de edad fueron scrncjantes a las registradas en una anitnal cíclico en 
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diestro-1 o estro. En tanto que a los 20 meses de edad se observó disrninución 

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

ng/ml 

25 

20 

15 

10 

5 

3e 3d1 12 15 

*p<0.05 vs 3 meses en diestro 1 

16 2 º meses 

Fig. 8. Media ± c.c.rn. de la concentración ( ng/rnl } de progesterona en el suero de 
ratas cíclicas sacrificadas al cslTO (3 e} o al diestro-) (3 di) o de ratas viejas a 
diferentes edades. 
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2. Respuesta ovufatoria al reemplazo hormonal con 

gonadotropinas en la rata vieja intacta o con desnervación 

catecolaminérgica inducida por la administración de guanetidina. 

A) 3 meses de edad 

/. C. .. ic/Jcidad y ov11/ac1,J11 

Ninguno de los parámetros evaluados se modificó por la adrninistración de 

solución satina. por lo que los resultados de Jos gn1pos tratados 

fannacológican1cntc se co1npararon con cJ grupo testigo absoluto. 

El patrón de ciclicidad vaginal no se rnodificó por la dcsncrvación. la 

cstirnulación gonadotrópica o la con1binación de estos tratamientos. 

El IOOo/o de los anirnalcs intactos o tratados con solución salina ovularon 

al estro vaginal; en tanto que. sólo 6/1 1 Jo hicieron ante la dcsncrvación 

farmacológica con GTD (p<0.05). La tasa de ovulación en los &-rupos de 

animales intactos o desnervados que recibicrun estimulo gonadotrópico fue 

igual al gmpo testigo (Fig. 9). 

La cuota ovulatoria de los animales estimulados con gonadotropinas fue 

semejante a la observada en el gnipo testigo. La desnervación provocó 

disminución significativa en el número de ovocitos liberados (Fig. 10), esta 

disminución está dada principalmente por el ovario derecho (l .55 ± 0.50 vs 

5. J 5 ± 0.48 ovocitos p<0.05). En el animal desnervado el estimulo con 

gonadotropinas produjo un aumento en el número total ovocitos Jibcrndos,. 

respecto al grupo testigo ( 2 1 .30 ± 1 .63 vs 1 1 .23 ± 0.54 p<0.05). 
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•p<0.05 vs TA y SS (prueba exacta de F1sher) 

Fig. 9. Porcentaje de animales ovulantcs en ratas de 3 meses de e<lad. testigo 
absoluto (TA). tratadas con solución salina (SS), guanctidina (GTD), gonadotropinas 
(GnCs) o desnervadas y estimuladas con gonadotropinas (GTD +-GnCs). 
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• p< O.OS vs TA (prueba de Kruskal -Wallis) 
• p< O.OS vs GTO y Gnt's (prueba Kruskal -Wallis) 

Fig. 10. Media± e.e.m. del númcr-o de ovocitos liberados por- .-atas de 3 meses de 
edad, testigo absoluto (TA). tratadas con solución salina (SS). guanetidina (GTD). 
gonadotropinas (Gnt•s) o desnervadas y estimuladas con gonadotropinas 
(GTD+Gnt's). 
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JI. /'e.'io de los órganos 

La ad111inistración de gonadotropinas en el ani1na1 intacto o desnervado p.-odujo 

un au1ncnto significativo de la 1nasa de los ovarios .-cspccto al grupo testigo 

(Fig. 1 1 ). Mientras que el peso corporal, el útero e hipófisis no se 1nodificó y 

sólo en los anilnalcs intactos csti1nulados con gonadotropinas el peso del timo 

dis1ninuyó significativa1ncntc (tabla 5). 

TA SS GTD Gnt's GTD+Gnt's 

• p< O.OS vs TA (prueba t-Student) 

Fig. 11. Media± c.c.n1. de la n1asn ovárica(rng) de ratas de 3 rncscs de edad 
testigo absoluto {TA), tnitadas con solución salina (SS). guanctidina (GTD). 
gonadot.-opinas (Gnt"s) o desnervadas y estimuladas con gonadot.-opinas 
(GTD+Gnt's). 
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Tabla S .. ri..tedia ± c.c.m. dCt peso corporal. peso del útero. hipófisis y litno de rutas 
de 3 meses de: edad testigo absolulo (TA) trnlndas con solución salina (~~). 
guanctidina (GTD). gonadotTopinas (Gnt's) o desnervadas y cstímulatlas con 
gonadotropinns (GTD+Gnt's). 

Grupo Peso corporal U tero ,.,, 
{mLO\ 

TA 214.72 ± 3.08 363.92 ± 17.32 

Salina 221.00 ± 3.R.7 304.39±12.19. 

GTD 202.89 ± 6.78 333.65 ± 14.5K 

Gnt•s 233.09 ± 13.31 378.88 ± 33.R9 

GTD+GnCs 215.17±4.06 364.58 ± 17.73 

• ¡1< 0.05 vs TA (prueba t-Studcnt) 
• p<0.05 vs SS (prueba t-Student) 

llipúlisis 
{ml!) 

13.26 ± 1.28 

11.66 ± 0.57 

13.(,6 ± 0.72 

13.05 ± 0.91 

253.4·1 ± 10.54 

lKK.77 ± 3!1.20 

215.9.3±8.24 

195..17 ± 14.32º 

216A2 ± 23.68 

111. Concentración y actividad ele /os sistemas ft1onoa1111nérg1co.-.. 

A rea preóptica /Jipota/án1ica anterior (I'OA-AI /A). 

En la rata intacta la administración secuencial de gonadotropinas provocó 

incre1nento en la conccntrnción de noradrcnalina. si111i)ar al que se observó en 

el anitnal desnervado con el n\ismo estimulo honnonal. La concentración de 

dopmnina no se modificó en ninguno de los gn1pos cxpcrilncntalcs; mientras 

que en el animal desnervado y cstilnulado con gonadotropinas se incrctnentó la 

concentración de serotonina. respecto a la del anilnal tratado con guanetidina 

(Tabla 6). 
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,.abln 6. Mcdin ± c.c.m. <le In concentración ( ng/ mg) de noradrcnalina (NA). 
dopantinn (DA) y scrotoninn (5-1 tT) en POA-Al IA de ratas adultas de 3 n1cscs de 
edad testigo nhsoluto (TA). tratadas con gunnctidina (GTD). gonndotropinas (Gnt's) 
o desnervadas y csti1nulndas con gonndotropinns (GTD+Gnt's). 

