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RESUMEN

La fuente principal de noradrenalina del hipotalamo se origina del nucleo locus
coeruleus (LC), participa en la regulacion de la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas
en el animal adulto; sin embargo, su participacion no es clara en el animal juvenil. Por ello, en
el presente estudio se analizaron los efectos de la administracion del neurotéxico
noradrenergico el N-2-cloroetil-N-etil-2-bromobenzilamina (DSP4) de forma localizada en el LC
(10ug/1ulL) o por via sistémica (50 mg/kg) en la etapa juvenil (30 dias de edad) sobre el inicio
de la pubertad, la primera ovulacion, la concentracion sérica de hormonas esteroides
ovaricas (progesterona, testosterona y 17p-estradiol) y en los cambios en la concentracion de
noradrenalina y del 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en el hipotalamo, la hipdfisis y los

ovarios.

En los animales que se les inyectd por via sistémica DSP4 independientemente del
régimen de tratamiento (una o tres dosis) se retrasé la edad de la apertura vaginal (Una dosis:
38.0 £ 1.01 vs. 34.6 £ 0.6; Tres dosis: 41.3 £ 1.1 vs. 36.3 = 1.3, p<0.05) y del primer estro
vaginal (Una dosis: 40.5 + 1.1 vs. 36.4 + 0.6; Tres dosis: 42.5 + 0 .9 vs. 38.8 + 1.1, p<0.05)
respecto al vehiculo. EI numero de ovocitos liberados fue menor en los animales que
recibieron DSP4 por tres dias consecutivos (4.9 £ 0.8 vs. 6.8 + 0.8, p<0.05).

En los animales que recibieron DSP4 por via sistémica disminuyo la concentracién de

progesterona y 17p-estradiol.

En el hipotalamo anterior de los animales que recibieron tres dosis de DSP4, aumento
la concentracion de MHPG vy la relacién [MHPG]/[NA]. En el hipotalamo medio de los animales
que recibieron una sola administracion de DSP4 disminuyd la concentracién de NA, del MHPG

y la relacion [MHPG]/[NA] y en la hipdfisis NA fue mayor.

En los animales con lesion izquierda (LC-l) o derecha (LC-D), se retrasé la edad de la
apertura (LC-l: 43.6 £ 1.5 vs. 38.7 £ 0.6; LC-D: 44.4 £ 1.3 vs. 38.4 £ 0.7, p<0.05) y del primer
estro vaginal (LC-l: 44.0 £ 1.1 vs. 39.7 + 0.6; LC-D: 45.9 + 1.6 vs. 39.9 £ 0.9, p<0.05) y el
numero de ovocitos liberados (LC-l: 4.6 £ 0.5 vs. 6.4 £ 0.7; LC-D: 4.5 + 0.2 vs. 7.0 £ 1.3,

~] ~



p<0.05) y la concentracion de progesterona y 17p-estradiol. En el hipotalamo medio
disminuy6 la concentracion de NA y la relacion [MHPG]/[NA] fue mayor. En la hipdfisis

disminuyd la concentracién de NA y del MHPG.

Los resultados de este estudio permiten sugerir que el sistema noradrenérgico que se
origina en el nucleo locus coeruleus participa de manera estimulante en los mecanismos
neuroendocrinos que regulan el inicio de la pubertad, la primera ovulacion y la secrecion de

hormonas esteroides.

~ 1] ~



INTRODUCCION

La pubertad es la etapa biolégica que une la inmadurez con la madurez sexual,
durante la cual se presentan cambios morfologicos y fisiologicos en el individuo (Calzada y
colaboradores, 2001). Dichos procesos son resultado de cambios neuroendocrinos en el eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada, los que se inician desde la etapa embrionaria y que culminan

con la pubertad (Lopez y Charro, 1994).

Considerando parametros morfolégicos y los eventos que se producen en el eje
hipotalamo-hipdfisis- génada, Ojeda y Urbanski (1988, 1994) dividen el desarrollo previo a la
pubertad en cuatro etapas: neonatal, del nacimiento hasta el dia 7 de edad; infantil, del dia 8
al dia 21; juvenil, del 22 y termina alrededor del dia 30 y peripuberal, del 31 al dia que

presentan la primera ovulacion.

En la hembra de los roedores una de las senales externas que es un indicador del
inicio de la pubertad es el rompimiento del epitelio que cubre la vagina (apertura vaginal), la
cual se produce en respuesta a la estimulacion estrogénica; este evento se presenta entre el
dia 35 y 38 de edad. La citologia vaginal en este momento presenta caracteristicas de
proestro o estro y la primera ovulacidon se presenta alrededor de las 24 o 48 horas

posteriores a la canalizacion vaginal (Becu y Lacau, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

En la rata hembra, en los dias previos a la primera ovulacién ocurren cambios
morfolégicos en el ovario y el utero. Con base en estudios histologicos se muestra que la
actividad del ovario se inicia aproximadamente ocho dias antes de la primera ovulacion y se
manifiesta por el crecimiento folicular y aumento del porcentaje de foliculos grandes que son
potencialmente capaces de producir estrogenos y por la hipertrofia de la teca interna. Por
otra parte, el peso del utero aumenta paralelamente con la secrecion de estrogenos por el
ovario. El estroma del endometrio y del miometrio se hipertrofia, el epitelio luminal aumenta
tres veces su tamafo y el peso del utero ha alcanzado su tamafio maximo para el dia que

precede la primera ovulacién (Arata de Bellabarba y colaboradores, 1981).



Las funciones del ovario, secrecion de hormonas y la ovulacion, son reguladas por la
interrelacion de una serie de mecanismos neuroendocrinos, que se llevan a cabo en el eje
hipotalamo-hipofisis-ovario (Fink, 1988). En el hipotalamo, se encuentran las neuronas
productoras de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), que es liberada de
forma pulsatii a los vasos porta de la adenohipdfisis. En ésta, se encuentran los
gonadotropos, que son las células productoras las gonadotropinas; hormona estimulante del
foliculo (FSH) y luteinizante (LH) que son liberadas al torrente sanguineo y transportadas al
ovario en donde se unen con receptores especificos de alta afinidad y ejercen dos funciones,
estimular la produccion de los gametos (6vulos) y de esteroides sexuales (progesterona [P4],
testosterona [T] y estrogenos [E2]) (Mansilla, 2000; Halvorson y Chin, 2001; Redondo y
Viadero, 2008).

Ojeda y Urbanski (1994) clasificaron en cinco etapas la cascada de eventos que se

presentan en los dias cercanos a la pubertad y a la primera ovulacion:

Anestro

Las hembras presentan en los ovarios foliculos grandes, el utero es pequefo, no hay
presencia de fluido intrauterino y la vagina esta cerrada. Se producen los cambios diurnos en
la liberacion de LH (aumentos bruscos en la concentracion plasmatica de esta hormona, los
“picos” presentan una mayor amplitud en la tarde). En el ovario disminuye el numero de
receptores a la GnRH y se incrementan los de la LH y los - adrenérgicos (Ojeda y Urbanski,
1994; Ojeda y Skinner, 2006).

Proestro temprano

En esta etapa se acelera el crecimiento uterino, hay presencia y acumulacién de
fluido intraluminal, como resultado de la accion de los estrogenos y la vagina permanece
cerrada (Castro-Vazquez y Ojeda, 1976; Ojeda y Skinner, 2006). En los ovarios se observan
foliculos en crecimiento, el numero de receptores a LH y en el plasma la concentracién de
FSH y LH aumentan gradualmente (Advis y colaboradores, 1978; Ojeda y colaboradores,
1990). Esta etapa se divide en proestro temprano-1 y proestro temprano-2, tomando como
criterios de la cantidad de fluido intraluminal y el peso del utero (Ojeda y Skinner, 2006).



Proestro tardio

Corresponde al primer proestro. Aumenta el volumen del utero debido a que se
encuentra lleno de liquido, el peso y la acumulacion de fluido llegan a su maximo y en la
mayoria de las hembras la vagina permanece cerrada (Castro-Vazquez y Ojeda, 1976; Ojeda
y Skinner, 2006). En los ovarios se observan foliculos preovulatorios, el numero de
receptores a la FSH es mayor en relacion con el anestro y los de la LH continian en aumento
(Ojeday colaboradores, 1983, Ojeda y Skinner, 2006).

Cuando la concentracion de estrégenos es similar a la que se presenta en la tarde
del proestro del animal adulto, aumenta la liberacion de la GnRH y como consecuencia la
secrecion preovulatoria de las gonadotropinas, las que al actuar en el ovario inducen el
crecimiento y la maduracion del foliculo que culmina con la primera ovulaciéon (Ojeda y
Urbanski, 1994).

Estro

Esta etapa corresponde a la primera ovulacion, el fluido uterino ya no esta presente,
en los ovarios se observan cuerpos luteos recién formados y se presenta apertura vaginal, la
citologia vaginal muestra predominancia de células cornificadas sin nucleo (Ojeda y Skinner,
2006). La concentracion de los estrégenos, FSH y LH en plasma son menores respecto a la
tarde del proestro y la de progesterona es mayor (Ojeda y Urbanski, 1988; Ojeda y

colaboradores, 1990).

Primer diestro

La citologia vaginal se caracteriza por la predominancia de leucocitos, ademas de la
presencia de cuerpos luteos maduros en el ovario (Ojeda y Skinner, 2006). Las
concentraciones de estrégenos, FSH y LH se mantienen bajas en comparacion a la tarde del
proestro y la de progesterona disminuye ligeramente (Ojeda y colaboradores, 1990).



Hipotalamo y la hormona liberadora de las gonadotropinas

El hipotalamo es el centro integrador esencia en la supervivencia de un organismo y
la especie. Cada parte del sistema nervioso central (SNC) comunica con el hipotalamo y esta
sujeto a su influencia. Ademas, el hipotalamo comunica con los 6rganos periféricos mediante

sefales endocrinas y responde a sus estimulos aferentes.

El hipotalamo se localiza en la base del diencéfalo, por debajo del talamo, juntos
forman las paredes laterales del tercer ventriculo. El quiasma éptico se localiza en la parte
anterior al hipotalamo y los cuerpos mamilares en la posterior. Las neuronas hipotalamicas
se forman a partir de la porcién ventral del diencéfalo embrionario, predominantemente
durante el segundo o tercer mes de la gestacién humana y durante la segunda semana de la

embriogénesis de los roedores (Yen, 2001; Sanders, 2004).

En el hipotalamo, las neuronas productoras de la GnRH forman redes laxas
dispersas, son bipolares y de forma fusiforme con axones finos que se proyectan
predominantemente a la eminencia media (EM) y al tallo infundibular, lugar donde se libera
dicha hormona (Yen, 2001; Casabiell, 2006).

