UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

EFECTO DE LA NEUROTOXICIDAD NORADRENERGICA DE N-2-CLOROETIL-N-
ETIL-2-BROMOBENZALAMINA DURANTE EL DESARROLLO PREPUBERAL
SOBRE LA PUBERTAD Y LAS FUNCIONES DEL OVARIO

T e s is
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
BIOLOGA
PRESENTA:

Ana Laura Acevedo Martinez

Directora de tesis: Dra. Juana Monroy Moreno

Investigacion realizada gracias al Programa
UNAM-DGAPA-PAPIIT, 1A201012

(1
i

A
i

i

oty Lk

el

e

I

« ZERAGOSZA
Ciudad de México, 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
“ZARAGOZA”

Efecto de la neurotoxicidad noradrenérgica de N-2-cloroetil-N-etil-2-
bromobenzalamina durante el desarrollo prepuberal sobre la pubertad y
las funciones del ovario

Tesis presentada por: Ana Laura Acevedo Martinez

Directora de tesis: Dra. Juana Monroy Moreno

Realizada en el Laboratorio de Neuroquimica de la Unidad de
Investigacion en Biologia de la Reproduccion, Unidad Multidisciplinaria de
Investigacion Experimental Zaragoza, UNAM.

El presente estudio fue financiado por DGAPA-PAPIIT 1A201012



T WG . DRV T
N =X

%% FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

“ZARAGOZA”

VNIVERADAD NACIONAL DIRECCION
AVENMA DE
MEXICO

JEFE DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
PRESENTE.

Comunico a usted que la alumna ACEVEDO MARTINEZ ANA LAURA, con
numero de cuenta 306218608, de la carrera de Biologia, se le ha fijado el dia
14 de febrero de 2017 a las 13:00 hrs., para presentar examen profesional, el
cual tendra lugar en esta Facultad con el siguiente jurado:

PRESIDENTE Dra. MARIA ESTHER CRUZ BELTRAN

VOCAL Dra. JUANA MONRQOY MORENO

SECRETARIO Dra. PATRICIA ROSAS SAUCEDO

SUPLENTE M. en C. MARISELA VALDES RUIZ

SUPLENTE Dra. MARIA ELENA AYALA ESCOBAR

El titulo de la tesis que presenta es: Efecto de la neurotoxicidad
noradrenérgica de N-2-cloroetil-N-etil-2-bromobenzalamina durante el
desarrollo prepuberal sobre la pubertad y las funciones del ovario.

Opcion de titulacion: Tesis.

Agradeceré por anticipado su aceptacion y hago propia la ocasion para
saludarle.

ATENTAMENTE

“POR MI RAZA HABLA ESRIRITUETUDIOs

Ciudad de México =

=

s

=)

DR. VICTOR M NEZ B

~~DIRECTOR GOZA
PIRE N
RECIBI ~ VO0.BO.

OFICINA DE EXAMENES M. en C. ARMANDO CERVANTES SANDOVAL

PROFESIONALES Y DE GRADO JEFE DE CARRERA



Agradecimientos

A la Dra. Juana Monroy Moreno por todo su apoyo, confianza y ayuda brindada para la

elaboracion de este trabajo.

A los miembros del jurado: Dra. Maria Esther Cruz Beltran, Dra. Juana Monroy
Moreno, Dra. Patricia Rosas Saucedo, M. en C. Marisela Valdés Ruiz y Dra. Maria

Elena Ayala Escobar por todas sus aportaciones durante la revision de este trabajo.

Al Bidol. Roberto Chavira, del laboratorio de Hormona Esteroide del Instituto
Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion “Salvador Zubiran” por su colaboracion en la

realizacion de la técnica de radioinmunoanalisis.

A la Sra. Dulce Maria por su colaboracion técnica en la Unidad de Investigacidon en

Biologia de la Reproduccion.

Al personal del Bioterio de la FES Zaragoza, por el cuidado a los animales

utilizados durante este estudio.

Al Dr. Manuel A. Castillo por su orientacion académica para la realizacion de las

bases para el estadistico en NCSS.

Al LDG. Alfredo por su orientacion académica para la edicion de las figuras de

este trabajo.



Dedicatorias

A mis padres (Ana y Irineo), por haberme fomentado el deseo de superacion,
compromiso y apoyarme incondicionalmente. A mi mama, por tener las palabras de
aliento cuando queria renunciar a mis suefios. A mi papa, por mostrarme que siempre

debo luchar por mis objetivos y no hay nada imposible.

A mis Hermanas (Ménica y Citlali) por su apoyo, sus locuras y sobre todo por ser
el motor de mis triunfos. A mi sobrino (Angelo) por cada sonrisa que me ayuda a ver lo

hermoso de vivir cada momento.

A Luis Guillermo porque muchos de mis mejores momentos los he tenido a tu
lado, lo bueno o malo siempre estas, gracias por tu amor, tus palabras de aliento y tus

observaciones académicas que me ayudan a ser mejor.

A mis Amigas y compafieras (Martha y Norma) por ayudarme en la elaboracion
de este trabajo, por su amistad dentro y fuera del laboratorio, por los momentos
compartidos. Gracias por incorporarme a un gran equipo de trabajo. A Dieter mi primer

amigo de la Facultad, que compartimos tantos buenos momentos.

A mis Amigos (Angel y Lisandro) por sus regafios y por todas esas platicas que
me ayudaban en tiempos dificiles. A todos mis amigos de la FES ZARAGOZA, |la BREM
que me enseno “conviccion y disciplina es el eje de nuestro desarrollo” y CORENA
(Ménica y Guadalupe) por ayudarme a crecer tanto profesionalmente como

personalmente.

Gracias a todos, por ser parte de esta etapa.

Laura
“(ada descubrimiento abre un nuevo campo para la investigacion de los hechos, nos muestra
la imperfeccion de nuestras leorias. Se ha dicho oportunamente, que cuando mayor es el circulo de

luz, mayor es el limite de la oscuridad de que estd rodeado™ Humphry Davy.