Gru¡>o n NA DA 5-llT 

TA 7 2. 19 ± 0.41 0.24 ± 0.07 1.63 ± 0.50 

GnCs 11 4.79 ± 0.74 • 0.23 ±0.12 2.46 ± 0.13 

GTD 7 2.90 ± 0.36 0.47 ± 0.71 O.&\ ±0.51 

GiT>·+(in1's 11 -t.05 ± 0.50 • O.H7 ± 0.46 2.45 ± 0.31 • 

• p< 0.05 vs TA (prueba t-Studcnt) 
• p< 0.05 vs GTD (pn1cba t-Studcnt) 

La dcsncrvación situpálica o la cstinu1lació11 con PMSG-hCG no 

1nodificó la actividad neuronal nonu..lrcnérgica. en tanto que el trntatnicnto 

honnonal en hcrnbras prcvia111entc desnervadas provocó disnlinución de la 

actividad de este sistcrna de ncurotrans1nisión. En el anirnal intacto .. de 3 n1cscs 

de edad .. la actividad dopan1inérgica no se detecto con el método utilizado; Ja 

desncrvación simpática • el ree111plazo hormonal o la cornbinación de mnbas 

indujeron au1nento de la actividad. La actividad scrotoninérgica mostró 

aumento significativo en los ani1nalcs con dcsncrvación simpática o estimulo 

con gonadotropinas (Tabla 7). 

Tabla 7. Media ± c.c.m. de la actividad de la neurona noradrcnérgica. 
doparninérgica y serotoninérgicn en POA-AllA de ratas ndultas de 3 meses de edad 
testigo absoluto (TA). tra1adas con guanctidina (GTD). gonadotropinas (Gnt's) o 
desnervadas y cstitnulndns con gonadottopinas (GTD+GnCs). 

Grupo n NA DA 5-llT 

TA 7 0.271 ±0.117 no detectable 0.137±0.041 

Gnt's 11 0.019 ± 0.053 0.213 ±0.099 0.614 ±0.135• 

GTD 7 0.049 ± 0.021 0.037 ±o.o 14 0.027 ± 0.017• 

GTD+Gnt's 11 0.006 ± 0.003 • 0.360 ± 0.273 0.271 ± 0.089 

•p<0.05 VS TA 



Hipotálamo medio basal (f/MB) 

La dcsncrvación inducida por guanetidina incrementó la concentración de 
noradrenatina. La adrninistración de gonadotropinas en el animal intacto o 
desnervado no 1nodificó la conccntracíón de los neurotransmisores cvalu~u.Jos 
(tabla 8). 

Tabla 8. Media ± e.e.m. de la conccnt.-ación ( ng/ rng) de nonu.lrcnalina (NA). 
dopamina (DA) y scrotonina {5-1 IT) en l IMD de natas adultas de 3 1ncscs de edad 
testigo absoluto (TA). tratadas con guanctidina (GTD). gonadotropinas (GnCs) o 
desnervadas y cstirnuladns con gonadotropinas (GTD-• Gnt's). 

GRUPO NA 
TA 2.90 ±0.51 

GNTS 3.42 ± 0.38 

GTD 4.44±0.15 . 
GTD+Gnt's 3.70 ± 0.33 

• p< 0.05 vs TA (prueba t-Studcnt). 

B) "12 meses de edad 

/ . C. ... 1c/iculatl y ov11/ac1ón 

DA 5-llT 

0.83 ±O. 17 2.06 ± 0.3') 

2.JO ± 0.R5 2.10 ± 0.43 

2.67 ± 1.34 2.59 ± 0.01 

0.93 ± 0.34 1.21 ± 0.2·1 

En nuestra cepa de animales el frotis vaginal de las ratas de 12 meses de edad 

se caractcri7...a por la presencia de estro vaginal persistente: en donde 

prcdon1inan las células de descarnación (estro típico). aunque se pueden 

encontrar en menor proporción leucocitos y células nucleada.."iO. 

La dcsncntación provocó rnodificaciones en la citologia vaginal .. de 

111ancra que el 50o/u de los anirnales presentó varios días de diestro. 

La ovulación espontánea ya no se presentó en los animales intactos. 

tratados con solución salina o desnervados. El tratatnicnto con gonadotropinas 

indujo la ovulación en 5 de 13 animales. Esta respuesta :fue semejante si el 

ani1nal es previamente desnervado (Fig. 12). 
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Fig. 12. Porcentaje de animales ovula.ntes en ratas de 12 meses de edad. testigo 
absoluto (TA) tratadas con solución salina (SS). guanetidina (GTD). gonadotropinas 
(GnCs) o desnervadas y cstimualdas con gonadotropinas (GTD+Gnt's). 

Del 38% de anirnales que ovularon ante el estimulo con gonadotropinas 

la cuota ovulatoria por an1bos ovarios fue de 2.40 ± 1 .30~ donde el ovario 

izquierdo ovuló 1 .25 ± 0.95 y el derecho 1 .40 ± 0.57 ovocitos. Cuando se 

realizó la 1nisrna sustitución honnonal en el animal desnervado liberaron un 

número total de 5.5 ± 1.22 ovocitos, el ovario izquierdo ovuló 3. 17 ± 0.95 y el 

derecho 2.33 ± 0.67 ovocitos. sin JJcgar a ser diferentes estadisticamentc 

respecto al !,'TUpo estimulado con PMSG-hCG ( Fig. 13). 
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Fig. 13. Media± e.e.m. del número de ovocitos totales liberados por ratas de 12 
meses de edad. testigo absoluto (TA) tratadas con solución salina (SS). guanetidina 
(GTD). gonadotropinas (Gnt's) o desnervadas y cstimualdas con gonadotropinas 
(GTD+Gnt"s). 

11. Peso de lo.o; órganos 

La masa ovárica de Jos animales desnervados o tratados con solución salina 

fue semejante al grupo testigo. La sustitución hormonal en el animal intacto o 

en el desnervado provocó incremento significativo en el peso de los ovarios 

(Fig. 14). 
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•p<0.05 vs TA y SS (prueba t-Student) 

Fig. 14. Media ± c.e.rn. de la masa ová.-ica(rng) de ratas de 12 meses de edad 
testigo absoluto (TA). tratadas con solución salina (SS). guanctidi.na (GTD). 
gonadotropinas (GnCs) desnervadas y cstin1uladas con gonadotropinas 
(GTD+Gnt's). 

En el grupo con dcsncrvación sianpática disminuyó el peso corporal y el 
peso del timo. respecto al registrado en ratas intactas (tabla 9). 

Tabla 9. Media± c.c.m. del peso corporal • ütc:ro. hipófisis y timo de ratas de 12 
meses edad testigo absoluto (TA). trntadas con solución salina (SS). guanctidina 
(GTD). gonadotropinas (GnCs) o desnervadas y estimuladas con gonadotTopinas 
(GTD+Gnt's). 