En la rata, las neuronas GnRHérgicas se localizan en el area predptica medial, la
banda diagonal de Broca, el érgano vasculoso de la lamina terminal, las areas septales y el
hipotalamo anterior (Kronenberg y colaboradores, 2009). La GnRH es un decapéptido, que
se forma de un péptido precursor (pre-pro-GnRH) de aproximadamente 10,000 daltones. El
precursor consta de tres regiones principales: la secuencia sefal de 23 residuos de
aminoacidos, que participa en la internalizacion del precursor a la luz del reticulo, seguido por
la secuencia que da origen a la GnRH, y separado por un par de aminoacidos basicos se
encuentran un péptido de 56 aminoacidos, denominado “péptido asociado a la GnRH” (GAP).
El precursor de la GnRH se corta por acciéon enzimatica en el reticulo endoplasmico para dar
origen a la pro-GnRH, que se transfiere al aparato de Golgi donde se produce la ruptura
proteolitica de la cadena. Posteriormente, la GnRH y el GAP se almacenan en vesiculas de
secrecion. La GnRH se transporta por el axén, hasta la terminal nerviosa que llega ala EM y
se libera al sistema de vasos portal hipotaldmico-hipofisario (Busby y colaboradores, 1987;

Charli y colaboradores, 1991; Libertun, 2002).
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La GnRH se fija a su receptor y en la adenohipdfisis estimula la sintesis y liberacién
de LH y FSH. El receptor de la GnRH esta acoplado a la proteina G y tiene siete dominios
transmembranales, esta distribuido inicialmente de manera uniforme sobre la superficie de la
célula, pero el acoplamiento con la GnRH induce su dimerizacion, el numero de receptores
es variable y esta directamente relacionado con la capacidad de los gonadotropos para

secretar las gonadotropinas (Yen, 2001; Kronenberg y colaboradores, 2009).

La LH y FSH son glucoproteinas conformadas por dos cadenas polipeptidicas, alfa
(a) y beta (B), unidas en forma no covalente. La cadena a es idéntica en ambas
gonadotropinas y difieren en la cadena B, la cual les confiere la especificidad biolégica

(Kronenberg y colaboradores, 2009; Vélez y colaboradores, 2004; Jacome, 2005).

Eje hipotadlamo- hipofisis- ovario

Las gonadotropinas en el ovario se unen a sus receptores especificos y estimulan el
crecimiento y diferenciacion del foliculo y como consecuencia la ovulacion, asi como la

esteroidogénesis (Planas, 2005).

Foliculogénesis

En el ovario, los foliculos primordiales se localizan en el estroma de la corteza justo
debajo de la tunica albuginea. El ovocito esta rodeado por una capa de células foliculares
aplanadas y posee un nucleo provisto de eucromatina dispersa y un nucléolo grande. El
citoplasma del ovocito, contiene un cuerpo de Balbiani (acumulacién localizada de vesiculas
y membranas del aparato de Golgi, reticulo endoplasmastico, abundantes mitocondrias y

lisosomas) (Ross y Pawlina, 2008).

Conforme el foliculo primordial se convierte en un foliculo en crecimiento, las células
aplanadas que rodean al ovocito proliferan y se tornan cuboidales, lo que constituye la capa
de la granulosa, convirtiéndose en el foliculo primario (Ross y Pawlina, 2008; Fabregues y
Balasch, 2009).



Conforme las células de la granulosa proliferan, las células del estroma se
transforman en la teca folicular, que se organiza en una capa interna de células secretoras,
(teca interna) y una capsula fibrosa externa (teca externa). La teca interna esta organizada
en una capa celular con disposicion circular en toda la superficie del foliculo y recibe una red
extensa de vasos pequeinos. La teca externa contiene células musculares lisas, haces de
fibras de colageno y vasos sanguineos que se dirigen hacia la teca interna. Entre las células
de la granulosa y de la teca se localiza la lamina basal, que representa un limite bien definido

entre estas capas (Ross y Pawlina, 2008; Sadler, 2008).

Cuando al foliculo lo forman de 6 a12 capas de células de la granulosa, entre estas
aparecen cavidades llenas de liquido folicular, el cual almacena los factores que nutren al
ovocito y a las células de la granulosa, a medida que continia acumulandose el liquido, las
cavidades se unen y forman una cavidad unica, el antro folicular, en este momento el foliculo
se denomina secundario o antral (Gonzalez-Merlo y Gonzalez, 2006; Ross y Pawlina, 2008).
El ovocito deja de crecer, debido a la accion del péptido inhibidor de la maduracién oocitica

(OMI), que secretan las células de la granulosa (Ross y Pawlina, 2008).

En el foliculo maduro o preovulatorio, la capa de la granulosa se torna mas fina
conforme el antro aumenta de tamafio y la teca se torna prominente (Gonzalez-Merlo y
Gonzalez, 2006) (Figura 1).

Los foliculos preovulatorios contienen concentraciones altas de estrégenos y
progesterona, mientras que la de andrégenos es baja; en los foliculos pequefos, la relacion

androgenos/estrogenos es mayor (Gonzalez-Merlo y Gonzalez, 2006).



Figura 1. Esquema que representa la estructura del ovario (Modificado de Freeman, 2006).



Esteroidogénesis

En los tejidos esteroidogénicos; ovario, testiculo y glandula adrenal, la ruta de
sintesis de las hormonas esteroides es similar (Arechavaleta-Velasco y colaboradores,
2009). En el ovario, la LH se une a las células de la teca y favorece la formacion del
adenosin monofosfato ciclico (AMPc), el cual actia como segundo mensajero y activa la
cascada de sefalizacion que conduce a la sintesis de testosterona; favorece la disponibilidad
de colesterol libre y como consecuencia que se inicie la esteroidogénesis, las células de la
teca, captan las lipoproteinas de la sangre, las que son la fuente del colesterol y recibe
lipoproteinas, que serviran de material para la produccién de colesterol. El colesterol-LDL
(C27) pasa al interior de las mitocondrias y es convertido en pregnelonona (C21) y acido
isocaproico por la enzima 20-22 desmolasa (P450scc). Este proceso constituye el paso
limitante en la sintesis de esteroides (Pombo y colaboradores, 1997; Melmed, 2011). En el
reticulo endoplasmico liso la pregnelonona puede ser biotransformada por dos rutas
esteroidogénicas, la A4 y A5. En la ruta A5, la pregnelonona se transforma en 17a-
hidroxipregnenolona; posteriormente en dehidroepiandrosterona por accidn del complejo
enzimatico citocromo P450 C17 (la 17a-hidroxilasa y la C17-20-liasa) y después es
transformada a androstenediona por la enzima 3[3- hidroxiesteroide deshidrogenasa. Por otra
parte, en la ruta A4 la pregnenolona es convertida a progesterona por accion de la enzima
17a-hidroxilasa, a su vez dicha hormona es convertida a 17a-hidroxiprogesterona por accion
del citocromo P450. Esta ultima hormona es transformada a androstenediona por la C17-25
liasa y posteriormente a testosterona. La androstenediona y la testosterona difunden a
través de la membrana basal a las células de la granulosa donde son aromatizados a
estrogenos por la enzima aromatasa, que se activa por accién de la FSH (Eckstein, 1977;
Brodie, 1983; Gonzalez-Merlo y Gonzalez, 2006) (Figura 2).



Figura 2. Modelo de la doble célula-doble hormona que explica la sintesis de los esteroides
en el ovario. Los andrdégenos son secretados en las células de la teca por accion de la LH.
En las células de la granulosa los androgenos son aromatizados a estrogenos, los cuales se
liberan a la circulacién o al antro folicular. LH (hormona luteinizante), FSH (hormona
estimulante del foliculo), LH-R (receptor de la hormona luteinizante) y FSH-R (receptor de la

hormona estimulante del foliculo) (Modificado de Sanchez-Criado, 2003).



Ovulacién

Para que se produzca la ovulacidon es necesaria la accién conjunta de los “picos”
preovulatorios (aumento brusco y de corta duracion de la concentracion plasmatica) de LH y
FSH. La LH activa la maduracion del ovocito, reanuda la meiosis inhibida hasta ahora por la
presencia de elevadas concentraciones de AMPc. En el ovocito, este reinicio ocurre una vez
que los “picos” preovulatorios de FSH y LH provocan la disminucion de AMPc. Otra funcién
de la LH es la luteinizacion de las células de la granulosa, al incrementar la actividad del
AMPc, por la cual se produce un aumento en la produccion de progesterona, este aumento
induce un efecto de retroalimentacion negativa sobre la LH, con lo que disminuye la
secrecion de esta hormona. La progesterona incrementa la flexibilidad de la pared del
foliculo, probablemente aumentando la actividad proteolitica de enzimas como la colagenasa,
lo cual origina la desaparicidon del tejido colageno. La LH, ademas estimula la produccion de
prostaglandinas, que favorece la ruptura de la pared del foliculo. La FSH, activa a enzimas
proteoliticas como la plasmina e induce la sintesis de receptores a la LH (Casabiell, 2006;

Gonzalez-Merlo y Gonzalez, 2006) (Figura 3).

Una vez expulsado el ovocito, las células de la granulosa aumentan de volumen y es
vascularizada por una serie de capilares procedentes de la teca. Esta se engruesa y la
cavidad folicular se rellena de sangre y linfa, mientras que las células de la teca como las de
la granulosa por acciéon de la LH se luteinizan y forman el cuerpo luteo. Aunque esta
estructura recién formada produce estrégenos y androgenos, su principal producto de
secrecion es la progesterona, que inhibe el desarrollo de nuevos foliculos, al ejercer una
doble accién: 1) en el ovario inhibe la acciéon de la P450 aromatasa y retarda las
modificaciones que los estrogenos producen durante la foliculogénesis e 2) inhibe la
liberacién de gonadotropinas (Casabiell, 2006; Gonzalez-Merlo y Gonzélez, 2006; Martin y
Caron, 2007).

~ 10 ~



Hormona luteinizante

Hormonas esteroideas del foliculo
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Figura 3. Eventos que se producen durante la ovulacion (Modificado de Tresguerres y

Castillo, 2003).