L R SUIMIEN L. e 1
1T gL eTo [8 oo o o HO PR 3
A.Eje hipotalamo-hipofisis-0vario..............cooiiiiiii i 5
B.Anatomia y funcidn el sistema reproductor. ......... ..o 9
CLFOlICUIOGENESIS. ...t e e 10
D.ESIErOIdOgENESIS. . ...ttt 13
E.Regulacion del inicio de la pubertad. ... 16
F.Sistema Noradren@rgiCo. . ........uue e 17

G.Participacion del sistema noradrenérgico en la regulacion de la secrecion de las

gonadotropinas Y 18 OVUIACION. ... ... e 21

1 JUSHIFICACION. .. ettt 26
T o [0} =T 7 27
V. ODBJEEIVO GENEIAL. ...t e 28
VI. Objetivos partiCulares ....... ..o 28

VII. Materiales Y METOAOS ... ... e 29
A.Procedimiento de autopsSia ........ooiiiii i 29
B.Cuantificacién de noradrenalina y su metabolito ..........cc..oviiiiiiii 30

C. Cuantificacion de hormonas esteroides .............cocoviiiiiiiiiiii e, 31

G Progesterona. ... ..o 32

C.2. TeStOSIEIONA. . ... et 32

C.3. ESIradiol. .. . e 32

D. ANAIISiS €STaiSHICO. ... ..ueiiiiiiiii e 32

VI RESURAAOS. ... e ettt et ennenes 33

A. Efectos de la administracion de N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamida sobre la
concentracion de noradrenalina y del acido 3-metoxi-4-hidroxifenil etilenglicol en el

hipotalamo, la hipofisis ¥ 10S OVArIOS.. ... 33
A HIPOIAIAMO. .. 33
A2 HIPOFISIS. e 36
NG T 1= T o 1 39
B. Efectos de la administracion de N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamida sobre la edad
de la apertura vaginal, del primer estro y la primera ovulacion ...............cccooeiieiiiiiiieeeeeeeenn. 41
C. Efectos de la administracién de N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamida sobre la
concentracion sérica de progesterona, testosterona y 17p3-estradiol ................coooviiiiie 44
QI o U= [ 46
XI CONCIUSIONES ...ttt et ettt ettt et a e eneaas 56

DL =11 0] oY = - 57



. Resumen

Se ha descrito que el sistema noradrenérgico en el animal adulto participa en los
mecanismos que regulan el eje reproductivo hipotalamo-hipdfisis-ovario, debido a que
modulan la secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y de
gonadotropinas, como consecuencia la ovulacién y la secrecion de las hormonas
esteroides ovaricas. Sin embargo, en el animal prepuber no es clara la participacién de
este sistema de neurotransmision durante el desarrollo prepuberal. Por ello, en el
presente estudio se analizaron los efectos de la modificacion del sistema noradrenérgico
inducidos por la inyeccion de N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamina (DSP4, neurotéxico
selectivo de neuronas noradrenérgicas), durante el desarrollo prepuberal sobre el inicio de
la pubertad (edad de la apertura vaginal [EAV] y del primer estro vaginal), la primera
ovulacion, la concentracion de progesterona, testosterona, estradiol, y en los cambios en
la concentracion de noradrenalina y su metabolito el 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG)

en el hipotadlamo anterior y medio, la hipdfisis y los ovarios.

En ratas hembra de recién nacidos (RN), 5 (5d), 10 (10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias
de edad de la cepa ClI-ZV, se les inyectd por via intraperitoneal una dosis de 50 mg/kg de
P.C. de DSP4 o solucion salina para cada edad propuesta. Los animales se sacrificaron
en el dia del primer estro vaginal, se conté el numero de ovocitos liberados y se cuantificd

la concentracion de progesterona, testosterona y 17p-estradiol.

En los animales tratados con DSP4 a la edad de 10d o 20d se retraso la EAV (10d:
38.4+0.7 vs 35.21£0.5; 20d: 41.1+1.7 vs 38.0 £ 0.9, p<0.05). En la edad del primer estro se
observd un mayor retraso en la edad de RN (RN: 44.41+1.0 vs 37.6+1.3, p<0.05), el
numero de ovocitos liberados fue menor en el grupo de animales tratados al dia 20
(4.8+0.9 vs. 7.84£1.2, p<0.05). En ninguna de las edades tratadas con DSP,4 se modifico la

tasa de animales ovulantes.

La concentracion de 17p-estradiol, fue mayor en el grupo de animales tratados con
DSP,4 al 10d (21.9+ 2.6 vs. 14.5+1.3, p<0.05) 0 20d (27.1% 3.1 vs. 20.5% 2.3, p<0.05).




En el hipotalamo anterior de los animales inyectados con DSP4 a los 15 dias de
edad, fue menor la concentracion de NA (0.7+£0.1 vs. 1.840.5, p<0.05). La relacion de
[MHPG]/[NA] fue mayor en el grupo de animales tratados a los 15 dias de edad (1.7+0.4
vs. 0.7% 0.1, p<0.05). En el hipotalamo medio no se observaron modificaciones en estos

parametros.

La concentracion de NA fue menor en la hipofisis de los animales tratados con
DSP,4 al nacimiento o al dia 5 de edad (RN: 0.3+ 0.1 vs. 1.2+ 0.3, p<0.05; 5d: 0.3+ 0.04 vs.
0.4+0.1, p<0.05), mientras que la concentracion de MHPG no se modifico

independientemente de la edad en que se bloqueo el sistema noradrenérgico.

En los ovarios, la administracion de DSP4 no modificé la concentracion de NA. En
cambio la concentracion de MHPG fue mayor en los animales inyectados con el
neurotoxico al dia 10 de edad (0.6+ 0.1 vs. 0.3+ 0.1, p<0.05).

Con base en los resultados obtenidos en este estudio nos llevan a pensar que en el
animal prepuber el sistema noradrenérgico ejerce un efecto diferencial en la regulacion
del inicio de la pubertad, ovulacion y la esteroidogénesis. A los 10 de edad el sistema
noradrenérgico participa de manera estimulante en los mecanismos neuroendocrinos que
regulan el inicio de la pubertad y la secrecion de 17p-estradiol, a los 20 dias en el proceso

de ovulacion y no participa en dichos proceso al nacimiento, 5 o 15 dias postnatal.