Grupo Peso corporal Utrro llip6fisis Tin10 

''" , .. , ... \ lmP\ tmp\ 

TA 13 283.SO .t. 11 13 726 39 .± 69. 18 15.3 ±0 84 94.66 ± 8 00 

SS 6 255.00 ± 1 1 .92 637.95 ±71.63 14.92 ± 1.26 80.70 ± 8.42 

GTD 12 249.53 ± 1 1 .67* 568.66 .± 4 1.22 14.06 ± 1 58 67.74 ± 8.01• 

Gnt's 13 265.0S ± 6.60 670.26 ± •15.05 16.02 ± 0.86 84.32 ± 7.71 

GTD+Gnt's 14 259.93 ± 6.50 697.51 ± 50.79 15.93 ± 0.83 82.53 ± 5.21 

• p< O.OS vs TA (prueba t~Studcnt). 
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I/J. Concentración y actividad de los sist«i:ma~~ n1011oan1i11érgicos 

Área prcóptica hipotalámica anterior (POA-AFIA) 

En la rata de 1 2 rncscs de edad intacta o con dcmcrvación sirnpática. el 

estimulo con gonadotropinas no modificó Ja concentración de noradrcnalina. 

doparnina o scrotonina (Tabla 10). 

Tabla 10. l\.1cdia ± c.c.m. de la concentración (ng/mg) de noradr-cnalina (NA). 
dopamina (DA) y scr-otonina (5-llT) en POA-AJJA de raras de 12 meses de ednd 
testigo absoluto(T .1\.). con estimulo gonadotrópico (Gnt"s) o desnervadas y con 
gonadotropinas (GTD tGnt"s). 

Grupo NA DA 5-llT 

TA 10 4.·11 ±0.60 0.87 ± 0.36 2.40 ± 0.05 

Gnt"s ti 5.25 ± 0.59 0.78 ± 0.08 3. tl! ± 0.58 
GTD+Gnt's l! 6.10± J.23 1.42 ± 0.39 2.72 ± 0.49 

En los anirnalcs intactos de 12 meses de edad no se detectó actividad 

para las ncuron¡is norcdrcnCrgicas. en estos anirnalcs el estirnulo secuencial con 

PMSG-hCG incrc111cntó Ja actividad de estas neuronas (0.200 ± 0.007). el 

1nismo tratmnicnto honnonal en animales prcviarncnte desnervados no provocó 

carnbios. En cuanto al sistema dopmninérgico el lratarnicnto honnonaJ 

dis1ninuyó significativa1nente ta actividad de Ja neurona (0.104 ± 0.009 vs 

0.212 vs ± 0.043,. p< 0.05) y no se modificó si el el anirnal es desnervado antes 

del csJimulo gonadotrópico (0.138 ± 0.029 vs 0.212 vs ± 0.043 NS). La 

actividad scrotoninérgica no se modificó con ninguno de los tratmnicntos. 

39 



/lipotdlamo n1cdio basal (llA'ffJ) 

En et I-IMB ta sustitución'honnonal provocó aun1cnto en la conccntrncioncs de 

lns tres 1nonoa111inas. En el anirnal desnervado y cstiinulado con gonadotropinas 

sólo se incrcn1cnt6 la concentración de noradrcnalina (tabla 11). 

·rabta l t. tv\cdia ± c.c.10. de la concentración (ngfmg) de noradrcnalína (NA). 
dopamina (DA) y scrotonina (5-1 IT) en el 1-tMU de ratas de 12 meses de edad testigo 
nbsoluto(TA). con estimulo gonadntrúpicn (Gntºs) d~sncrvadas y con 
gonadot1upinas (GTD t-Gntºs). 

GRUPO DA 5-llT 

TA 10 2.76 ±0.21 0.69 ± 0.49 0.94 ± 0.40 
GnCs 11 6.30 ± 0.98"" 2.21 ±0.43"" 2.60± 0.55 .. 

GTD+Gnt"s 8 5.87 ± l.26"" 1.19 ± 0.32 2. 13 ± 0.53 

• p< O.OS vs TA (prueba t-Studcnt) 

En el hipotáhuno 1ncdio basal no se detectó actividad para las neuronas 

noredrcnérgicas .. en estos anin1ales el cstilnulo secuencial con PMSG-hCG 

incrementó la actividad de estas neuronas (0.023 ± 0.005). Cstc incrcrnento 

fue aún mayor en los ani111alcs prcvia111cntc desnervados (0.122 ± 0.009). En 

cuanto al sistcrna doparninCrgico. el tratmnicnto honuonal en el anitnal intacto 

no modificó la actividad <le la neurona (O. 111 ± 0.031 vs 0.042 ± 0.032 NS), ni 

en el animal desnervado (0.081 ± 0.014 vs 0.042 ± 0.032 NS). L<> aclividad 

scrotoninérgica no se 1nodificó en ninguno de 1os grupos experimentales. 

IV. Concentración p/asn1át1ca de c .... rraclio/ y progcstcro11a 

La desncrvación fannacológica con GTD indujo un aumento en 1a 

concentración de cstradiol que fue cinco veces mayor al testigo (30.2 ± 3.8 vs 

>150 pg/n1l). La concentración plasn1ática de progcstcrona mostró disminución 

que no llegó a ser estadísticamente significativa (4.2 ± 1.4 vs 15.4 ± 6.2 ng/ml,. 

NS). 
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C) 18 meses de edad 

J. C1clic1dad y ov11/ac1ón 

Al ib'"lial que en las hc1nbras de 12 n1cscs de edad el frotis vaginal se caracteriza 

por la presencia de estro vaginal persistente; en donde predominan las células 

de dcscrunación (estro típico).. aunque se pueden encontrar en rncnor 

proporción leucocitos y células nuclcadas. En los anin1alcs con o sin 

desncrvación simpática,. el trntan1icnto secuencial de gonadotropínas no 

1nodificó la citología vaginal .. es decir las ratas continuaron en estro vaginal 

persistente. 

En el anilnal intacto de 18 n1cscs de edad el cstírnulo gonadotrópico no 

induce ovulación. Esta falta de respuesta tan1bién se observó en el anilnal en el 

que se ha eliminado la infonnación simpática por la administrnción de GTD. 

JI. /'eso de los órganos 

En la hetnbra de 18 meses de edad Ja dcsncrvaeión con GTD no modificó Ja 

masa ovárica .. comparada con la del animal testigo (48.0 ± 8.25 vs 50.88 ± 

10.53; NS). La inyección de gonadotropinas en el animal intacto o en el anitnal 

~csnervado indujo un aurncnto en Ja masa ov¡jrica (Fig. 15). El peso corporal 

y del L'1tcro no se modificó en los anitnales desnervados con o sin cstimulación 

gonadotrópica; en tanto que el peso del titno disminuyó significativamente en 

las hembras tratadas con GTD (tabla 12). 
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• p< 0.05 vs TA (prucb;:l t-Studcnt) 
• p< 0.05 vs GTD (prueba t-Studcnt) 

1-tg. IS. media ± c.c.111. de la 111asa ovúnca de wtas de 18 rncscs de edad. testigo 
absoluto (TA) traladas con soluciün salina (SS). guanctu.Jina (GTD), gonadotropinas 
(GnCs) o desnervadas y estimuladas cun gnnadotropinas (GTDtGnt's). 