Una vez seleccionado el foliculo dominante, los foliculos restantes, que habian

iniciado su desarrollo degeneran, proceso fisioldgico conocido como atresia folicular. Durante
este proceso, en el foliculo disminuye el numero de receptores de la FSH y LH, pero la teca

conserva durante algun tiempo su capacidad de respuesta a la LH produciendo andrégenos

(androstendiona y testosterona) (Tresguerres y Castillo, 2003).
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Regulacion de la hormona liberadora de las gonadotropinas

La secrecion de la GnRH por la células hipotalamicas es regulada por un doble
control, hormonal y nervioso. El control hormonal se realiza por mecanismos de
retroalimentacion inhibitorios y estimulatorios que ejercen los esteroides gonadales (Charli y
colaboradores, 1991). El control neural comprende la regulacion de la actividad de la neurona
productora de GnRH por otras estructuras como nucleos del rafé, locus coeruleus, bulbo
raquideo y tracto tuberoinfundibular (Yen, 2001; Teran y colaboradores, 2008), por medio de
la liberacion de diferentes neurotransmisores como noradrenalina, dopamina, serotonina,
acido gama-aminobutirico, péptidos opioides enddgenos, neupéptido Y (NPY), galanina
(Kronenberg y colaboradores, 2009) y los aminoacidos excitadores como el glutamato y el
aspartato (Moguilevsky, 1994). Esto se logra por la interaccion sinaptica entre los axones y el
soma de los diferentes sistemas de neurotransmision o las fibras nerviosas de las neuronas
GnRHeérgicas (Gore, 2002).

Sistema noradrenérgico

Los cuerpos de las neuronas que sintetizan noradrenalina (NA) estan agrupados en
tres areas del encéfalo; el nucleo locus coeruleus (LC), el sistema tegmental lateral del

mesencéfalo y el grupo bulbar dorsal (Rosenzweig y colaboradores, 2005).

El LC, principal nucleo noradrenérgico, se localiza en la base del cuarto ventriculo y
en la region dorsolateral al nucleo reticular pontino (Conn, 2008). Las neuronas del LC son
de tamafo medio, con un nucleo largo y un nucléolo prominente. El citoplasma contiene un
aparato de Golgi bien desarrollado alrededor del nucleo y los cuerpos de Nilss estan
agrupados en los polos del soma. Las células del LC tienen ramas dendriticas
longitudinalmente, orientadas rostrocaudalmente dentro del tronco encefélico (Loughlin y
Fallon, 1985).

Al LC se le divide dividido en dorsal y ventral o en cinco subregiones (dorsal, ventral,
anterior, A4 y subcueruleus). Con base en la morfologia, localizaciéon y orientacion se

distinguen diferentes tipos de células en esta regiébn. La regidn dorsal contiene



aproximadamente 1400 células orientadas oblicuamente de la regién dorsolateral a la
ventromedial. La regidn ventral consta de aproximadamente 250 células, pero a comparacion
de la region dorsal, estas no tienen una clara orientacion y su densidad es mas baja
(Loughlin y Fallon, 1985).

Las células que conforman al LC reciben fibras aferentes que provienen del nucleo
dorsal del rafé y del pontino, de la corteza, la sustancia gris periacueductal y del hipotalamo
(Conn, 2008). Las fibras que salen del LC se agrupan en dos vias, la dorsal y ventral. La
dorsal se dirige a la corteza, hipocampo y amigdala, mientras que el fasciculo ventral inerva
al hipotalamo anterior y area preoptica (Helena y colaboradores, 2006). Las neuronas

GnRHérgicas expresan receptores a NA del tipo a-18 y a-2a (Neill y colaboradores, 2006).

La regién A6 localizada en el LC conforma la via dorsal que inervan la espina dorsal,
corteza, el cerebelo, hipocampo e hipotalamo. La via ventral, corresponde a la region A1, A2,
A5 y A7, se localiza en el area tegmental ventral e inervan el érgano vasculoso de la lamina
terminal y al hipotalamo (Anselmo-Franci y colaboradores, 1997) (Figura 4). En el
hipotalamo, la NA se localiza en la parte central y rostral de la EM se extiende a la region del
surco tubero-infundibular y rodea el area dorsomedial de la pars tuberalis de la hipdfisis y el
area preoptica medial (Day y Willoughby, 1980; Wright y Jennes, 1993). En la banda diagonal
de Broca, alrededor de la lamina terminal del 6rgano vasculoso, la porcion lateral del tercer
ventriculo y en la capa subependimal de la EM existe una sobreposicién de fibras

noradrenérgicas y GnRHérgicas (Jennes y colaboradores, 1982).
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Figura 4. Organizacion de las vias noradrenérgicas en el cerebro de rata (Modificado de
Young y Cohen, 1979).

La NA es sintetizada a partir del aminoacido L- tirosina, la enzima tirosina-hidroxilasa
lo convierte en dihidroxifenilalanina y se transforma en dopamina, por la DOPA-
descarboxilasa. A partir de la dopamina se origina la NA por la accion de la dopamina-f3-
hidroxilasa. La NA se almacena en vesiculas en la terminal nerviosa presinaptica cerca de la
membrana celular (Zrro, 1984) (Figura 5). En el cerebro de la rata recién nacida, la
distribucion de NA esta relacionada con la actividad de la enzima tirosina-hidroxilasa, DOPA-
descarboxilasa y dopamina-f-hidroxilasa, que se les identifica a partir de los primeros 15 dias

de gestacion (Coyle y Henry, 1973).

Se han identificado dos familias de receptores a noradrenalina los o y B-
adrenérgicos, que a su vez poseen subtipos: tres tipos de B (Bi, B2 y B3), cuatro para a-1 (o-
1A, O- 1B, O~ 1C, Y G- 1D) Y tres para a-2 (a-2a, o-28 y a-2¢) (L6pez-Mufioz y Alamo, 2009). Los
receptores adrenérgicos son receptores asociados a la proteina G que activa segundos
mensajeros. La NA al unirse con los receptoresp, estimula la producciéon de AMPc y
desencadena la fosforilacion de las proteinas celulares, pero cuando se une a los receptores
o-1 activa a la enzima fosfolipasa C, que favorece la produccion de los mensajeros,

inositoltrifosfato y diacilglicerol (Silverthorn, 2009).
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La NA se inactiva después de que se recaptura en la terminal presinaptica, en donde
la enzima monoamino oxidasa (MAQ) la degrada por desaminacion oxidativa. Existe también
otra enzima que limita sus acciones, la catecol-ortometil- transferasa (COMT), localizada en
el espacio sinaptico, la cual inactiva a la NA mediante la metilacion que presenta el atomo de
carbono en el anillo aromatico, con lo que se crean barreras de difusién por impedimento

estérico (Contreras y colaboradores, 2002).

Neurona
presinaplica Meurona
postsinaptica

Hendidura
sinaptica

Receptor

Mitocondria

Receptor

Metabolitos
inactivos

Metabolitos
inactivos

Varicosidad

Figura 5. Representacion esquematica de los pasos de la sintesis, liberacion y catabolismo
de noradrenalina en la neurona. TH (tirosina hidroxilasa), DOPA (dihidroxifenilalanina), DD
(DOPA-descarboxilasa), DBH (dopamina-B-hidroxilasa), NA (noradrenalina), ATP
(adenosintrifosfato), MAO (monoaminoxidasa), COMT (Catecol-O-metiltransferasa)
(Modificado de Young y Cohen, 1979).
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Ademas de su distribucién en el SNC, la NA se localiza en érganos periféricos como
la glandula adrenal y los ovarios. El ovario de los mamiferos recibe inervacion simpatica,

parasimpatica y sensorial (Ricu y colaboradores, 2008).

La diferencia mas importante entre la transmision noradrenérgica del SNC reside es
el catabolismo, ya que en él, el producto final de la degradacion de la NA es el 3-metoxi-4-
hidroxifeniletilenglicol (MHPG), en lugar del acido vaniliimandélico (VMA) producto final de la

NA en el sistema nervioso autbnomo (Lorenzo-Velazquez y colaboradores, 2008) (Figura 6).

Figura 6. Vias de degradacion de la noradrenalina. Enzimas que intervienen: Monoamino
oxidasa (MAO) y Catecol-O- metiltransferasa (COMT) (Modificado de Kuhar y colaboradores,
1999).
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El ndcleo locus coeruleus en la regulacion de la secrecidon de las gonadotropinas

La participacion del LC en la regulacién de la secrecion de la GnRH y de las
gonadotropinas ha sido ampliamente estudiada en el animal adulto, sin embargo ha sido
dificil la interpretacion de los resultados debido a la diversidad de modelos experimentales

empleados.

Glitler y Barraclough (1987), mostraron que en la rata hembra adulta la estimulacion
eléctrica de LC potencializa la secrecion de LH solo después de la despolarizacion preliminar
de las neuronas GnRHérgicas por el estimulo eléctrico del area predptica medial (MPOA),
mientras que la lesion electroliticas bloquea la secrecidn preovulatoria de LH y el aumento de
la secrecion de LH después de la castracion (Anselmo-Franci y colaboradores 1997, 1999).
Dichos resultados son un indicador de que la integridad de las aferencia nerviosas del LC es

esencial en la regulacion de la secrecidn preovulatoria de las gonadotropinas.

En la rata castrada, la lesion electroquimica del LC bloquea la secrecion pulsatil de
LH al disminuir la frecuencia y la amplitud del pulso, evento que se acompana de menor
concentracion de NA en MPOA y en EM. Dichos resultados han sido interpretados como
indicadores de que la disminucion de NA en estas areas del cerebro induce menor liberacion

de GnRH por pulso (Anselmo-Franci y colaboradores, 1997).

En animales castrados con implante de estradiol; la estimulacion eléctrica de LC
bloquea la liberacion de LH inducida por la estimulacién eléctrica del area predptica anterior
(Dotti y Taleisnik, 1982). Resultados semejantes se han reportado en animales en proestro
con estimulacion de LC (Helena y colaboradores, 2002; Rocha y colaboradores, 2006). En
conjunto estos resultados permiten pensar que la activacion del sistema noradrenérgico del
LC inhibe la liberacion de LH.

La estimulacion eléctrica de LC en ratas castradas con implante de estradiol
amplifica el aumento de LH inducido por la estimulacién electroquimica del nucleo predptico
medio, mientras que las lesiones electroliticas del LC bloquea la secrecion preovulatoria de
LH; evento que se acompana de la disminucién de la concentracion de NA en MPOA y en
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hipotdlamo medio basal. Estos resultados sugieren que la NA que proviene de LC facilita el
proceso de retroalimentacion estimulante que ejercen los estrégenos sobre la secrecion de
LH (Helena y colaboradores, 2002, Szawka y colaboradores, 2005, 2009).