Introduccion

La pubertad es la etapa bioldgica que une la inmadurez con la madurez sexual, en la que

se llevan a cabo cambios neuroendocrinos y fenotipicos que marcan el inicio de la

actividad reproductiva (Mufoz y Roman, 2011). Dichos procesos son resultado de

cambios neuroendocrinos en el eje hipotalamo-hipodfisis-gonada, que inician desde la

etapa embrionaria y culminan con la pubertad (Lépez y Charro, 1994). Ademas existen

otros factores como la nutricién, los estimulos sociales y factores ambientales que influyen

en dicho proceso (Adams y Steiner, 1988).

El desarrollo postnatal de la rata hembra se clasifica en cuatro etapas (Ojeda et al.,

1980), las cuales consideran parametros morfoldgicos vy fisiolégicos:

Neonatal. Etapa que abarca desde el nacimiento hasta los 7 dias de vida, se
caracteriza por la insensibilidad del ovario a las gonadotropinas. La concentracion
sérica de la hormona estimulante del foliculo (FSH, por sus siglas en inglés)
empieza a aumentar y la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés) se
mantiene constante. El efecto de la retroalimentacién que ejerce el estradiol en el
eje hipotalamo-hipdfisis no se establece debido a la mayor concentracidon
plasmatica de a-feto proteina, esta se une a los estrégenos lo que provoca que
sean inactivos. Al final de esta etapa se hace evidente la respuesta del ovario a las
gonadotropinas, debido a que entre el cuarto y quinto dia comienzan a formarse los
receptores de la FSH y 48 horas después los de LH (Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990).

Infantil. Se extiende del dia 8 al 21 de vida. Se caracterizada por el aumento en la
secrecion de FSH, que alcanza su maxima concentracion a los 12 dias y disminuye
a partir de dia 15. El aumento de la FSH estimula el crecimiento de los foliculos
que van a llegar a ovular en la pubertad. A mediados de esta etapa se presentan
elevaciones esporadicas de LH en la tarde, las que dejan de producirse al finalizar
esta etapa y la disminuye la concentracién de esta hormona. A los 10 dias de edad,
existen un mayor numero de receptores a la hormona liberadora de las
gondotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés) y a las gonadotropinas (FSH y LH),
teniendo una maxima sensibilidad hipofisaria. La maxima concentracién de
receptores a la GnRH coincide con la disminucidén de las concentraciones

plasmaticas de la FSH, al disminuir el numero de receptores a GnRH en el ovario




se estimula el proceso de esteroidogénesis. En las células de la granulosa sélo
existen receptores a FSH y su numero aumenta con la edad hasta el dia 21, que
marca el inicio del periodo juvenil (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990;

Dominguez et al., 1991).

e Juvenil. Inicia en el dia 22 y finaliza a los 32 dias de vida. A partir de esta etapa la
concentracion de FSH ha disminuido sensiblemente y en su comienzo las
concentraciones de LH son bajas y constantes. La LH comienza a secretarse en
forma pulsatil y hacia el final de esta etapa se incrementan sus valores basales y la
amplitud de sus pulsos durante la tarde, estableciéndose un ritmo de secrecion
circadiano. En el ovario aumenta del numero de receptores a LH, que con el patrén
de secrecidon pulsatil de LH se traduce en una mayor esteroidogenesis (Becu-

Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

e Peripuberal. Su duracion es variable y culmina con la primera ovulacion. Esta
etapa se caracteriza por la maduracién final del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario. El
patron circadiano de LH se establece regularmente, a este ritmo circadiano de LH,
aparece minipicos de LH de dependencia esteroidea, lo que indica que la
retroalimentacion positiva de los estrogenos se ha establecido (Becu-Villalobos y
Lacau-Mengido, 1990). Como consecuencia de la retroalimentacién estimulante,
los estrégenos modulan la secrecion de GnRH que se incrementa en los dias
previos a la pubertad y culmina con el pico preovulatorio de las gonadotropinas. La
FSH y LH actuan en el ovario donde estimulan el crecimiento, la maduracion final
del foliculo que culmina con la liberacion del ovocito (ovulacién) (Ramaley, 1979;
Neill et al., 2006).

En la hembra de los roedores la sefial externa que evidencia el inicio de la pubertad
es el rompimiento del epitelio que cubre la vagina, conocido como apertura vaginal, esta
respuesta es inducida por la estimulacion estrogénica. En la rata, este evento se presenta
entre los 35 y 45 dias después del nacimiento. La citologia vaginal de los animales en
este momento presenta caracteristicas de proestro (células epiteliales nucleadas), estro
(células cornificadas) o diestro (leucocitos) (Figura 1). La primera ovulacion se presenta
alrededor de las 24, 48 o 72 horas posteriores a la canalizacion vaginal (Becu-Villalobos y
Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski 1994, Monroy 1999).




Ceélulas
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Figura 1. El ciclo estral de la rata, dura entre cuatro y cinco dias, cada etapa se
caracteriza por la presencia de un tipo celular. (Tomado de Fernandez-Guasti y
Picazo, 1992).

Los procesos fisiolégicos que se desarrollan durante la madurez sexual son
regulados por la interrelacién de mecanismos neuroendocrinos, que se llevan a cabo en el
eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. El hipotalamo y la hipdfisis forman una unidad funcional
vital en la coordinacion de los procesos que conllevan al establecimiento de la actividad

reproductiva (Geneser, 2000).

A. Eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario

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

mediante sefiales endocrinas y responde a sus estimulos aferentes (Yen et al., 2001).