Tnbla 12. Media ±e.e m. del peso co1llontl • Ülcro. hipófisis y timo de ratas de 18 
meses de edad testigo absoluto (TA). trnt:1das con solución salina (SS), guanctidina 
(GTD)~ gonadotropinas (Gnt's) o dcsncnradas y estimuladas con gonadotropinas 
(GTD+Gnt's). 

Grupo l•cso corporal 

"" TA to 2~M 30 ±. 12 JJ 

SS 5 2-\7 00 _± 12 22 

GTD 12 260 17 :!:: 8 56 

Gnt's ti ::?RS 90 _t: 5 50 

GTD+Gnt's 13 2<>1 77 1:: 5.11 

•p< O.OS vs TA (ptucba t-Studcnt) 

U tero 
(mg) 

700 ó·I .!. 45 42 

722 60 _t 66 KO 

681 87±5000 

7-is 65 _t: 7o.5K 

679 37 ± 32.75 
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lli¡lófi~is 

'""'' 17 54 :t. l 27 

21 .44 .t 0.8S• 

18 82 ± 1.30 

17.60 ..!: o 60 

16 63 J_ 1.97 

Timo 
lrn~\ 

75 38 ± 5 4Q 

62 22 ± 7 00 

52 16 ± 3 86• 

70 7N ± 7 17 

68.25 1: 4 52 



/JI. Concentración y act1wdad de lo ... sistemas 1t1onoaminér!!ico.'ti 

Área prcóptica hipota/á"1ica anterior (l'OA-AllA) 

En la rata de 18 ttlescs de edad la dcsncrvación farmacológica no modificó la 

concentración de noradrcnalina~ dopamina y scrotonina. El estimulo 

gonadotrópico en el ani1nal desnervado no produjo ca1nbios en la concentración 

de las 1nonoarninas (tabla 13) . 

Tnblu 13. :V1cdia ± e.e.in. de la concentración (ng/mg) de noradrcnalina (NA). 
dopnmina (DA) y scrotonina (5-llT) en l>OA·AllA de ratas de 18 n1cscs de c<lnd 
tcsligo nbsoluto(TA). con dcsncrvación si1npoitica (GTD) o dcsncrvn<las y con 
gonadotropinas (GTD +-Gnt"s). 

GltUl'O N1\o DA 5-llT 

Tl\ 10 4A24 ± 0.391 0.957 ±0.213 2.021 ± 0.284 

GTD 9 3.721 ±0.436 3.397 ± 1.351 2.450 ± 0.245 

GTD+Gnt"s 9 4.706 ± 0.499 2.43 1 ± º· 939 2.374 ±O. 1113 

La actividad de la neurona nor;idrcnCrgica en la hembra de 1 S tncscs de 

edad fue de 0.022 ± 0.007. la dcsncrvación silnp;;itica Ucplcta la actividad de 

este sistc1na y no es rccstablccido por c1 csti1nu1o con PMSG-hCG. El 

tratmnicnto con GTD dis1ninuyó la ::1ctividad dopaminérgica (0.017 ± 0.009 vs 

0.097 ± 0.01'1. p<0.05); en el anin1al desnervado la estitnulación 

gonadotrópica la incrementó (0.162 ± 0.024 vs 0.097 ± 0.014. p<0.05). 

/-/ipotii/a1110 111eclu;1 hasal (HMB) 

En la rata de 18 1ncscs de edad la ad1ninistración de GTD provocó dis1ninución 

en la concentración de noradrcnalina, esta dis1ninución se presentó aún cuando 

el anilnal desnervado es so1nctido al tratrunicnto secuencial con PMSG-hCG_ 
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La concentración .de dopainina y scrotonina no se rnodificó en estos grupos 

experimentales (tabla 14 ). 

T:ablu 14. Media ± c.c.rn. de la concentrnc1on (ng/rng) de noradrcnnlina (NA). 
dopmnina (DA) y scrotonina (5-IIT) en HI\tfB de rntas de 18 meses de edad testigo 
absoluto(TA). con dcsncrvación sirnpñtica (GTD) desnervadas y con 
gon::tdotropinas (GTD+Gnt•s). 

-· 
GIH.l'O NA DA 5-llT 

TA 9 3.93 ± 0.373 1.178±0.13!1 1. 77!1 ± 0.239 

GTD 9 2.62 ± 0.·115 ... 0.569 ± 0.253 1.411±0.078 

GTD+Gnt's 12 2.00 ± 0.228 • 0.713 ± 0.226 1.824 ± 0.095 

• p<0.05 vs TA (prueba t-Studcnt) 

En el hipotálatno medio basal de los anin1alcs intactos no se detectó 

actividad para la neurona noradr-cnérgica. este rnisrno con1ponmnicnto se 

observó en la hernbr-a con sirnpatcctornía con o sin cstirnulación gonadotrópica. 

El tratamiento con GTD no provocó carnbios en la .:1ctividad doparninérg.ica 

(0.069 ± 0.160 vs TA0~0.024 ± 0.01 NS); en el animal desnervado la 

cstimulación gonadotrópica la incr-cmcntó (0.454 ± 0.205 vs 0.02~t ± 0.01 

p<0.05). La dcsncrvacíón silnpátic;i provocó increrncnto en la actividad de la 

neurona serotoninérgica ( 1 .921 ± 0.192 vs 0.278 ± 0.082. p< O.OS) que se 

mantuvo cuando además se estirnuló con gonadotropinas ( J .057 ± O. 1 29 vs 

0.278 ± 0.082, p< 0.05). 
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DISCUSIÓN 

Los resultados presentados en este trabajo rnucstran que en ta rata de Ja cepa 

Cll-ZV la pérdida de la función reproductora. ocurre alrededor de los J 2 meses 

de edad y que está caractcriz..,da por Ja ausencia del ciclo cstral y de ta 

ovulación espontánea. La inervación simpática modula los procesos 

ncuroendócrinos que conllevan a la senescencia reproductiva. 

La cepa de ratas estudiada tiene una cspcran7..a de vida de 22 t: 2 meses 

en condiciones estándar de biotcrio (observación personal). Conforme el anin1al 

va envejeciendo ( 12 1ncscs de edad) aurncnta el peso COflJOral~ debido a la 

acumulación de tejido adiposo. Este au111cnto de peso es sc1ncjantc a lo 

reportado para la rata con sindrornc del ovario poliquistico~ cuya citología 

vaginal corresponde a un estro persistente (Bnrria y col.. 1993 ). 