En otras especies como los primates castrados, la infusion con estrégenos
incrementa la expresion del ARNm de tirosina hidroxilasa en el LC. Estos resultados apoyan
la idea de que NA estimula la ovulacién inducida por los estrogenos y que LC es un
componente esencial en el proceso neuroendocrino (Pau y colaboradores, 2000) como se ha

sugerido para el conejo (Pau y Spies, 1997) y la rata (Helena y colaboradores, 2009).

Bernuci y colaboradores (2008) mostraron que la lesion bilateral del LC a animales
con sindrome de ovario poliquistico inducido por frio resulté en la disminucion en el numero
de foliculos y menor concentracion de estradiol y testosterona y reduce la actividad
noradrenérgica del ovario, sin modificar LH. Ademas, mostraron que el estrés por frio
aumenta la actividad de las neuronas noradrenérgicas de LC. Estos resultados llevaron a
sugerir, que el estrés por frio es un promotor del ovario poliquistico y que depende de la
actividad noradrenérgica del ovario y que bajo estas condiciones es regulado por la

informacion noradrenérgica del LC.

Martins-Afférri y colaboradores (2003) proponen que en el animal adulto en proestro
o castrado, la inervacion noradrenérgica que se origina del LC y llega a MPOA y EM es

esencial en la regulacion de la liberacion de GnRH, las gonadotropinas y la ovulacion.

En el estudio de la participacion de la inervacion noradrenérgica se han empleado
diferentes herramientas para la manipulacion del sistema noradrenérgico en sistema
nervioso, como el N-2-cloroetil-N-etil-2-bromobenzilamina (DSP4), un neurotéxico especifico
utilizado en la denervacion de las neuronas noradrenérgicas. La aplicacion sistémica en ratas
adultas causa la reduccion del neurotransmisor en regiones cerebrales como la corteza,
hipocampo, cerebelo, bulbo olfatorio, tectum, talamo e hipotalamo (Hughes y Stanford, 1988;
Fritschy y Grzanna, 1989; Dudley y colaboradores, 1990; Birger y Bonisch, 2009) (Figura 7).
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Figura 7. Estructura quimica del neurotoxico de N-2-cloroetil-N-etil-2-bromobenzilamina
(DSP4) (Tomado de Jaim-Etcheverry, 1998).

Lyons y colaboradores (1989) mostraron que en el animal adulto Ila inyeccion
sistémica de DSP4 degenera por completo los axones de las neuronas noradrenérgicas del
asta dorsal de la médula espinal provenientes del LC, mientras que el asta ventral presenta
una ligera degeneracion en los axones; lo cual llevo a los autores a proponer la selectividad

del neurotdxico por los axones del LC.

En ratas adultas, una sola dosis sistémica de DSP4, induce disminucion en la
concentracion de NA y en la actividad de la enzima DBH (dopamina B-hidroxilasa) en las
vesiculas terminales de las neuronas noradrenérgicas de la corteza cerebral, el hipocampo,
cerebelo y el hipotalamo (Ross y colaboradores, 1973; Ross, 1976; Ross y Renyl, 1976;
Ross, 1985; Fritschy y Grzanna, 1991).

En otras especies, como el ave pinzén cebra (Taeniopygia guttata), dos inyecciones
sistémicas de DSP4 disminuyen la concentracién de NA en areas cerebrales inervadas por el
LC como el hipocampo, bulbo olfatorio y corteza, sin modificarse de manera significativa en
el hipotalamo (Waterman y Harding, 2008). Por otra parte, Goldman y colaboradores (1996)
proponen que en ratas adultas, la administracion intrabursal del neurotoxico suprime la
ovulacion, sin asociarse directamente con la disminucion en la concentracién de NA en
ovarios, por lo que dicho neurotéxico no modifica la integridad funcional del proceso de

ovulacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las funciones del ovario son reguladas por la GnRH y las gonadotropinas. Asimismo,
la secrecion de GnRH, FSH y LH son moduladas por diferentes sistema de neurotransmision
como el noradrenérgico (Martins-Afférri y colaboradores, 2003; Itoh e Ishizuka, 2005; Ebeid y

colaboradores, 2008; Ojeda y colaboradores, 2010).

Los somas de las neuronas que sintetizan NA en el SNC se localizan en el bulbo
raquideo y el LC. Este ultimo es considerado como el mayor nucleo noradrenérgico y envia
proyecciones nerviosas a todo el sistema nervioso central, incluyendo el area preoptica
medial y la eminencia media, involucradas en la secrecion de GnRH (Castafieyra-Perdomo y
colaboradores, 1992; Helena y colaboradores, 2002; Martins-Afférri y colaboradores, 2003;

Helena y colaboradores, 2006; Sirivelu y colaboradores, 2009).

En el animal adulto, el LC ejerce un efecto estimulante en la secrecién de las
gonadotropinas, mientras que su participacion en los mecanismos neuroendocrinos que
regulan el inicio de la pubertad vy las funciones de las gbnadas en el animal prepuber no ha

sido analizada.

Por lo anterior, en el presente estudio se analizaron los efectos de la lesion unilateral
derecha o izquierda del nucleo LC, inducido por la microinyeccion de DSP4 o por la
administracion sistémica del neurotdxico, sobre la edad de la apertura vaginal, del primer
estro, la ovulacion, la secrecion esteroides ovaricos (progesterona, estradiol y testosterona) y

la concentracion de NA en el hipotalamo, la hipdfisis y los ovarios.
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HIPOTESIS

Dado que en la rata adulta, el sistema noradrenérgico ejerce un efecto estimulante en
la secrecidon preovulatoria de las gonadotropinas y en la ovulacién, entonces en el animal
prepuber la eliminacion de la informacién noradrenérgica que se origina en el LC en la etapa
prepuberal retrasara los mecanismos neuroendocrinos que regulan el inicio de pubertad y de

la primera ovulacion.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacion del sistema noradrenérgico que se origina en el nucleo locus

coeruleus en los mecanismos que regulan el inicio de la pubertad y las funciones del ovario.

OBJETIVOS PARTICULARES

»Estudiar el efecto de Ila microinyeccion de N-2-cloroetil-N-etil-2-
bromobenzilamina, en el LC o por via sistémica, en la edad de la apertura y del primer estro

vaginal.

»Analizar el efecto de la microinyeccion de N-2-cloroetil-N-etil-2-

bromobenzilamina, en el LC o por via sistémica, en la primera ovulacion,

»Estudiar el efecto de Ila microinyeccion de N-2-cloroetil-N-etil-2-
bromobenzilamina, en el LC o por via sistémica. en la concentracion sérica de progesterona,

testosterona y estradiol.
»Analizar el efecto de Ila microinyeccion de N-2-cloroetil-N-etil-2-

bromobenzilamina, en el LC o por via sistémica, sobre de la concentracion de noradrenalina

y su metabolito en hipotalamo anterior y medio, en la hipdfisis y los ovarios
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MATERIALES Y METODO

Se utilizaron ratas hembra de 30 dias de edad, de la cepa ClI-ZV mantenidas en
condiciones controladas de iluminacion, 14 h luz y 10 h oscuridad (luces encendidas de 5:00
a 19:00 h), con libre acceso a la madre hasta el destete (dia 21) y posteriormente al agua y al
alimento hasta el sacrificio. A todos los animales se les registr6 el dia de la apertura vaginal,
momento en el cual se inicio la toma de frotis vaginales diarios, que se tifieron con la técnica
de hematoxilina-eosina. Los animales fueron sacrificados en la manana del primer estro

vaginal. Los animales fueron distribuidos al azar en los siguientes grupos experimentales:

Grupo testigo absoluto (TA): Animales sin ningun tratamiento.

1) Inyeccién sistémica:

Grupo Vehiculo (Vh): Se administré por via intraperitoneal (i.p), una o tres dosis de solucién

fisioldgica cloruro de sodio al 0.9 % (vehiculo).

Grupo Farmaco: Se administrd por via i.p. 50mg/kg de peso corporal de N-2-cloroetil-N-etil-2-
bromobenzilamina (DSP4). En un grupo de animales se les administré una sola inyeccion
(una dosis) y a otro grupo de ratas una inyeccion por tres dias consecutivos con la misma

dosis (tres dosis).

2) Inyeccién localizada en el LC:

Grupo Operacién simulada (OS): Se inyectd unilateralmente un pL de solucion fisiolégica de

cloruro de sodio al 0.9 % en el locus coeruleus izquierdo o derecho.

Grupo Lesién: Se realizd la lesion unilateral de locus coeruleus, inducida por la

microinyeccion de DSP4 (10ug/1uL) a una velocidad de 1pL/minuto.
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La dosis y frecuencia de administracion de DSP4 por via sistémica se baso6 en lo
reportado por otros autores (Ross y Renyl, 1976, Fritschy y Grzanna, 1991; Jaim-Etcheverry,
1998) y la dosis administrada de manera localizada en el LC en lo reportado para otros
neurotdxicos noradrenérgicos como la 6-hidroxidopamina (Kuraishi y colaboradores, 1983;

Berger y colaboradores, 1985; Choi y colaboradores, 2003).

Procedimiento de lesion

Los animales fueron anestesiados con pentobabital sodico (pisabental, PISA
agropecuaria, México) (40 mg/kg de peso corporal) por via i.p. seguido de anestesia
complementaria con éter. Se montaron en un aparato esterotaxico, se seccioné la piel, se
perforé el craneo con una fresa odontolégica y se introdujo una aguja de 22x13 mm
conectada a una jeringa Hamilton de 25 pL, acoplada a una bomba de microdialisis
(MCA/100 Bionalytical Systems, USA) (Figura 8). Las coordenadas para introducir la aguja
de microinyeccion hasta el sitio de estudio se calcularon tomando como referencia el atlas
del animal adulto Paxinos y Watson (1982). Las coordenadas consideradas para el nucleo
locus coeruleus fueron: anteroposterior, 2.4 mm; lateral, 1.0 mm con una inclinacion de 15°y
ventral, 5.8 mm. Para realizar la lesion se inyectaron 10 uyg DSP4 (Sigma-Aldrich, EUA) en
un volumen de 1 pyL de solucion fisioldgica de cloruro de sodio al 0.9% (Baxter, México).
Como grupos de comparacion se utilizaron animales que recibieron 1 uL de solucion salina al

0.9% (operacion simulada).

Figura 8. Fotografia del procedimiento de microinyeccién: a) aparato estereotaxico, b) animal

de estudio, c) sistema de microinyeccion y d) bomba de microinyeccién (MCA/100).
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Procedimiento de autopsia

Los animales en el dia de la autopsia fueron pesados e inmediatamente sacrificados
por decapitacion entre las 7:00 y 9:00 h. Se colecto la sangre del tronco y se dejoé coagular
por 15 minutos, posteriormente se centrifugd a 3500 rpm por 15 minutos. El suero se
almacené a -20°C hasta su posterior cuantificacion de hormonas esteroides. Los ovarios se
disecaron y almacenaron a -70 °C hasta su posterior cuantificacion de NA y su metabolito el
acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG), por cromatografia de liquidos de alta precision
(HPLC). El utero se disecd y se pesO en balanza de precision, las trompas uterinas se
revisaron y se contd el numero de ovocitos liberados cuando estuvieron presentes, con la

ayuda del microscopio estereoscopico.