El hipotalamo se localiza en la base del diencéfalo limitado por el talamo en la
region dorsal, en la posterior por los cuerpos mamilares y en la anterior por la lamina
terminalis. ElI quiasma o6ptico y el tercer ventriculo divide al hipotalamo bilateralmente
(Clifton y Steiner, 2009). Se describen entre 18 y 25 nucleos en el hipotalamo, que con

base en su distribucién se divide en tres regiones: lateral, medial, y periventricular. La




zona lateral es considerada como el relevo donde se establecen conexiones que salen del
hipotalamo y son recibidas en las estructuras encefalicas mas rostrales. La zona medial y
periventricular contienen la mayor parte de las estructuras y los sistemas de fibras
relacionados con la regulacion central del sistema endocrino (Yen et al., 2001; Toledano,
2005).

El hipotalamo es el centro que regula la sintesis y liberacién de las gonadotropinas
por medio de la GnRH. En la rata, las neuronas productoras de la GnRH estan agrupadas
en redes laxas y dispersas, que se localizan en el area predptica, los nucleos predptico
medial, anterior y arcuato, proyectan sus axones hacia la eminencia media (Silverman et
al., 1987; Yen et al., 2001).

La GnRH es un decapéptido que se sintetiza como parte de una molécula de 92
aminoacidos llamada prepro-GnRH. El decapéptido es precedido por un péptido sefal de
23 aminoacidos y seguido por una secuencia de tres aminoacidos (glicina-lisina-arginina),
esenciales en el procesamiento proteolitico y la amidacién del C terminal de la molécula
de GnRH. EIl ultimo residuo de 56 aminoacidos se conoce como péptido asociado con la
GnRH (GAP, con propiedades inhibitorias sobre la secrecion de prolactina). La
preproGnRH se internaliza en el reticulo endoplasmico y el péptido sefal es cortado por
accion de la endoproteasa PC2, dando origen a la pro-GnRH, que se transfiere al aparato
de Golgi, dandose la ruptura de la cadena por la reaccion proleolitica que elimina dos
aminoacidos basicos, lisina-arginina, separando asi a la GnRH de la GAP. La GnRH es
activada mediante la ciclizacion enzimatica de la glutamina N-terminal, la ruptura del
enlace glicina'’-glicina’ y la amidacién de la glicina en el carbono terminal.
Posteriormente la GnRH y GAP son almacenadas en vesiculas secretoras que son
transportadas desde el soma a la terminal nerviosa por transporte axonal, que es liberada
en respuesta a un cambio en el potencial de membrana por la entrada de calcio
extracelular a través de canales de calcio dependientes de voltaje (Charli et al., 1991; Yen
et al., 2001).




Las neuronas GnRHérgicas proyectan sus axones hacia la eminencia media (EM)
donde es liberada en forma pulsatil al sistema vascular portal hipofisario (Figura 2). Las
fibras nerviosas de estas neuronas también se proyectan hacia el sistema limbico, la

amigdala, el hipocampo y la sustancia gris periacuedactal (Yen et al., 2001).

La secrecion pulsati de GnRH es el resultado de un generador de pulsos
(secrecion en forma de descargas agudas, ritmicas y de corta duracion) con una
frecuencia aproximada de 60 minutos en el hipotalamo fetal y de 60 a 90 minutos en el
adulto (Yen et al., 2001).

El hipotalamo tiene conexiones vasculares con el I6bulo anterior de la hipdfisis o
adenohipodfisis. En esta, se encuentran los gonadotropos, células productoras de las
gonotropinas: FSH y LH, que son liberadas al torrente sanguineo y al llegar al ovario se
unen a sus receptores especificos de alta afinidad (localizados en las células de la teca y
de las células de la granulosa) y estimulan la produccion de los gametos (ovocitos) y la
secrecion de hormonas proteicas (activina y inhibina) y esteroides (progesterona,

testosterona y estrogenos) (Silverman et al., 1987; Geneser, 2000; Yen et al., 2001).

La inhibina sintetizada en las células granulosas del ovario y liberada en la
circulacion, ejerce su efecto directamente en el gonadotropo, donde inhibe la secrecion de
FSH, y disminuye la amplitud del pulso de LH. La inhibina en combinacién con el estradiol
ejercen una accién de retroalimentacién negativa en la secrecion de FSH (Pargés y Aller,
2006).
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Figura 2. Eje hipotalamo-hipodfisis, relacion de las neuronas GnRHérgicas y los

gonotropos. LH: hormona luteinizante; FSH: hormona estimulante del foliculo

(modificado de Tresguerres, 2003).

La secrecion de GnRH es regulada por un doble control: el hormonal y el nervioso.

La regulacion hormonal se realiza por mecanismos neuroendocrinos via las hormonas
proteicas y esteroides que modulan el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. A nivel nervioso
comprende la regulacion de la actividad de las neuronas GnRH por otras regiones del
SNC (corteza, sistema limbico, nucleo Locus Coeruleus, etc.) via la liberacion de
neurotransmisores como noradrenalina, dopamina, serotonina, acido y—aminobutirico,
péptidos opiodes y aminoacidos excitadores o por modificaciones en las células gliales
(Sawyer et al. 1947; Herbison, 1997; Yen et al., 2001; Martins-Afférri et al., 2003; Ojeda,

2006).




B.
El sistema reproductor lo conforman los ovarios, oviductos, el utero y la vaginal (Figura 3).

Anatomia y funcién el sistema reproductor

En los ovarios se realiza la generacion de ovocitos y de la produccion de hormonas
esteroideas (progesterona, testosterona y estradiol) y peptidicas (activina y inhibina) que

mantienen los caracteres secundarios (Gonzalez, 2010).

Los ovarios estan compuestos por dos regiones: la médula y la corteza. La médula
o region medular, esta formada por tejido conectivo laxo con abundantes vasos
sanguineos, vias linfaticas y fibras nerviosas. La corteza o region cortical, esta ubicada
en la periferia del ovario y rodea a la médula, posee a los foliculos ovaricos incluidos en
un estroma de tejido conectivo. El limite entre la corteza y la médula no es claro (Ross,
2008).