En los roedores la aciclicidad vaginal es un evento tipico del proceso de 

cnvejccirnicnto rcpro<luctivo que se presenta entre los 6 y los 18 meses de 

edad, dependiendo de la cepa estudiada y cst;i caractcri7 ... ada por periodos de 

cornificación vaginal persistente (EVP) seguidos de ancstro (von1 Saal, 1994). 

En la cepa Cll-ZV la pCrdida del patrón del ciclo cstral se presenta a los 12 

meses de edad. la rnayoría de los aniruales presenta estro vaginal persistente y 

solamente algunos de ellos ( aproxirnadarncntc el 5~-0) llegaron a la condición 

de ancstro a la edad de 20 n1cses. 

En la literatura existe controversia acerca de a que nivel del eje 

hipotálamo-hipófis-ovario, se desencadena el proceso de envejecimiento 

reproductivo. Alt.r-iinos autores proponen que se inicia en el sistema nervioso 

central, por hiperactividad de los astrocitos y degeneración de las neuronas 



(13rawcr y col.. 1983; Finch. 1993; Wisc y col.. 1996 ). Otros investigadores 

postulan que es a nivel del ovario donde se inician estos cambios que conducen 

al cnvcjccin1icnto reproductivo. debido a la dcplcción de los folículos en 

crcci1nicnto1 al au111cnlo de la atresia y a los carnbios en la masa del tejido 

intersticial (Butchcr y Pagc, 1981 ). 

En los roedores senescentes la cornificación vaginal persistente es un 

indicad,,r de que la secreción de los cstrógcnos es tónica, las concentraciones 

plasn1áticas de progcstcrona son bajas y las de FSI 1 son altas y los pulsos de 

LH no ocurren, lo que se traduce en la pérdida de Ja ovulació~cspontánca 

(Huang y col.. 1978; Lu. 1983 ; Nclson y Fclicio • 1985). En la cepa Cll-ZV 

desde Jos 12 hasta los 15 meses de edad. la concentración de cstradiol en el 

plasma es elevada y sernejante a lo descrito en la literatura para anirnalcs viejos 

con la misrna citología vaginal (Lu y coL.. 1981 b). En respuesta a las 

condiciones endócrinas que prevalecen en la rata con EVP se observa 

hipertrofia del útero e involución conspicua en el tirno .. lo que nos pcnnite 

sugerir que durante el proceso de cnvcjccirnicnto la secreción tónica de 

estradiol induce carnbios rnorfo-fisiológicos en varios órganos involucrados con 

la reproducción (vo111 Saal y col.. 1994). 

En las ratas viejas se ha descrito que la concentración plasrnútica de 

progestcrona es aproxin1adamentc la rnitad de la concentración basal. registrada 

en el estro o en la mañana del diestro-) .. de un animal cíclico (l·Iuang .. y col.. 

1978),. estos resultados difieren a los mostrados en este estudio .. donde la 

concentración de Ja hormona es sirnilar a la basal de las ratas cíclicas. Estas 

evidencias nos pcnnitcn sugerir que los ovarios de las ratas Cll-ZV presentan 

una mayor capacidad de sintcti7-'lr progcsterona, lo que se podría probar si al 

darle colesterol n1arcado éste se transforma en progcstcrona. 
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Nclson y Fe licio ( 1985) señalan que en Ja rata en E VP la cantidad de 

folículos es suficiente para dar una respuesta estcroidogénica. Esto se ve 

apoyado por el hecho de que en estos animales Ja concentración plasrniltica de 

la FSH es alta y la secreción es tónica (1 Juang y coL. J 978). Las hembras 

senescentes de la cepa CII-ZV presentan receptividad sexual constante (datos 

no mostrados),. en respuesta a la secreción elevada de cstradiol. lo que pem1ite 

sugerir que en los ovarios aún existe desarrollo Colicular. sin que culmine con la 

ovulación espontanea por la falta del pico prcovulatorio de LJ J. 

Erickson y col. (1979) señalan que en los ovarios de anirnales con EVP. 

el nlnncro de receptores a Ja LI 1 en las células e.Je 141 granulosn es sc1ncjantc al 

de un anilnal cíclico en el día del procstro. En el presente estudio se observó 

que sólo los ovarios de los animales de 12 rnescs de edad. en EVP, son capaces 

de ovular ante el estimulo secuencial de PMSG-hCG,. lo que apoyada que la 

falta de ovulación se debe a la ausencia de Ja elevación brusca de la LI 1 y no a 

cambios en el niuncro de sus receptores en el ovo:1rio. Sin embargo, el csthnulo 

hormonal es capaz de inducir aurncnto de la masa ovárica indepcndientcrncnte 

de la edad de los anirnales: estos resultados difieren a Jo mostrndo por Talbcrt 

(1968). quienes señalan que la respuesta de aumento de peso de las gónadas 

decrece en función de la edad. Las discrepancias observadas entre estos 

estudios pueden deberse a Ja cepa de anin1alcs en estudio. así co1no al esquema 

de administración honnonal utilizado. 

En el proceso de envejecimiento no sólo se suceden carnbios a nivel de 

las gónadas sino también en el SNC. Las neuronas GnR.1-1-érgicas fom1an una 

ruta 1Jamada scpto-prcóptico infundibular que abarca las áreas preóptica. 

anterior, paravcntricular y medial del hipotá1arno (Silvcnnan y col.. 1994). La 

actividad secretora de estas neuronas es controlada por varios sistemas de 
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ncurotnu1sn1isión., entre ellos: los n1onoa1ninérgicos. cuya actividad es modulada 

por los cstrógcnos ( Kon.lon y col.. 1994 ). Se s;1bc que en el animal cicJico .. el 

pico de cstradiol que ocurre en la rnmlana del procstro induce una caída en la 

actividad dopaminérgica e incrcn1cnta Ja noradrcnérgica por Ja tarde de este día 

(entre fas 15:00 y las J 7:00 horas); estos carnbios estimulan él las neuronas 

GnRl-1-érgicas y provocan la secreción prcovulatoria de gonadotropinas que se 

presenta en la tarde del procstro (Rancc y coJ.., J 981 ). Es posible que durante 

el envejecimiento reproductivo se produzcan cambios en los sistc1nas 

monoruninérgicos que se traducirian en la alteración de Ja secreción de Ja 

GnRH. 