Se extrajo el cerebro y la hipdfisis se enjuagaron con solucion salina fria (4°C). El
cerebro se congel6 con nitrégeno liquido y se efectuaron cortes coronales para la separacion
del hipotalamo anterior, considerando como limite rostral el quiasma optico y la comisura
anterior, lateralmente por los surcos hipotaldamicos laterales y caudalmente por el area
retroquiasmatica y el tracto mamilotalamico e hipotalamo medio, el cual se delimito
rostralmente por el tracto mamilotalamico y por el férnix, lateralmente por los surcos
hipotalamicos y caudalmente por los cuerpos mamilares. La profundidad del corte para la
diseccién de cada una de las regiones del hipotalamo fue de 3 mm aproximadamente,
tomando como referencia el atlas de Paxinos y Watson (1982). Las muestras se

almacenaron a -70 °C hasta la posterior cuantificacion de NA y su metabolito por HPLC.

Analisis del sitio de lesion

Para la identificacién de la trayectoria de la aguja de microinyeccién en los animales
con operacion simulada o del sitio de lesién, el cerebro se fijé6 en formol al 10% por 24 horas
y se realizaron cortes coronales (de la region caudal a frontal) a 50 ym en criostato a -20 C y
tineron con la técnica de violeta de cresilo (Luna, 1975), con ayuda de un estereoscopio se

procedio a realizar la identificacion del sitio de lesion (Figura 9).
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A)

B)

Figura 9. Cortes coronales del cerebro de la rata en los que se representa la lesidén al nucleo
locus coeruleus. El area sombreada representa la lesion inducida por la inyeccion de N- 2-
cloroetil-N-etil-2-bromobenzilamina. A) Lesion del nucleo derecho y B) Lesién del nucleo
izquierdo; 4v (cuarto ventriculo), LC (locus coeruleus), Tg (nucleo lateral tegmental), Pn

(nucleo pontino) (Modificado de Paxinos y Watson, 1982).
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Cuantificacion de noradrenalina y del acido 3—-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG)

El hipotalamo anterior, medio o los ovarios fueron pesados en balanza de precision y
se colocaron en un microtubo de 1.5 mL, se adicion6 300 pL de acido perclorico (HCLO4 al
0.1N). Posteriormente se homogeneizaron por sonicacién en frio durante 5 segundos y
centrifugado a 12,000 rpm a -4°C por 30 minutos. El sobrenadante se filtr6 en membranas de
celulosa (poro de 0.22 ym, Millipore Bedford, MA, USA) y se inyectaron 20 pL del extracto en
el sistema de cromatografia de liquidos de alta precision (HPLC). La hipofisis se pesoé y
colocé en microtubo de 0.5 mL, se adicioné 150 yL de HCLO4 y se siguié el procedimiento

anterior.

Las condiciones para trabajar fueron las siguientes: El equipo de HPLC consta de
una bomba isocratica digital (modelo L-250 Perkin-Elmer Co., Norwalk, CT, USA), una
valvula de inyeccion Rheodyne (modelo 7125, Perkin-Elmer Co., Norwalk, USA) con una
capacidad de 20 pL y una columna de fase reversa C-18 (25cm x 4.6mm, con particula de 10
uML de diametro, Bionalytical Systems, West Lafayette, In USA). La columna se encuentra
acoplada a un detector electroquimico (modelo L4-C4, BAS West Lafayette, In USA)
(conformado por un electrodo de trabajo de carbdn vidridado y un electrodo de referencia de
plata/cloruro (Ag/AgCl), con un rango de 5 y voltaje de 850 mV con una sensibilidad entre
700-900. Los datos obtenidos fueron procesados por un integrador (modelo 1020, Perkin
Elmer) (Figura10).

La concentracidon del neurotransmisor y su metabolito se expresaron en nanogramos

por miligramo de tejido (ng/mg de tejido).

La actividad de la neurona noradrenérgica se calculé con la relacion descrita por
Kerdelhue y col., (1989).

Actividad de la neurona: (Metabolito)

(Neurotransmisor)
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Figura 10. Sistema de cromatografia de liquidos de alta precision (HPLC).

Cuantificacion de hormonas esteroides

La cuantificacion de progesterona, testosterona y 17B-estradiol se realizd por
radioinmunoensayo (RIA), para lo cual se utilizé un kit comercial (Coat-A-count, EUA), la
concentracion de progesterona se expreso en ng/mL y la de 17 B-estradiol y de testosterona

en pg/mL.

Preparacién de la curva patron de la progesterona, testosterona y del 173-estradiol:
Progesterona

o La curva patron se realizé por duplicado, se utilizaron calibradores de 0.1, 0.5, 2.0, 10,
20 y 40 ng/mL.

o Unién maxima: contiene anticuerpo mas 1000 pL de hormona marcada.

o Cuentas totales: contiene 1000 uL de hormona marcada.
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Testosterona

o La curva patrdn se realizé por duplicado, se utilizaron calibradores de 0.0, 0.1, 0.2, 0.5,
1.0, 2.0,4.0,8.0y 15 pg/mL.

. Union maxima: contiene anticuerpo mas 1000 pyL de hormona marcada.

o Cuentas totales: contiene 1000 uL de hormona marcada.

Estradiol

o La curva patron se realizé por duplicado, se utilizaron calibradores de 0.0, 20, 50, 150,

500, 1800 y 3600 pg/mL y se realizaron diluciones para obtener estandares de 0.0, 5.0, 10,
20, 50, 75, 150 y 250 pg/mL.
o Unién maxima: contiene anticuerpo mas 1000 pL de hormona marcada.

o Cuentas totales: contiene 1000 uL de hormona marcada.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos sobre la edad de la apertura vagina, del primer estro y del
numero de ovocitos liberados se analizaron por la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de Dunn. El peso corporal, de los ovarios, del utero, la concentracién sérica de
progesterona, testosterona, 17p-estradiol, de la NA y el MHPG se analiz6 por la prueba de
varianza multiple (ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey. La tasa de animales ovulantes
(TAO) se evalud por la prueba de probabilidad de Ji-Cuadrada. En el caso donde se
realizaron comparaciones entre dos grupos se efectud la prueba de “t” de Student. En todos
los casos se consideraron diferencias significativas en aquellas en las cuales la probabilidad

sea igual o menor al 5%.
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RESULTADOS

1. Efectos de la administracién sistémica del neurotéxico DSP4, sobre las edades de

aperturay primer estro vaginal y la primera ovulacién.

En el grupo de animales que recibieron una dosis de solucion salina (Vh) no se
observaron modificaciones en la edad de la apertura vaginal, del primer estro, tasa de
animales ovulantes y el numero de ovocitos. En los animales que se les administro el
vehiculo por tres dias consecutivos liberaron menor numero de ovocitos comparado con el
grupo TA (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media * e.e.m. de la edad de la apertura
vaginal (EAV), del primer estro (EPE), del numero de ovocitos liberados, del peso
corporal (PC), de los ovarios y del utero de ratas testigo absoluto (TA) o tratadas con
solucién salina al 0.9% (Vh) al dia 30 (una dosis) o al dia 30, 31 y 32 (tres dosis) dias de

edad y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

TA Una dosis Tres dosis
n 15 15 13
EAV 36+0.9 346+0.6 36.3+1.3
EPE 37.6+1.3 36.4+0.6 388+1.1
TAO 15/15 14/15 11/13
No. ovocitos 6.8+0.8 7.3+0.7 5.1+0.8%
PC (9) 110.2+ 3.8 106.3 £ 3.4 108.2+3
Ovarios (mg) 31.1+26 29127 28.7+1.7
Utero (mg) 178.8+9.4 179.44 + 9.21 170.8 £7.9

* p<0.05 vs. grupo TA (Kruskal-Wallis seguido de la prueba de “U” de Mann-Whitney).
#p<0.05 vs. grupo Vh una dosis (Kruskal-Wallis seguido de la prueba de “U” de Mann-Whitney).
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En el hipotalamo anterior de los animales que se les administrd tres dosis de Vh se
observd mayor concentracion de MHPG y de la relacion MHPG/NA. No se observaron
modificaciones en la concentracion de NA. En cambio en hipotalamo medio disminuy¢ la
concentracion de NA y en la hipdfisis fue mayor NA (Vh tres dosis: 0.14 £ 0.03 vs. 0.06 %
0.005, p<0.05) y MHPG (1 £ 0.2 vs. 0.9 + 0.1, p<0.05). La inyeccion de Vh al dia 30 no

modificd ninguno de los parametros (Cuadro 2).

Cuadro 2. Media £ e.e.m de la concentracién (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA),
del acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y de la relacion [MHPG]/[NA] (actividad
de la neurona noradrenérgica) en el hipotdlamo anterior y medio de ratas tratadas
testigo absoluto (TA) con solucién salina al 0.9% (Vh) al dia 30 (una dosis) o al dia 30,

31y 32 (tres dosis) dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

Grupo NA MHPG [MHPG]/[NA]
Hipotalamo Anterior
TA 1.6 £0.07 0.6 £0.07 0.30 £ 0.04
Vh (una dosis) 1.6+0.1 0.4 £0.06 0.29+£0.03
Vh (tres dosis) 1.5+0.1 0.9+0.3* 0.7 £0.1*
Hipotalamo Medio

TA 3.01+£0.9 1.8+0.3 0.8+ 0.5
Vh (una dosis) 3.04+£0.7 22+03 0.9+0.2
Vh (tres dosis) 1.8+0.2 nd* nd*

* p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

nd: no detectado por el sistema de cromatografia.