El del

compuesto por dos tipos celulares separados por una membrana basal: las células de la

foliculo ovarico, estructura basica anatdmica-funcional ovario, esta

teca, situadas en la periferia y las células de la granulosa, ubicadas dentro del foliculo y

en contacto con el ovocito (Gonzalez, 2010).
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Figura 3. A) Anatomia del tracto reproductor de la rata hembra. B) Detalle del ovario

y sus estructuras C) Desarrollo Folicular (Tomado y modificado de Gonzalez, 2010).




C. Foliculogénesis
La formacion del ovocito inicia en la etapa embrionaria, cuando cientos de células

germinales migran desde el surco urogenital a la goénada primitiva, se diferencian a
ovogonias y proliferan por division mitética. Cuando la division mitética cesa, las
ovogonias entran en meiosis y se transforman en ovocitos primarios, que quedan
detenidos en profase de la primera division meiotica (Gonzales, 2010). La trasformacion
de los foliculos primordiales hasta el estadio de foliculos maduros se conoce como
foliculogénesis (Pagés y Aller, 2006). Los foliculos formados en la vida fetal se denominan
foliculos primordiales y consisten de un ovocito rodeado por una capa de células
foliculares planas, que se ubica dentro de la lamina basal, su diametro aproximado es de
30 a 60 ym y contiene un ovocito diploide entre 9-25 um (Lintern-Moore et al., 1974;
Hirshfield, 1991; Pages y Aller, 2006).

A intervalos regulares durante la vida fetal, prepuberal y adulta una cohorte de
foliculos primordiales comienza a madurar espontaneamente. Las células foliculares que
rodean al ovocito cambian su morfologia de planas a cubicas y dan origen a las células de
la granulosa (Wassarman et al., 1996). Estas células comienzan a secretar glicoproteinas
y forman una capa traslucida, denominada zona pelucida, que rodea al foliculo (Figura 3),

formandose el foliculo primario (Ross, 2008).

Las células de la granulosa continuan dividiéendose y forman un estrato; las células
del estroma ovarico se condensan alrededor del foliculo formando una pared, la teca que
comienza a vascularizarse. En este punto, los foliculos secundarios o preantrales
producen esteroides al estimulo de las gonadotrofinas. La maduracion folicular es

regulada por las gonadotrofinas de forma ciclica (Ross, 2008; Gonzales, 2010).

En condiciones fisioldgicas, los vasos sanguineos de la teca nunca atraviesan la
lamina basal que separa las células tecales de las células de la granulosa que no poseen
irrigacion y solo acceden a ellas luego de la ovulacion, cuando el foliculo se trasforma en

cuerpo luteo (Pagés y Aller, 2006).

Los foliculos preantrales se dirige a la muerte celular o atresia, a menos que sean
rescatados por factores de sobrevivencia. A la LH y FSH son consideradas como dos
factores de sobrevivencia folicular, que cuando aquellos foliculos llegan al estadio

preantral y coincide con una mayor concentracidén circulante de estas hormonas los
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foliculos continian con su desarrollo y diferenciacion. Luego de la aparicién del antro
folicular, las células de la granulosa se diferencian funcionalmente de acuerdo a su
localizacion dentro del foliculo. Las células mas cercanas a la membrana basal o mural,
tienen mayor capacidad de sintesis de esteroides debido a que expresan receptores a LH

en una etapa temprana (Zoller y Weisz, 1978; Pagés y Aller, 2006).

El estradiol en las células de la granulosa promueve la aparicibn de nuevos
receptores a FSH, lo que aumenta la sensibilidad del foliculo a esta hormona e induce el
crecimiento folicular. Durante esta etapa folicular, la FSH regula la reproduccién de
inhibina B, que en la hipodfisis disminuye la secrecién de FSH. A partir de la mitad de la
fase de diestro Il del ciclo estral, las células de la granulosa de los foliculos preantrales
incrementan su indice mitético, por lo que aumenta el numero de receptores a FSH
(Gonzales, 2010).

Los foliculos se hacen mas sensibles a la FSH, formandose una cavidad o antro
llena de liquido, rasgo caracteristico del foliculo terciario o antral. Las células que dan
hacia el antro reciben el nombre de antrales, mientras que las que rodean al ovocito se
denominan células del cumulus oophorus que mantienen una estrecha relacion con el
ovocito mediante uniones de tipo comunicantes o GAP y son las que acompanan al
ovocito después de la ovulacion, formando la corona radiada (Botella, 1995; Gonzales,
2010).

Los foliculos preovulatorios, también denominados foliculos preovulatorios o de
“Graaf”, se transforman en atrésicos o son seleccionados para continuar el desarrollo
hacia foliculos ovulatorios. En roedores, la seleccion folicular ocurre durante la fase de
proestro previa al ciclo estral en el cual estos foliculos ovularan. En esta etapa el
incremento en la secrecién de estrogenos por los foliculos preovulatorios ejerce una
retroalimentacion negativa en el hipotalamo e hipdfisis, inhibiendo la liberacién de GnRH y
de gonadotrofinas, respectivamente (Gonzales, 2010).

En la rata, la LH aumenta la formacion de prostaglandinas (PGs) en la granulosa y
en la coneja se determiné que las PGs como la PGE-2 actuan para la disgregacion de la
corona radiata, estimulacion en enzimas proteoliticas, y la estimulacion de la contraccion
ovarica. Horas antes de la rotura, en las células de la granulosa se produce progesterona

y estrogenos, lo que reblandece la pared folicular y favorece la rotura (Botella, 1995).
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La ovulacién es un proceso que se da por un brusco aumento de LH el cual se
denomina pico preovulatorio y ocurre en la fase de proestro, que provoca la ultima parte
de la fase folicular e involucra diferentes tipos celulares y cambios en los patrones de
expresion génica dentro de las células, lo que lleva a un proceso similar a una inflamacién
aguda localizada (Espey, 1994; Richards et al., 2008; Baravalle et al., 2013). Horas antes
de la rotura, en las células de la granulosa se produce progesterona y estradiol, lo que
reblandece la pared folicular y favorece la rotura. En la rata, la LH aumenta la secrecién
de prostaglandinas en la granulosa que activan a enzimas proteoliticas que degradan a la
corona radiata y estimulan la contraccion de las células del tejido muscular liso que rodea

a las células de la teca externa que conlleva a la liberacion del ovocito (Botella, 1995).