Wciland y col. ( J 989) muestran que en el núcleo prcóptico medial del 

hipotálamo (NPM) de ratas que presentan EVP., Ja actividad ncural 

norndrenérgica es menor .. aunque Ja concentración del ncurotr:Jnsrnisor sea 

sirnilar a Ja de un animal cíclico en cJ día del estro. En el prescnlc trabajo se 

observó que en las ratas en EVP Ja actividad ncural noradrcnérgica en 

POA-Al--lA es casi nula,. mientras que Ja doparninérgica es nn1y elcvc:ida, y dado 

que Ja secreción de estradiol se loma consrantc y modcradan1ente clcv:Jda, 

podemos proponer que Ja Caha de ritznicidad en Ja secreción de este csteroide es 

Ja responsable del increrncnto en Ja actividad del sistema doparninérgico y de Ja 

inhibición de Ja actividad noradrenérgica. Este conjunto de eventos se traduce 

en cambios del p3trón de secreción de Ja GnRI l y por ende de LH,. Jo que 

expJicaria la Í."'llta de ovu'3ción espontánea, 3ún cuando hay crecimiento 

folicular. Esto mismo nos lleva a postular que existe un i:"'lctor de liberación 

para Ja LH (LHRI 1) y otro para la FSJ 1 (FSHRH). 

Trabajos rcaJi7..ados por Lu y col.,. (J98Ja) muestran que si ratas jóvenes 

cíclicas o viejas en EVP son ovaricctornizadas y cinco semanas después de Ja 
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operación se les administra una dosis de bcnzoato de cstradiol seguida por una 

de progesterona. el patrón de secreción de la LI 1 es semejante en rnnplitud para 

an1bos gn1pos. aunque de rncnor rnagnitud en las ratas viejas. Esta respuesta no 

se p.-cscnta si la inyección de los estcroidcs se hace tres días después de la 

castración. Estos resultados apoyan la idea de que la dcsccnsibilización en el 

sistcrna nervioso central .. inducida por el estradiol es reversible al inicio del 

cnvcjccin1icnto. y serían los carnbios en los patrones de secreción de Jos 

cstcroidcs los que inducen la pén.Jida de la función rcp.-c>ductiva. 

El conjunto de evidencias n1ostradas en este trnbajo pc.-mite sugerir c1ue 

el cnvcjccirnicnto reproductivo inicialrncntc se n1anificsta por can1bios en el 

patrón de secreción de las honnonas sexuales y que al parecer están 

modulados por la inervación intrinscca de la gónada. 

Varios autores rnucstran que la falta de inervación catccolaminérgica del 

ovado modifica. Ja sensibilidad del ovario a las gonadotropinas. la secreción de 

cstcroides y la ovulación (Chávcz y col.. 1991; Ka\.vaka1ni y col.. 1 981 ~ Lara y 

col.. 1990). En nuestro trabajo. los anirnales jóvenes desnervados por la 

adtninistración de guanctidina responden con supcrovulación al csti.rnulo 

secuencial de PMSG-hCG,. resultados que apoyan la idea de que la inervación 

catccolaminérgica rnodula de rnancra inhibitoria la respuesta del folículo 

ovárico a las gonadotropinas (Chávez y col.. 1991; Flores y col.,. 1990; 

Ka\.vakami y col.. J 98 J) y que participa en la dinárnica del crecinticnto folicular 

y en la selección de aquellos folículos que van a ovular (Dominguez y col.,. 

1991). 

En los ovarios de la rata CII-ZV,. con EVP, existen folículos grandes 

sanos y quisticos (datos no mostrados). Ja histología de estos ovarios es 

semejante a la descrita en animales con síndrome del ovario poliquístico (Barria 
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y coL, 1993; Lara y col.. 1993). En Ja rata vieja Ja disminución en la respuesta., 

ovulatoria puede deberse al incren1cnto en Ja concentración de noradrenalina 

ovárica (Rosas y col.. J 995) tal y como ocurre al inducir el estro vaginal 

persistente por Ja adrninistración de valcrato de cstradíol (Lara Y col .• 1993) 

En las hcrnbras que co1nienzan a presentar EVP. 12 rncscs de edad, la 

capacidad ovulatoria que tienen Jos folículos ante el cstiJnulo gonadotrúpico es 

rncnor <.Jue en un anitual cíclico. Cuando en estos anirnalcs viejos se rcali7...a la 

simpatectomia se induce aumento en la ovulación sólo si son cstirnulados 

honnonalntcnte. sin cntb:ugo. esta respuesta es rncnor a la observada en la 

hembra desnervada a los tres rnescs de edad. Estos resultados nos penniten 

hipotetizar que en Ja rata de 15 rncscs de edad con o sin inervación sirnpfttica, 

no se da la ovulación aún cuando se de el cstirnulo con PMSG-hCG, debido a 

que en el ovario disminuyó la población de foliculos. 

La respuesta del ovario depende de Ja inervación intrínseca y del 

arnbientc hormonal del individuo. Asi. Ja rcb~lación que ejerce la infonnación 

neural en la rata adulta joven es de tipo estimulante, en Ja prepübcr es de tipo 

inhibitorio (Flores y col.,. 1990) semejante a Jo que ocurre en la rata vieja. 

La inervación catecolan1inérgica 1nodula Ja respuesta del ovario 111 vuro a 

Ja hCG. se ha 1nostrado que en la rata prepúbcr desnervada por Ja 

administración de GTD disrninuyc la secreción de progcsterona y estrógenos 

en ovarios incubados en presencia de hCG (Lara y col.~ 1990). Los resultados 

presentados en este trabajo n1uestran que Ja desncrvación fannacológica por 

guanetidina en ratas de J 2 meses. con EVP,. incrementa las concentraciones 

plasmáticas de estradiol y disrninuye Ja de progcstcrona. 

Como ya se rnencionó. Jas ratas viejas en EVP comparten características 

con la hembra que presenta el síndrome del ovario poliquístico. en las que hay 
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aumento de la conccnlración plasn1ática de andrógenos y de la atresia folicular 

(Barría y col .• 1993~ l...."lra y col .• 1993). Estas alteraciones han sido utili7...adas 

para explicar la ausencia de ovulación~ en nuestro 111odclo de estudio se 

observó que en aquellos anirnales que han presentado EVP por un periodo 

mayor a los tres meses. los ovarios se ton1a11 insensibles al cstirnulo secuencial 

con PMSG-hCG. Esta respuesta podría deberse a que el ovario de estos 

animales presenta rnodilicación en el núrncro y/o afinidad de los receptores a Ja 

FSI-1. lo que podria estar disminuyendo la síntesis del complejo enzirnfttico 

P450scc necesario para Ja arornati.,._.ación de los andrógenos. La expresión de 

los receptores a Ja FSI I puede estar nu.:diada por la información ncural que 

transcurre por las fibras sirnpúticas (Fcrruz y col., l 991 ). 

Los resultados del 1nescnte trabajo nos pcnniten sugerir que Jos efectos 

observados en el anirnal c.lcsncn.•ado no se lh:bcn solarncntc a Ja falta de Ja 

infonnación ovñrica. ya que Ja ndrninistración subcutánea de guanctidina~ 

disrninuyc la conccruración de catccola111inas en el HMB. región ubicada por 

fuera. de Ja barrcr;i hernatocnccfúlica . .sin que se rnodificaran en POA-AHA. 