Debido a que en los animales que se les administré solucién salina se observaron
diferencias significativas en el numero de ovocitos liberados en relacién al grupo testigo
absoluto, los efectos producidos por la administracion de DSP4+ se compararon con los

resultados obtenidos de los animales que recibieron solucion salina.
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En comparaciéon con los grupos de animales que se les inyectd por via sistémica Vh,
los animales que recibieron DSP4, mostraron retraso en las edades de la apertura y del
primer estro vaginal. En los animales que recibieron DSP4 al dia 30, 31 y 32 de dad
disminuyo6 el numero de ovocitos liberados. No se observaron diferencias significativas en la

tasa de animales ovulantes, el peso corporal, de los ovarios y del utero (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media * e.e.m. de las edades de la
apertura vaginal (EAV), del primer estro (EPE), del nimero de ovocitos liberados, del
peso corporal (PC), de los ovarios y del utero de ratas tratadas con soluciéon salina
(Vh) o con 50 mg/kg p.c. de DSP4 al dia 30 (una dosis) o 30, 31 y 32 dias de edad (tres

dosis) y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

Una dosis Tres dosis

Vh DSP4 Vh DSP4
n 15 13 13 13
EAV 346+0.6 38.0+1.01a 36.3+1.3 4131+ 1.1 a0
EPE 36.4+0.6 405+ 1.14 38.8+1.1 425+ 0 .94
TAO 14/15 11/13 11/13 9/13
No. ovocitos 7.3+0.7 6.8+0.7 51+0.8 49+0.8¢
PC(g) 106.3 £ 3.4 115.6 £ 4.5 108.2+3 120 £ 3.9
Ovarios (mg) 29127 253138 28.7+1.7 27127
Utero (mg) 1794 £9.2 164.33 £ 9.7 1604+79 161.2+13.1

a p<0.05 vs. respectivo, grupo Vh (Kruskal-Wallis seguido de la prueba de “U” de Mann-Whitney).
¢ p<0.05 vs. grupo DSP4; con una dosis (Kruskal-Wallis seguido de la prueba de “U” de Mann-
Whitney).
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a) Concentracion sérica de hormonas esteroides

En los animales inyectados con DSP4, la concentracién de progesterona y del 17[3-
estradiol fue menor en comparacion con su respectivo grupo de Vh (Figura 11). No se
modificd la concentracion de testosterona (una dosis: 0.020+0.004 vs. 0.022+0.005; tres
dosis: 0.021£0.003 vs. 0.021+0.005, NS).

PROGESTERONA Vh

DSP4
|
4 - s
2
0

17B- ESTRADIOL

'y

. T
Ea-
oo
o

2 —-

O .

una
dosis

a p<0.05 vs. respectivo, grupo Vh (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

(ng/mg)

l
l

tres

Figura 11. Media + e.e.m de la concentracion de progesterona (ng/mg) y de 17[3-estradiol
(pg/mL) en el suero de ratas tratadas con solucién salina (Vh) o con 50 mg/kg p.c. de DSP4
al dia 30 (una dosis) o 30, 31 y 32 dias de edad (tres dosis) y sacrificadas en el dia del

primer estro vaginal.
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b) Concentracion de noradrenalina y de 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol en hipotalamo,
hipéfisis y ovarios

En el hipotalamo anterior de los animales tratados con DSP4 la concentracion de
MHPG vy la relacion [MHPG]/[NA] fue mayor. No se observaron diferencias significativas en la
concentracion de NA independientemente del numero de dosis que recibieron (Fig.12). En
cambio, en el hipotalamo medio de los animales tratados con una dosis de DSP4 disminuyd
la concentracion de NA, MHPG vy la relacién [MHPG]/[NA] (Figura 13).

En la hipdfisis de los animales que recibieron una sola dosis de DSP4 se observo una
menor concentracién de NA y de MHPG. En cambio, los animales tratados con DSP4 al dia
30, 31 y 32 de edad la concentracion de NA fue mayor y la de MHPG disminuyé en relacion

al grupo con Vh (Figura 14).

En los ovarios de los animales que se les inyectd por via sistémica DSP4, la
concentracion de NA (una dosis: 0.19 £ 0.03 vs. 0.23 + 0.04; tres dosis: 0.28 £ 0.05vs. 0.27 +
0.09, NS) y MHPG (una dosis 0.16 + 0.1 vs. 0.15 £ 0.08; tres dosis: 0.16 + 0.08 vs. 0.2 £ 0.1,

NS) no se modificaron con respecto a su grupo Vh.

~ 34 ~



HIPOTALAMO ANTERIOR = Vh

= 47 M DSP4
°
g 3.
Q
o
£ 2 -
S~
[e]4]
[y
z 1
=2
0
1.5
S
o
s
) 1
©
[eT0]
£
[eT0]
£ 05
O
[
I
S
0
0.8

[MHPG]/[NA]
o o
H e)}

o
o

tres

dosis

& p<0.05 vs. grupo Vh con una dosis (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
¢ p<0.05 vs. grupo DSP. con una dosis (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Figura 12. Mediat e.e.m de la concentracién (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA) y de 3-
metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y la relacion [MHPG/NA] (actividad de la neurona
noradrenérgica) en el hipotalamo anterior de ratas tratadas con solucién salina (Vh) o con 50
mg/kg p.c. de DSP4 al dia 30 (una dosis) o 30, 31 y 32 dias de edad (tres dosis) y
sacrificadas en el dia del primer estro vaginal
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& p<0.05 vs. grupo Vh con una dosis (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
¢ p<0.05 vs. grupo DSP. con una dosis (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Figura 13. Mediat e.e.m de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA) y de 3-
metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y la relacion [MHPG/NA] (actividad de la neurona
noradrenérgica) en el hipotdlamo medio de ratas tratadas con solucion salina (Vh) o con 50
mg/kg p.c. de DSP4 al dia 30 (una dosis) o 30, 31 y 32 dias de edad (tres dosis) y

sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
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a p<0.05 vs. respectivo, grupo Vh (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
4 p<0.05 vs. grupo DSP4 con una dosis (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Figura 14. Mediat e.e.m de la concentracién (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA) y del 3-
metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en la hipéfisis de ratas tratadas con solucién salina (Vh) o
con 50 mg/kg p.c. de DSP4 al dia 30 (una dosis) o 30, 31 y 32 dias de edad (tres dosis) y

sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
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2. Efectos de la lesion quimica unilateral del LC, sobre las edades de apertura y primer
estro vaginal y la primera ovulacion.

En comparaciéon con el grupo de animales testigo absoluto, la operacidon simulada del

LC no modificé de manera significativa ninguno de los parametros estudiados (Cuadro 4).

Cuadro 4. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media * e.e.m. de las edades de la
apertura vaginal (EAV), del primer estro (EPE), del nimero de ovocitos liberados, del
peso corporal (PC), de los ovarios y del utero de ratas testigo absoluto (TA) o con
operacion simulada (OS) del locus coeruleus (LC) izquierdo (OS-l) o derecho (OS-D)

los 30 dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

TA LC

oS-l 0S-D
n 15 7 8
EAV 36+0.9 38.7+1.2 38.4+0.7
EPE 37.6+1.3 39.7+0.6 39.9+0.9
TAO 15/15 6/7 718
No. ovocitos 6.8+0.8 6.4+0.7 7+13
PC(qg) 110.2 £ 3.8 1255+ 6 121+ 3.5
Ovarios (mg) 31.1+26 32.7+1.8 30.8 £ 1
Utero (mg) 175.8+£9.4 173.7+7.8 171454
Progesterona 53109 47 +0.5 45104
17B-estradiol 6.1+0.6 6.4+0.3 6.6 +£0.3
Testosterona 0.02 £ 0.004 0.02 + 0.004 0.02 £ 0.003




En los animales con lesion del LC inducida por la microinyeccion de DSP4, se retrasé
la edad de apertura y del primer estro vaginal, disminuyo el numero de ovocitos liberados y el
peso del utero en relacidon con los animales con operacion simulada, sin modificar la tasa de

animales ovulantes (Cuadro 5).

Cuadro 5. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media * e.e.m. de las edades de la
apertura vaginal (EAV), del primer estro (EPE), del niumero de ovocitos liberados, del
peso corporal (PC), de los ovarios y del utero de ratas con operaciéon simulada (OS) o
con lesion del locus coeruleus (LC) izquierdo (LC-l) o derecho (LC-D) inducida por la
microinyeccién de DSP4 (10 pg/1pul) a los 30 dias de edad y sacrificadas en el dia del

primer estro vaginal.

LCA LC-D

o Lesién os Lesion
n 7 8 8 9
EAV 38.7+1.2 43.6 £ 1.5 384+0.7 44.4 + 1.3
EPE 39.7+0.6 44+ 1.1 39.9+0.9 459+ 1.6
TAO 6/7 5/8 718 6/9
No. ovocitos 6.4+0.7 461054 7+13 451024
PC(qg) 125.5 £ 6.07 153.7 £ 4.54 121+ 3.5 155.6 £ 4.64
Ovarios (mg) 32.7+1.38 298+35 30.8 +1 30.1 £1.8
Utero (mg) 173.7+7.8 136.6 + 7.84 1714 +54 138.7 + 3.84

% p<0.05 vs. respectivo, grupo OS (Kruskal-Wallis seguido de la prueba de “U” de Mann-Whitney).
ap<0.05 vs. respectivo, grupo OS (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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a) Concentracion sérica de hormonas esteroides

En los animales con lesion del LC, la concentracion de progesterona y de 17[3-
estradiol fue menor en comparacion con su respectivo grupo de operacion simulada (Figura
15). No se modifico la concentracion de testosterona (LC-1: 0.02+0.004 vs. 0.021+0.005; LC-
D: 0.022+0.003 vs. 0.02+0.005, NS).
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+ p<0.05 vs. respectivo, grupo OS (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Figura 15. Media £ e.e.m de la concentracidon de progesterona (ng/mg) y de 17-estradiol
(pg/mL) en el suero de ratas con operacion simulada (OS) o con lesion del locus coeruleus
(LC) izquierdo (LC-I) o derecho (LC-D) inducida por la microinyeccion de DSP4 (10 ug/1ul) a

los 30 dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
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b) Concentraciéon de noradrenalina en el hipotalamo, la hipéfisis y los ovarios

Para analizar si la lesion unilateral del LC modifica las concentraciones de la NA, del
MHPG vy la relacion [MHPG]/[NA] en el hipotalamo anterior y medio, la concentracién de NA y
MHPG en hipdfisis y los ovarios y si dichos cambios estan vinculados al inicio de la pubertad
y primera ovulacion, se decidio evaluar los efectos de la lesion quimica unilateral inducida

por la inyeccién del neurotoxico DSPa4.