Después de la ovulacion se forman los cuerpos luteos, constituidos por células de
la teca y granulosa del foliculo ovarico, que después de la liberacién del ovocito se
luteinizan y se transforman en células luteales que producen progesterona. Los cuerpos
luteos son estructuras endocrinas transitorias que involucionan hasta perder su capacidad

de sintetizar hormonas (Geneser, 2000).

Existen diferentes criterios para denominar las etapas del desarrollo folicular entre
ellas esta la clasificacion del reclutamiento folicular sugerida por McGee y Hsueh (2000),
en la que diferencia el reclutamiento inicial del reclutamiento ciclico. Durante el
reclutamiento inicial, la liberacion de factores intraovaricos y liberacibn de mensajeros
quimicos estimulan a algunos foliculos primordiales a iniciar su crecimiento, mientras que
el resto permanece en estado latente. AUn no se conocen los mecanismos especificos

que regula el inicio del reclutamiento de los foliculos de reserva.

El reclutamiento inicial se propone como un proceso continuo que comienza justo
después de la formacion de los foliculos, esto es que los foliculos en reposo estan bajo la
continua influencia de factores inhibitorios, ya sea de origen local o sistémico, que hacen
que permanezcan en latencia (Wandji et al., 1996; Pagés y Aller, 2006). La disminucién
de los factores inhibitorios o el aumento de los factores estimulantes como LH y FSH,
aceleran el reclutamiento, sin embargo los foliculos primordiales carecen de receptores
para LH y FSH, asi que actuan de forma indirecta (Oktay et al., 1997; Pagés y Aller,
2006).
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En contraste, el reclutamiento ciclico comienza después de la pubertad y es
resultado del incremento de los niveles circulantes de FSH; actua como factor de
supervivencia y el papel de LH en la supervivencia de los foliculos podria ser mediada por
estrogenos. Estos procesos se llevan a cabo en cada ciclo reproductivo (McGee y Hsueh,
2000; Pagés y Aller, 2006).

D. Esteroidogénesis

En los tejidos esteroidogénicos; ovario, testiculo y glandula adrenal, la ruta de sintesis
hormonas esteroides es similar (Arechavaleta-Velasco et al., 2009). En el ovario las
células de la granulosa, teca y del cuerpo luteo son productores de hormonas esteroides
(Botella, 1995). A lo largo de la maduracion folicular se sintetiza la progesterona,
testosterona y estradiol en respuesta al estimulo de LH y FSH. El precursor comun de
estas hormonas es el colesterol, el cual es transformado a distintos metabolitos mediante

una serie de pasos enzimaticos (Botella, 1995; Gonzales, 2010).

El colesterol proviene de tres fuentes: 1) de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
que se encuentran en la circulacidén, 2) a partir de sintesis de novo y 3) de
almacenamientos intracelulares en forma de ésteres de colesterol. El colesterol-LDL es
transportado al interior de la célula de la teca por endocitosis mediado por receptores
asociados a la membrana plasmatica. En el interior de la célula, el colesterol atraviesa el
espacio que se encuentra entre la membrana externa y la membrana interna de la
mitocondria y de esta forma se pone en contacto con la proteina CYP11A (citocromo del
clivaje de la cadena lateral del colesterol) o P450scc (cuyas siglas en inglés significan side
chain cleveage). Este proceso es modulado por la proteina reguladora de la
esteroidogénesis aguda (StAR, cuyas siglas en ingles significan Steroidogenic Acute

Regulatory protein) (Stocco, 2000; Gonzales, 2010; Gomez-Chang et al., 2012).

El primer paso de la sintesis de esteroides es la conversion de colesterol de 27
atomos de carbono a pregnenolona que es de 21 atomos de carbono, el cual se lleva a
cabo por un unico complejo enzimatico denominado P450scc o CYP11A y es considerado
un paso limitante en la velocidad de sintesis de esteroides dependiendo de la
biodisponibilidad del colesterol (Nelson et al., 1996; Gomez-Chang et al., 2012).
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La progesterona, es el intermediario comun en la biosintesis de las hormonas
esteroideas producidas por el ovario. Una vez sintetizada, abandona la mitocondria y en el
reticulo endoplasmatico liso es convertido en progesterona por accion de la enzima 33-
hidroxiesteroide deshidrogenasa/A4-5 isomerasa (3p-HSD). Esta hormona es el primer
compuesto con actividad biolégica que es secretado por células de la teca y en menor
medida por las células de la granulosa. La fuente principal en el ovario de progesterona
durante la fase lutea del ciclo ovarico y en primera parte de la prefiez son las células del

cuerpo luteo (Gonzales, 2010; Gomez-Chang et al., 2012).

El complejo enzimatico, componente también de las membranas del reticulo
endoplasmatico liso, que interviene en el siguiente paso, es el compuesto por la enzima
17a hidroxilasa /C-17,20 liasa (CYP17). Este es otro punto de regulacion de la sintesis
folicular de esteroides. Ambas reacciones que posee esta enzima, ocurren en forma
concertada sin aparicion del 17a hidroxilasa intermediario en forma libre. Tanto la
pregnenolona como la progesterona pueden ser utilizados como sustrato de este
complejo enzimatico para dar dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenediona,
respectivamente. Dado que las células teca-intersticiales poseen alta actividad de estas
enzimas, se les considera la principal fuente celular de andrégenos foliculares. La via de
sintesis de androgenos dada por la pregnenolona, se denomina via A5, siendo la via A4 la
que se desarrolla utilizando a la progesterona como sustrato (Botella, 1995; Yen et al.,
2001; Gonzales, 2010; Gomez-Chang et al., 2012).