En resun1cn el cnvcjccirnicnlo reproductivo se caracteri:t'..a por la pérdida 

de los ritn1os en la secreción de las honnonas cstcroidcs y de las 

gonadotropinas. De acuerdo a nuestros rcsult~u.Jos podernos proponer el rnodclo 

de regulación del eje hiporala1110-hipófisis-ovario en la rata en estro vaginal 

persistente (Esquc111a 2). Asi. la pérdida de la sincronía en la secreción de las 

honnonas parece originarse en el ovario y estar modulada por la inervación 

simpática . Las concentraciones plasrnúticas de cstrógcnos que prevalecen en 

el anirnal viejo. producidos por los folículos que hnn sido cstin1ulados por las 

concentraciones constantes de Ja FSH. dcscensibiJi7...an a las neuronas 

monoan1inérgicas que regulan la secreción de In GnRH~ en consecuencia • la 

hipófisis produciría rncnor concentración de LH y no se culr11inn con la 

ovulación. 
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.Esquema 2. La pérdida de la sincronía en Ja scc.-cdón de los estrógcnos. la 

progesterona y eJ crecimicnro Calicular están modulados por la inervación simpática 

del ovario. Los Colículos. estimulados por Ja FSH. secretan de manera conslanre 

cstradioJ el cual dcscensibiliza a las neuronas monoaminérgicas que regulan Ja 

secreción de la LHRJ-1 y no se culmina con Ja ovulación. 
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CONCLUSIONES 

La rata de la cepa CII-ZV pierde el ciclo estral a partir de los 12 meses de 

edad y Ja citología vaginal se caracteriza por presentar estro vaginal 

persistente. 

En Jos animales con estro vaginal persistente las concentraciones 

plasmáticas de cstradiol y progcstcrona se mantienen constantes,. y son 

similares a las de un anirnal cíclico sacrificado en Ja ma11ana del estro. 

Estas concentraciones honnonalcs pueden ser responsables del incremento 

en Ja concentración de noradrcnalina y dopamina en POA-AHA . 

En la rata cíclica la inervación sin1patica modula el proceso ovtllatorio de 

manera cstitnulantc y scnsibili;r .. .a al folículo al csthnulo gonadotrópico. 

La rara vieja es capaz de ovular en respuesta al cstírnulo gonadotrópico,. 

cuando éste se rcaJi:;r..a al inicio de la pérdida del ciclo cstral ( 12 meses de 

edad). Esta respuesta es arnplificada si se climin:1 r.,nnacológicamente Ja 

inerv;icíón sitnpática. 

La hipcnrofia que presenta el ovario de la rata vieja. en respuesta al 

estimulo de PMSG-hCG no depende de la edad. ni de la infonnación 

ncural que recibe la gónada. 

En la rata en EVP la inervación simpática modula de manera inhibitoria Ja 

selección de los folículos que van a responder a los estímulos cxógcnos de 

gonadotropinas 
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APÉNDICE 

Cuantificación de monoaminas en el hipotálamo por HPLC 

Obte11~.:1ó11 de muestra.o; 

A tos a.nitnalcs sacrificados se les disecó rápidamente el cerebro. que se colocó 

en una solución helada de suero fisiológico. El cerebro se endureció por 

congelamiento con nitrógeno liquido. Por tncdio de un sistema de navajas 

paralelas se rcaliz...von los cortes de tejido cerebral. con base al atlas del 

cerebro de rata de Pa..xinos y Watson ( 1982) . El área prcóptica hipotalá.lnica 

anterior cotnprcndc entre los 6.7 111m y 7 .7 rnn1 tornando cotno punto de 

referencia la linea intcraura1. Co1no señales de la ubicación correcta del corte se 

usó la presencia de los cuerpos n1amilarcs. El hipotálan10 medio con1prcndc 

entre 5.7 mm y 6.7 rnm intcraura1. Co1no señales de la ubicación correcta del 

corte se usó la presencia del fascículo tnatnilotalán1ico (tig. l ). De estos cortes .. 

con ayuda de un sacabocados (1 mn1 de diámetro intemo) se disecaron las 

porciones izquierda y derecha de cada área y las n1ucstras se guardaron en 

papel alu1ninio a -70 ºC hasta el momento de la cuantificación de monoarninas 

porHPLC. 



, ...... ~~7.7-- tl"rar-• -1...s.-

-·-·· ----· ··---~------------------~ 

Fig .. l .. Localización de POA-Al-IA e HMB (señalados por las flechas) en un conc coronal del 
cerebro de la rata (Tomados de] Atlas de: Paxinos y \Vatson. 1982). 
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Cuantificación de n1onoa1ninas 

La cuantificación. de 1nononminas se rca1izó con la ayuda de un equipo de 

cromatografia liquida de alta resolución (1 IPLC por sus siglas en inglés) 

acoplado a un detector electroquímico (l IPLC-ED). El equipo utili>·..ado está 

compuesto de una bo111ba isocrática digital (L-250 modc1 Perkin Ehncr Co ... 

Nonvalk. C"r. USA) con una válvula de inyección de seis puertos (Rhcodync 

7125 1nodcl, Cotati. CA. USA) con un loop de 20i-d. Se usó una columna de 

fase reversa C\8 (Pcrkin Eln1er Co.) de 250 x 4.6 m111 rellena con partículas de 

Pccosit de lOJ..un. Un detector ampero1nétrico (LC-4C .. Bioanalytical systcms 

lnc.) con un electrodo de trabajo de carbón vidriado ajustado a un potencial de 

0.85V versus un electrodo de referencia de plata-cloruro de plata (Ag/AgCl). 

Para asegurar la 111áxitna sensibilidad del sistema, el electrodo de carbón 

vidriado fue pulido cuando se consideró conveniente. La ganancia del detector 

se ajustó a 2.0 nA y el filtro a 0.1 Hz. Los datos fueron colectados y anali7 .. a.dos 

por una computadora (Modcl l 020 sofl:ware. Pcrkin Elmer) (Fig. 2) . 
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- Inyector Columna C 18 

lmpresom 
ln1cgrador 

Fig. 2. Equipo de HPLC 

A partir de agua ultrapura (>lOMn) .. se preparó una solución tampón de 

citratos (Mcrck-México, SA., Art.244) 0.1 SM, el pH se ajustó a pl-1=3.0 con 

solución saturada de hidróxido de sodio .. y se adicionó 0.46 mM de detergente 

(1-oetane-sulfonic acid, Sigma Chemical Co. USA 0-8380). El buffer se filtró a 

través de una membrana con poro de 0.22~un (Millipore, Bcdford, MA.USA) y 

se dcsgasificó por vacío durante 30 1ninutos. Finalmente se adicionaron los 

co111pucstos orgánicos (4o/o Acctonitrilo y 2°/o Tctrahidrofurano para 

cro1natografia, E. Mcrck, Dannstadt, F.R. Gcnnany). 
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Preparación de estándares 

l-1.s soluciones 1nadrc de cada w10 de los compuestos a analizar noradrenalina 

((-)-Artenerol free base). MHPG (4-Hidroxi-3-Mctoxifcnil Glicol). dopamina 

(3-Hidroxi-tiramina hidroclorada). DOPAC (Aeido 3-4-Dihidroxi-fcnilacético). 

serolonina (5-Hidroxitriptamina) y 5-HIAA (Acido 5-l lidroxiindol-3-acético). 