La lesion unilateral no modificd la concentracion de NA en el hipotalamo anterior
(Figura 16). En el hipotalamo medio disminuy6 la concentracién de NA y aumento la relacion
[MHPG/[NA] (Figura 17). En la hipdfisis fue menor la concentracién de NA y MHPG en los

animales con lesion (Figura 18).
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Figura 16. Mediat e.e.m de la concentracién (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA) y de 3-
metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y la relacion [MHPG/NA] (actividad de la neurona
noradrenérgica) en el hipotdlamo anterior de ratas con operacion simulada (OS) o con lesion
del locus coeruleus (LC) izquierdo (LC-l) o derecho (LC-D) inducida por la microinyeccién de

DSP4 (10 ug/1uL) a los 30 dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
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Figura 17. Mediat e.e.m de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA) y de 3-
metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y la relacion [MHPG/NA] (actividad de la neurona
noradrenérgica) en el hipotdlamo medio de ratas con operacion simulada (OS) o con lesion
del locus coeruleus (LC) izquierdo (LC-I) o derecho (LC-D) inducida por la microinyeccion de

DSP4 (10 pg/1uL) a los 30 dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
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Figura 18. Mediat e.e.m de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA) y de 3-
metoxi-4-hidroxifenilglicol en la hipdfisis de ratas con operacion simulada (OS) o con lesion
del locus coeruleus (LC) izquierdo (LC-I) o derecho (LC-D) inducida por la microinyeccion de

DSP4 (10 ug/1ul) EN a los 30 dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio permiten sugerir que en el animal prepuber,
la inervacion noradrenérgica del hipotdlamo que se origina del nucleo locus coeruleus,
participa de manera estimulante en los mecanismos neuroendocrinos que regulan el inicio de

la pubertad y la primera ovulacion.

La disminucion en el numero de ovocitos liberados observada en los animales
tratados con vehiculo por via sistémica, puede ser resultado de modificaciones en la
secrecion de las gonadotropinas inducida por estrés provocado por la inyeccion
intraperitoneal, o que posiblemente resultd en el incremento de la secrecion de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) por la hipdfisis y de los corticoides por la suprarrenal. Se ha
mostrado que en animales en diferentes situaciones de estrés se incrementa la secrecion de
ACTH vy corticoides (Matteri y colaboradores, 1984; Turner y Tilbrook, 2006;). En ratas
adultas castradas o en borregos en propestro el implante de corticoides disminuye la
secrecion de GnRH y como consecuencia de FSH y LH (Li y colaboradores, 2004; Oakley y
colaboradores, 2009; Breen y Mellon, 2013). Ademas en la rata prepuber el implante de
cortisol en el hipotalamo medio induce la pérdida de ciclicidad, disminuye el peso de los
ovarios y del utero, eventos que se acompanan del bloqueo de la primera ovulacion (Smith y
colaboradores, 1971). En conjunto estos resultados les permitieron sugerir que los

corticoides regulan de manera inhibitoria la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas

El retraso en la edad de la apertura y del primer estro vaginal observada en los
animales que recibieron DSP4 por via sistémica independiente del régimen de administracion
puede ser el reflejo de la modificacion temporal en la secrecidn de estrogenos que precede al
pico preovulatorio de las gonadotropinas. Dichas hormonas propician la ruptura del epitelio
que recubre a la vagina, estimula el crecimiento de las células epiteliales del 6rgano, la
pérdida de su nucleo y la apariencia de escama (Hisano, 1977; Steinetz, 1978). La baja

concentracion de estrégenos observada en estos animales apoya esta interpretacion.

Este evento podria estar vinculado a modificaciones en la secrecién de FSH y LH
debido a menor concentracién de NA en el hipotalamo. En apoyo a esta idea se ha descrito

que la FSH al unirse su receptor en las células de la granulosa activa el complejo enzimatico



que cataliza la aromatizacién de los andrégenos y LH en las células de la teca activa la
formacion del AMPc, que activa la cascada de sefializacidén que conduce a la sintesis de
testosterona (Gore-Langton y Armstrong, 1994). En la rata prepuber tratado con estrogenos y
progesterona la denervacion noradrenérgica inducida por el DSP4 inhibe la secrecion
preovulatoria de LH (Jacobson y colaboradores, 1989). Otra posible explicacién seria el
resultado de la accion del farmaco directamente en el ovario al modificar la actividad del
complejo P450 aromatasa como se ha observado en otras especies en SNC. Balthazar y Ball
(1989) mostraron que en la codorniz japonesa castrada y tratada con testosterona la
inyeccion sistémica de DSP4 incrementa la actividad aromatasa en el area predptica e inhibe

la secrecion de LH.

La disminucion en el peso del utero en los animales de DSP4, es resultado de la
disminucién en la concentracion de los estrogenos. Se sabe que los estrogenos al actuar en
el utero regulan su crecimiento, al estimular la division de las células epiteliales, el desarrollo
del endometrio y miometrio, la sintesis de proteinas y la permeabilidad del utero (Steinetz,
1978; Montes y Luque, 1998; Tresguerres y Castillo, 2003).

El menor numero de ovocitos liberados en los animales que recibieron tres dosis de
DSP4, puede ser resultado de la disminucion en la secrecién de las gonadotropinas inducido
por una menor concentraciéon de NA en el hipotalamo medio. Es posible que al disminuir la
informacion noradrenérgica que llega al hipotalamo, la secrecion de FSH y LH fue
insuficiente para mantener el desarrollo folicular y culminar con la ovulacion. La FSH al llegar
al ovario y actuar en las células de la granulosa estimulan el crecimiento y diferenciacion del
foliculo ovarico y la LH favorece la expulsion del ovocito del foliculo (Hunzicker-Dunn y Mayo,
2006; Rajkovic y colaboradores, 2006). Kang y colaboradores (1998) mostraron que la
administracion de DSP4 a ratas prepuberes castradas y tratadas con estradiol bloquea la
secrecion de GnRH y LH inducida por progesterona, eventos que se acompafan de menor
concentracion de NA en el hipotalamo. Estas evidencias permiten pensar que el DSP4
atraviesa la barrera hematoencefélica y causa neurotoxicidad en las neuronas productoras
de NA lo que pudo haber modificado la secrecion de GnRH y como consecuencia la
comunicacion neural entre el locus coeruleus-hipotalamo-hipdfisis y que a falta de esta via,
un menor numero de foliculos alcanzaron la etapa de preovulatorios y se liberaron menos

ovocitos en el dia del primer estro vaginal (Figura 18).
~ 46 ~



La disminucion en el numero de ovocitos liberados en los animales con DSP4 via
sistémica, no puede explicarse por modificaciones en el sistema noradrenérgico del ovario,
debido a que no se observan cambios en la concentracion del neurotransmisor en el érgano.
Se ha mostrado que la fuente de NA en el ovario es la inervacion simpatica (Burden y
Lawrence, 1978) y la sintesis de “novo” (Anesetti y colaboradores, 2001; D Albora vy
colaboradores, 2000), ademas NA regulan a nivel local las funciones del ovario (Anesetti y
colaboradores, 2001; Lara y colaboradores 1999; Paredes y colaboradores 2011). Goldman y
colaboradores (1996) mostraron que en la rata adulta en proestro la inyeccion directa de
DSP4 en la bursa del ovario disminuye o bloquea la ovulacion acompafiado de una menor y
disminuye la concentracion de NA en la gonada, mientras que la administracion previa de
desipramina (inhibidor de la recaptura de NA) disminuye la ovulacion y no modifica
noradrenalina. Con estos resultados a los autores sugieren que el efecto antiovulatorio de
DSP4 es independiente de los cambios en la concentracion de la catecolamina y dicha

respuesta es resultado de la integridad funcional del proceso de ovulacion.

Diversas evidencias experimentales sefalan que el DSP4 es un farmaco que
atraviesa la barrera hematoencefadlica e induce citotoxicidad selectiva de las neuronas
noradrenérgicas (Szot y colaboradores, 2010) que sus efectos se manifiesta en la
disminucién de la concentracion de la NA en SNC desde los 60 minutos y que sus efectos se
mantienen aun después de haber transcurrido 60 dias (Grzanna y colaboradores, 1989). Por
lo anterior podemos sugerir que los cambios en la ovulacion observados en los animales que
recibieron el neurotdxico por via sistémica estan vinculados a una menor secrecion de GnRH

y como consecuencia de FSH y LH inducido por un menor aporte de NA en el hipotalamo.

La menor concentracion sérica de progesterona en los animales tratados con DPS4
por via sistémica independientemente del régimen de administracion, posiblemente es
resultado de que se formd un menor numero de cuerpos luteos en los ovarios de estos
animales, debido a una menor secrecion de LH. Diversos autores han mostrado que en el
ovario la fuente principal de progesterona es el cuerpo luteo que se forma por la accién de la
LH que induce la luteinizacion de las células de la teca de los foliculos preovulatorios que
liberan el ovocito (Couse y colaboradores, 2006; Stouffer y Zelinski-Wooten, 2004;
Tresguerres y Castillo, 2003). Esta idea es apoyada por el hecho de que estos animales

ovularon un menor numero de ovocitos posiblemente resultado de que un menor nimero de



foliculos iniciaran su crecimiento y diferenciacion, debido a una menor secrecion de FSH, lo
que se traduce que pocos foliculos alcanzaran la etapa preovulatoria y ovularan al primer

estro vaginal.

Las modificaciones en la secrecion de progesterona y estradiol en los animales
tratados con DSPs4 posiblemente se deben a la disminucion de la secrecion de las
gonadotropinas. Ambas hormonas regulan el proceso de esteroidogénesis, la LH incrementa
la recaptura del colesterol (precursor de las hormonas esteroides) y FSH, activa a la
aromatasa, enzima que aromatiza a los andrégenos en la sintesis de estrégenos (Dominguez
y colaboradores, 1991; Gore-Langton y Armstrong, 1994; Couse y colaboradores, 2006). En
apoyo a esta interpretacion, se ha mostrado que en la rata prepuber tratada con estrégenos y
progesterona la administraciéon sistémica de DSP4 bloquea la secrecion preovulatoria de la
LH (Jacobson y colaboradores, 1988). Estos resultados apoyan la teoria de que en el animal
prepuber el sistema noradrenérgico regula de manera estimulante la secrecion de las

gonadotropinas.

El hecho de que en el hipotalamo medio de los animales tratados por via sistémica
con DSP4, disminuyé la concentraciéon de NA y en el hipotalamo anterior no se modificé, lo
que permite suponer que la inervacién del hipotalamo proveniente del locus coeruleus, es de
manera diferencial. Esta idea es apoyada por las evidencias anatomicas que sugieren el
hipotalamo anterior es inervado de la parte anterior del nucleo, mientras que el hipotalamo
medio es inervado por la parte posterior del nucleo y que una vez que el DSP4 atraviesa la
barrera hematoencefalica induce neurotoxicidad a las neuronas provenientes de la parte
posterior del nucleo; sin embargo, el mecanismo de neurotoxicidad aun no es claro (Zhang y

colaboradores, 1995).