La androstenediona y testosterona son precursores inmediatos en la sintesis de
esteroides estrogénicos, estrona y 17B-estradiol respectivamente, ya que son
aromatizados, siendo el 17p-estradiol aproximadamente 10 veces mas potente que la
estrona. Dicho proceso se realiza por el complejo enzimatico situado en la membrana del
reticulo endoplasmatico liso, al cual se lo denomina aromatasa (CYP19) debido a que
sintetiza compuestos aromaticos. Las células de la granulosa constituyen la mayor fuente
de estrégenos. Aunque estas células son capaces de producir progesterona en forma
independiente, la sintesis de estrogenos requiere la cooperacion entre las células de la
granulosa y las células tecales vecinas. La participacién de estos dos tipos celulares y de
ambas gonadotrofinas sostiene la hipétesis de dos células/dos gonadotrofinas (Figura 5)
(Yen et al., 2001; Irustra, 2008; Gonzales, 2010).
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Figura 4. Sintesis de esteroides. DHEA (dehidroepiandrosterona); AC-CoA (acetil
coenzima A) (Tomado de Botella, 1995).

De acuerdo con la teoria de “dos células, dos gonadotropinas” (Fortune y
Armstrong, 1977), la produccion de estrégenos ovaricos depende de la accién coordinada
de las células de la teca y de la granulosa via la accion de la LH y FSH respectivamente
(Figura 5). Las células de la teca poseen receptores a LH y no estan presentes en las
células de la granulosa y su aparicion es estimulada por la FSH (Pagés y Aller, 2006;
Gonzales, 2010).

La LH al unirse a sus receptores de membrana en la célula de la teca, estimula la
sintesis de progesterona y testosterona a partir de colesterol induciendo la expresiéon de
enzima CYP11A y CYP17; la testosterona es el precursores que difunden hacia las
células de la granulosa, en donde son aromatizados a estrogenos; la capacidad de
transformar andrégenos en estrogenos es estimulada por la FSH. A su vez el E2
promueve la aparicion de nuevos receptores de FSH en las células de la granulosa, lo que
aumenta la sensibilidad del foliculo a esta hormona e induce el crecimiento folicular (Carr
et al., 2005; Pagés y Aller, 2006).
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Figura 5. Modelo que representa la teoria de la doble célula, dos gonadotropinas en
el ovario. ATP, (adenosin triposfato), AMPc (adenosin monofosfato ciclico), LH
(hormona luteinizante), FSH (hormona estimulante del foliculo), + (estimulante).

(Tomado y modificado de Gonzales, 2010.)

E. Regulacion del inicio de la pubertad

El inicio de la pubertad implica cambios de un tipo de secrecion prepuberal de
gonadotropinas, caracterizado por una baja actividad en las neuronas GnRH, que
posteriormente incrementa la amplitud y frecuencia en los pulsos de GnRH. Durante el
inicio de la pubertad, diversos sistemas de neurotransmisores como dopamina,
noradrenalina, el acido amonobutirico (GABA) se ven involucrados en la estimulacién o
inhibicion de la secreciéon de GnRH. estos factores externos puede ser: el tono opioide
endogeno, asi la B-endorfina inhibe la liberacién de GnRH del hipotalamo mediobasal en
humano, el GABA también produce inhibicion de GnRH en tanto, esta hormona es
estimulada por dopamina (DA), noradrenalina (NA) y serotonina (5HT) (Ojeda et al.,
2006).
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F. Sistema noradrenérgico

Los somas de la neuronas que sintetizan noradrenalina (NA) se localizadas en tres areas
del encéfalo; el nucleo Locus Coeruleus (LC), el sistema tegmental lateral del
mesenceéfalo y el grupo bulbar dorsal (Bronwn, 1994; Kuhar et al., 1999, Rosenzweig et
al., 2005). Las células noradrenérgica estan organizadas en paquetes celulares
denominados como A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7 (Dahlstrén y Fuxe 1965). Las neuronas del
grupo A1 se localizan en el nucleo ventrolateral caudal, A2 en el nucleo caudal del tracto
solitario, el grupo A5 en la porcion ventral del puente, los paquetes celulares A3, A4 y A7
en la formacion reticulada mesencefalica y las células del grupo A6 se localizan en el LC
(Kuhar et al., 1999; Weiner y Molinoff, 1999).

El LC es considerado como el principal nucleo noradrenérgico en SNC (Lechin et
al., 2005, Aston-Jones y Cohen, 2005). En la rata se localiza en la base del cuarto
ventriculo y en la region dorsolateral del nucleo pontino (Conn, 2008). Sus células son de
tamafio mediano con nucleos excéntricos que contiene granulos de melanina y células
ovales de pequefo citoplasma y sin pigmento (Aston-Jones y Cohen, 2005; Szot et al.,
2006). En la rata el numero de neuronas es alrededor de 1,500 en cada lado del cerebro
(Carpenter, 1994).

La NA es un neurotransmisores que en su estructura quimica posen un grupo
aromatico 3,4-dihidroxifenilo o catecol. La sintesis de la catecolamina requiere la actividad
de la enzima tirosina hidroxilasa (TH), que convierte a la tirosina en dihidroxifenillalanina
(L-dopa); la L-aminoacido-aromatico-descarboxilasa (LAAD), transforma la L-dopa en
dopamina; la dopamina-B-hidroxilasa (DBH), hidroliza a dopamina en noradrenalina
(Figura 6) (Florez, 1997).
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Figura 6. Esquema que representa la sintesis de noradrenalina (Tomado y modificado de
Florez, 1997).
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La noradrenalina liberada activa los receptores adrenérgicos, localizados en la
membrana de la célula postsinaptica o en la membrana de las varicosidades
presinapticas. Los receptores son glucoproteinas de membrana de 64-68 kD, cuyas
cadenas polipeptidicas (402-525 aminoacidos) poseen secuencias fuera de la célula
(extremo terminal-NH2), en la membrana celular (siete hélices transmembrana) y en el
citoplasma (extremo terminal-COOH). Los encargados de activar la transduccion de
sefiales via las proteinas G. Se han identificado dos familias de receptores a
noradrenalina: los o y B-adrenérgicos que a su vez poseen subtipos, tres tipos de B (B, B2
y B3), cuatro de a-1 (o~ 1a, O- 18, O~ 1c, Y O~ 1p) Y tres de a-2 (a-2a, a-28 ¥ a-2¢c) (Florez,
1997; Heinz, et al., 2010). Los receptores adrenérgicos estan asociados a la proteina G,

que activan diferentes vias de sefalizacion y segundos mensajeros (Florez, 1997).
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La activacion de los receptores B, incrementa el adenosin monofostato ciclico
(AMPc) y desencadenan la fosforilacion de las proteinas celulares, los receptores o-1
activan a la fosfolipasa C y producen inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), este
ultimo inicia la cascada de fosforilacion de proteinas, el IP3 abre los canales de calcio y de
esta manera crea sefiales de calcio intracelular, mientras que los receptores o-2
disminuyen al AMPc (Flérez, 1997).