Todas las sustancias fueron adquiridas a Sigma Chcrnical Co. (St. Louis. Mo. 

USA). 

Calibración del equipo 

El equipo se calibró con el rnétodo de estándar externo. usando el área de los 

picos obtenidos en el cromatograma (Fig_ 3) de tres puntos de calibración (2. 1 

y 0.5 ng) y ajustando una curva lineal que incluye al origen por la regresión de 

minirnos cuadrados. Los valores de correlación obtenidos fueron al menos de 

0.95 para cada una de las sustancias (Fig. 4). 
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Fig. 3 • Cromatog.-ama de un cstánda.- con una concentración de 1 ng donde 

aparecen Jos ticrnpo de .-ctención para cada ncu.-otransmisor. 
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Fig .. 4 .. Calibración del método por regresión lineal incluyendo el origen para 

norndrcnalina en el integrador Model 1020 software de Pcrkin Eln1cr. 
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Cuantificación de "1 7/}-estradiol y progesterona por RIA de Fase 

sólida. 

La cuantificación de J 7'3-cstradioJ o progcstcrona se realizó por radio inmuno 

análisis (RIA) de fase sólida. con un kit Coat-A-Count y utilizando al 12 ' J 

coino marca. 

Obtención de muestras 

Los animales íueron sacrificados por decapitación; Ja sangre colectada se dejó 

coagular por 30 minutos y se obtuvo el suero por centrifugación a 3500 rpm 9 el 

cual se ahnnccnó a -20 ºC hasta Ja cuantificación de J;is honnonas. 

C11antificac1ón de estradiol y progesterona 

El Kit para la dctenninación de éstas honnonas cuenta con rubos en los que se 

encuentra presente un anticuerpo alrainentc especifico para cstradiol o 

progcstcrona con baja rcactividad de cnizmniento para otros con1ponentcs. La 

honnona marcada con 12~ J con1pitc con Ja honnona de Ja muesrra (honnona 

fría) por los sirios de unión al anticuerpo. Ja mezcla se incuba por 3 J1oras a 

temperatura ambiente o bien por 1 hora a 37 ºC ; después de la incubación se 

dccanra todo el liquido. El tubo se coloca en un contador garna modelo cobra 

5005. Packard TM. en donde se dctcnnina Ja concentración de las honnonas en 

función de las cuentas por minuto. La cantidad de radioacrividad presente en cJ 

rubo es inversamente proporcional a Ja CLJ:ntidad de hormona .. La 

concentración plasrnática de la honnona se determina en función de la curva 

de calibración. 
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Curva de calibración 

La curva de calibrnción para t 7p-cstr-Jdiol se obtuvo utili7..ando estándares de 

suero humano. incluidos en el kit. de 2.5. 5.0. !O.O. 20.0. 50.0 y 150 pg 

ajustando una curva scrnilogaritmica contra el valor obtenido de cuentas por 

n1inuto. El coeficiente de correlación fue de 0.9545 y c.:l limite de detección 

2.500 pg (Fig. 5 ). 

La de progcstcrona se elaboró utilizando estándares de 0.1. 0.5. 2.0. 

10.0. 20.0. y 40.0 ng ajustando de la rnisrna 1nancra que para cstradioL El 

coeficiente de correlación fue de 0.9870 y el lhnitc de detección de 0.1000 ng 

(Fig. 6). 
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ESTA 
~l\Ult 

27 Jan 97 09:96 Packard Inatrument Company 
Protoco1 # : 3 E2 
WARNING: CURRENT CURVE FAILS TEMPLATE CRITERIA 
Assay Type RIA CPM 

(X 1000) 

9 30 - ·- -
CPM 

5.13 

2.5000 PG/1\.'IL 

r.m nEM" 
SiliUOIECJI 

BOUND 

-· 
---

150,000 

STO 11 

2 

CPM 

9303 
9149 
8501 
8137 
7106 
5131 

DEFINED DOSE 'J; B/F CALC. DOSE % DIFF 

3 
4 
5 
6 
7 

Curve fit 
Corr. Cocf. 
Oct. Limic. 
%NSDrrotA11 
ED20 
%Digm.:i Std. 
lntcrccpt 

LOGIT 
0.9545 
2.5000 

OFF CURVE 
3.0176 
0.52880 

2.50000 
5.00000 

10.00000 
20.00000 
50.00000 

150.00000 

Transf"onn : LOO 

ED 50 : OFF CURVE 

Fig. S Cutva de calibración para cstTndiol 

-' 

4.13854 
4.75763 
8.59683 

12.07056 
32.65970 

280.98660 

Transfonn Y 
Slopc 
Para. Cocf 
%RcfrTotal 
ccd 80 

65. 54 
-4. 85 

-14. 03 
-39.65 
-34.68 
67.32 

LOGIT 
-O 4886 

43.819 
OFF CURVE 



27 Jan 97 09:96 Packard Instrument Company 
Protoco1 U : 3 P4 
WARNING: CURRENT CURVE FAILS TEMPLA.TE CRITBR:IA 
Assay Type RIA CPM 

(X 1000) r- . 
1.31 r~---

CPM 

0.14 

STO # 

2 
3 
4 
5 
6 
7 

0.1000 

Curve fil 
Corr. Cocf". 
Oct. Limil. 
%NSBrrotal 
ED20 
'Y .. Dig.rn:i Std. 
lntcrccpl 

CPM 

13112 
10590 
6694 
3141 
2200 
l..432 

LOGIT 
0.9870 
0.1000 

1.3271 
2.4311 
-1.2567 

·----

DEFINED COSE 

0.10000 
0.50000 
2.00000 

10.00000 
20.00000 
40.00000 

NG/ML 

.. B/F 

Tr.msfonn: LOG 

EO 50: OFF CURVE 

.. ~ig. 6. Curva de calibración para progestcronn 
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BOUND 

• 
40.0000 

CALC. DOSE % DIFF 

0.16587 
0.34182 
0.31494. 
9.02056 

21.00455 
56.63426 

Transf"onn Y 
Slopc 
Para. Cocf". 
%RcUTotal 
EDBO 

65.87 
-31.64 
-34. 25 
-9.79 
S.02 

41.59 

LOGIT 
-1.0541 
0.9757 
39.310 
OFF CURVE 
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