La disminucion en la concentracion de MHPG en la hipdfisis en los animales tratados
con DSP4 puede ser resultado de la accion neurotéxica de dicho farmaco en las células que
producen noradrenalina en la glandula. Al respecto, en la hipdfisis posterior y en el I6bulo
intermedio se ha identificado fibras nerviosas (Saland y Comunas, 1985) y la tiroxina
hidroxilasa, enzima limitante de la sintesis de catecolaminas (Saland y colaboradores, 1988;

Schussler y colaboradores, 1992; Vanhatalo y colaboradores, 1995).
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Hasta el momento no se tiene una explicacién al aumento en la concentracion de NA
en la hipdfisis de los animales que recibieron tres dosis de DPS4. Es posible que se
incrementara el aporte de NA por la inervacién que se origina de la region A2 como se ha
propuesto o puede ser que ante la disminucion de NA con una dosis de DSP4, posiblemente
el sistema de compensacion incrementd la sintesis de este neurotransmisor en dicha
glandula. Esta idea es apoyada por las evidencias que sefialan que en la hipdfisis, se

encuentra la enzima tiroxina hidroxilasa (Schussler y colaboradores, 1992).

El retraso de la edad de apertura y del primer estro vaginal en los animales con
lesion unilateral del LC, es resultado de la disminucion en la secrecion de estrégenos, el
hecho de que en estos animales se observdé menor concentracion de la hormona apoya esta
idea. Se sabe que los estrogenos son uno de los factores que inducen el rompimiento del
epitelio que recubre a la vagina y se ve una mayor secrecion en dias cercanos al inicio de la
pubertad (Steinetz, 1978; Hisano, 1977; Ojeda y Skinner, 2006). Ademas se ha mostrado que
una mayor secrecion de LH induce en el ovario mayor produccion de estrogenos (Becu y
Lacau, 1990).

El menor numero de ovocitos liberados, observado en los animales con inyeccion
localizada del DSP4 en el LC no puede ser explicado por una menor concentracion de NA en
el ovario, dado que en estos animales no se modificé dicho neurotransmisor. El ovario se
encuentra inervado por los sistema noradrenérgico, que viaja por el nervio ovarico superior y
el plexo ovarico, peptidérgico y colinérgico (nervio vago) (Burden, 1980, 1985). Esta
inervacion llega al estroma ovarico, a las células de tejido muscular liso que rodea a la teca
externa de los foliculos primordiales y en desarrollo, al tejido intersticial y a lo largo de los
vasos sanguineos que rodean a foliculo ovarico (Anesetti y colaboradores, 2001; Burden,
1980, 1985) y regula de manera directa el desarrollo folicular en el ovario (Lara y
colaboradores, 1990; Ricu y colaboradores, 2008; Paredes y colaboradores, 2011). Gerendai
y colaboradores (2005) sugieren que el nervio vago es una de las vias de comunicacion
neural entre el ovario y algunas regiones del SNC como el hipotalamo y el LC. Estudios que
emplean técnicas de histoquimica muestran que la medula espinal recibe inervacion
noradrenérgica del LC (Loughlin y Fallon 1985). Con base en lo anterior es posible pensar

que el locus coeruleus no participa de manera directa en el transporte de NA que transcurre
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por medio de la informacién neural que llega a las génadas o en la “sintesis de novo” y por

ende en las funciones de la gonada

Estos resultados permiten pensar que, la disminucion del ovocitos observada en los
animales con lesion unilateral del LC puede ser el resultado de la disminucidn en la secrecion
de las gonadotropinas, inducida por una menor concentracion de NA y un aumento en la
relacion MHPG/NA en el hipotdlamo medio. Es posible suponer que la inervacion
noradrenérgica que se origina en el LC y llega al hipotdlamo medio regule de manera
estimulante la liberacion de GnRH (Figura 19). En apoyo a esta idea, existen evidencias
sefalan que en la rata adulta en proestro la lesion electroquimica bilateral del LC resulta en
el bloqueo del pico preovulatorio de LH y falta de ovulacion (Anselmo-Franciy colaboradores,
1997; Anselmo-Franci y colaboradores, 1999) y este evento es revertido cuando se estimula
la region MPOA (Dotti y Taleisnik, 1982).

También es posible pensar que la modificacion en la ovulacion en los animales con
lesion del LC es resultado de que la inervacion noradrenérgicas que se origina en el LC
modula la secrecion de las gonadotropinas, via la activacion del nucleo dorsal del rafé (NDR).
En estudios anatomicos se ha mostrado que el NDR recibe inervacion noradrenérgicas del
LC (Kaehle y colaboradores, 1999). En estudios experimentales han mostrado que el NDR
regula de manera estimulante la liberacion preovulatoria de LH y que la administracion de
serotonina en el LC en animales con lesién electroquimica de NDR restaura la secrecién

preovulatoria de LH (Morello y Taleisnik (1988)

Las modificaciones en la secrecidn de progesterona y estradiol permiten suponer,
que hubo menor desarrollo foliculos en crecimiento y de cuerpos luteos posiblemente por
modificaciones en la secrecion de FSH y LH, ya que son ambas hormonas son
fundamentales en el proceso de esteroidogénesis (Tresguerres y Castillo, 2003). Estos

resultados concuerdan los obtenidos cuando se administré DSP4 por via sistémica.

El aumento del peso corporal observado en los animales con lesidn no puede ser
explicado por una mayor secreciéon de la hormona del crecimiento (GH) inducido por la
lesion, esta idea es apoyada por las evidencias que sefalan que la lesion del LC inducida por

un neurotdéxico como 6-hidroxidopamina a ratas adultas castradas no modifica la



concentracion de la GH (Endrdczi y colaboradores, 1978). Es posible que esta respuesta sea
el resultado que durante los primeros dias del desarrollo de la rata, la concentracion de GH
es baja, se incrementa al final de la etapa juvenil y continua aumentando en los dias
cercanos al inicio de la pubertad, lo que explica el mayor desarrollo de los animales (Ojeda y
colaboradores, 1990). El hecho de que en estos animales se retrasara la apertura vaginal y el

primer estro implica un mayor desarrollo corporal y por lo tanto mayor peso.

La disminucion en la concentracion de NA en el hipotalamo medio de los animales
con microinyeccion de DSP4 en el LC concuerda con el hecho de que esta benzilamina es un
farmaco que dafa selectivamente a las neuronas noradrenérgicas al formar iones aziridium
que dana a las proteinas de la membrana de la mitocondrial y al ADN (Szot y colaboradores,
2010). ElI aumento en la relacion [MHPG/NA] permite pensar que en esta area el sistema
noradrenérgico se encuentra activo. El hecho de que en el hipotalamo anterior no se modificd
la concentracion de NA y MHPG, permite suponer que LC no envia proyecciones a dicha
region pero si a la region de la eminencia media y al nucleo arcuato. Esta idea ha sido
planteada por otros autores que sugieren que LC contribuye con inervacion del nucleo
dorsomedial y la eminencia media y que no contribuye con las otras areas del hipotalamo

(Loughlin y colaboradores, 1986).

Otra posibilidad es que exista una neurotoxicidad selectiva entre las neuronas
noradrenérgicas en el LC. Zhang y colaboradores (1995) mostraron que en el macho adulto
la inyeccién de DSP4 por tres dias consecutivos con 50mg/kg de pc., no induce cambios en
el numero de células inmunoreactivas a DBH en la parte anterior del nucleo pero si en la
parte posterior. Loughlin y colaboradores (1986) mostraron que los axones noradrenérgicos
que llegan al hipotalamo se origina de la regidon anterior del LC. Sin embargo hasta el
momento no es claro el mecanismo de neurotoxicidad del DSP4. El hecho de que la
administracion por via sistémica de la bromobenzilamina provocara cambios semejantes a

los de la lesion unilateral de LC permite apoyar esta interpretacion.

La disminucion en la concentracion de NA en hipodfisis observada en los animales
con lesién unilateral del LC, permiten suponer que existe una relacién neural entre el LC y la

glandula. Sin embargo, hasta el momento no existe informacién anatémica o experimental



que apoyen esta idea, pero es posible pensar que al microinyectar el neurotoxico en el LC
disminuyera el aporte de NA a la hipdfisis. En apoyo a esta idea se ha mostrado que en la

rata la hipodfisis posterior recibe inervacion de la regidn A2 (Bicknell y colaboradores, 1988).

En conjunto, estos resultados nos permiten sugerir que en la rata juvenil el sistema
noradrenérgico que se origina del nucleo locus coeruleus participa de manera estimulante en
los mecanismos neuroenddcrinos que regulan la secrecion de las gonadotropinas y como

consecuencia la ovulacion y la secrecion de hormonas esteroides.
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Figura 18. Modelo propuesto de la posible participacién del sistema noradrenérgica en el
animal de 30 dias de edad tratado con DSP4 por via sistémica. La flecha ‘indica la
disminucién en la concentracion, la flecha 1indica el aumento en la concentracion , el signo =
indica que no hay cambio en la concentracion, el signo + indica efectos estimulantes, locus
coeruleus (LC), hipotalamo anterior (HA), hipotdlamo medio (HM), noradrenalina (NA), N-2-
cloroetil-N-etil-2-bromobenzilamina (DSP4), hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH), hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH), estrégenos (Ez2)

y progesterona (Pa).
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Figura 19. Modelo propuesto de la posible participacion del sistema noradrenérgico que se
origina en el LC en el animal de 30 dias de edad con lesion localizada del locus coeruleus
inducida por DSP4. La flecha ‘ indica la disminucidn en la concentracion; el signo = indica
que no hay cambio en la concentracion, el signo + indica efectos estimulantes; locus
coeruleus (LC); nucleo dorsal del rafé (RD), hipotdlamo anterior (HA), hipotalamo medio
(HM), N-2-cloroetil-N-etil-2-bromobenzilamina (DSP4), noradrenalina (NA), hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH), hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona
luteinizante (LH), estrégenos (E2) y progesterona (Pa).
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este estudio proponemos que:

e En el animal prepuber, el sistema noradrenérgico participa de manera estimulante en
la modulacion de los mecanismos neuroendocrinos que regulan el inicio de la

pubertad.
e En el animal prepuber, el sistema noradrenérgico que se origina en el locus coeruleus
participa de manera estimulante en la regulacion de la secrecion de progesterona y

17B-estradiol.

e En el animal prepuber, la lesidon de las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus,

afectan de forma diferencial al sistema noradrenérgico del hipotalamo.

e Es posible que exista una comunicacién neural entre el locus coeruleus y la hipdfisis y

que podria participar en la regulacion de la secrecidn de las gonadotropinas.
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