Las fibras noradrenérgicas que inervan diferentes estructuras del sistema nervioso
central (SNC) se dividen en dos vias, la dorsal y la ventral. La region A6 localizada en
Locus Coeruleus 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 6rgano vasculoso de la lamina terminal e
hipotalamo (Kuhar et al., 1999). En el hipotalamo la NA se localiza en la parte central y
rostral de la eminencia media (EM), se extiende a la region del surco tubero-infundibular y
rodea el area dorsomedial de la pars tuberalis de la hipodfisis y el area predptica medial
(Day et al., 1980; Wright y Jennes, 1993). En la banda diagonal de broca, alrededor de la
lamina terminal del érgano vasculoso, la porcion lateral del tercer ventriculo y en la capa
subependimal de la EM existe una sobreposicion de fibras noradrenérgicas y
GNRHeérgicas (Jennes et al., 1982) (Figura 7 A y B). Ademas se ha descrito que en la
neurona GnRH se expresan receptores a NA del tipo a-1, (Neill et al., 2006) y a-»a (Lee et
al.,, 1995). La influencia estimuladora de la NA en la actividad de la neurona secretora de
GnRH es via los receptores a-1 adrenérgicos (Hosny y Jennes, 1998; Smith y Jennes,
2001).
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Figura 7. Representacion esquematica de las vias noradrenérgicas ascendentes en
el cerebro de la rata. Las zonas sombreadas indican las principales regiones de
terminacion nerviosa. (Nomenclatura de los grupos celulares segun Dahlstrém y
Fuxe 1965). A) Vista sagital, B) Vista horizontal (Adaptado de Yong y Cohen, 1979;
Tomado de Mardomingo, 1994).
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G. Participacion del sistema noradrenérgico en la regulacion de la secrecion de
las gonadotropinas y la ovulacién

La participacion de las catecolaminas en la regulacion de la secrecion de GnRH y de las
gonadotropinas ha sido ampliamente estudiada en el animal adulto. Se considera que la
NA es un neurotransmisor que estimula la secrecién de GnRH, LH, el desarrollo folicular,
la esteroidogénesis ovarica y la ovulacion (Sawyer et al., 1947; Lara et al., 1990;
Herbison, 1997; Yen et al., 2001; Itoh e Ishizuka, 2005; Ebeid et al., 2008; Szawka et al.,
2009).

En la rata adulta la concentracion de NA en la eminencia media se incrementa en la
tarde del proestro, previo al “pico” preovulatorio de la secrecién de LH (Rance et al., 1981)
y en los otros dias del ciclo no se observan cambios (Kerdelhué et al., 1989). La actividad
de la dopamina-B-hidroxilasa (enzima limitante en la sintesis de NA) se incrementa en el
hipotalamo medio basal en proestro (Carr y Voogt, 1980) asi como la tasa de recambio de
las catecolaminas en el area preoptica (POA) en la tarde del proestro, evento que coincide
con el incremento en la concentracion plasmaticas de LH (Advis et al., 1978, Honma y
Wuttke, 1980). Por lo anterior se sugiere que NA estimula los mecanismos

neuroendocrinos que modulan la secrecion de LH y la ovulacion (Rance et al., 1981).

En la rata en proestro, la administracion de reserpina (inhibidor del sistema
catecolaminérgico) bloquea la ovulacién y disminuyd la concentracion de dopamina,
noradrenalina y serotonina en el hipotalamo. Sin embargo, la administracion previa de
inhibidores de la monoamina oxidasa (enzima que degrada las catecolaminas) no
modificod la ovulacion y la concentracidn de los neurotransmisores. Estos resultados son
interpretados como el efecto estimulante que ejercen las catecolaminas en la regulacion

de la secrecion de las gonadotropinas (Meyerson y Sawyer, 1968).

En hembras castradas la inhibicion de la sintesis de NA, el bloqueo de los
receptores oa-adrenérgico o la administracion de 6-hidroxidopamina en el bulbo ventral
noradrenérgico inhibe la liberacion pulsatii de LH. Sin embargo, el bloqueo de los
receptores B-adrenérgicos inducido por la administraciéon de propanolol no la modifica
(Weick, 1978). Asimismo, en el mono hembra castrada el bloqueo de los receptores a-
adrenérgico con fenoxibenzamina inhibe la liberacién de LH, en cambio la administracion

de propanolol no la modifica (Bhattachaya et al., 1972). En conjunto estos resultados
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permiten sugerir que en el animal adulto, el sistema noradrenérgico regula de manera

estimulante la liberacion de LH via los receptores a-adrenérgicos.

La inhibicion de la sintesis de catecolaminas inducida por la a-metil-p-tirosina a
ratas de 14 o 26 dias de edad, resulta en el incremento de la secrecion de LH. Mientras
que la hembra de 30 dias o en el adulto castrado disminuye la secrecion de LH. Estos
resultados los autores concluyen que el sistema noradrenérgico participa en los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la funcién del eje hipotalamo hipofisiario de
manera diferencial durante el desarrollo del animal, inhibitoria en la etapa prepuberal

tardia y estimulante en la adulta (Moguilevsky et al., 1990; Moguilevsky y Wuttke, 2001).

En ratas hembras castrada el implante de estradiol aumenta la frecuencia de
disparo de las neuronas noradrenérgicas que inervan el area preoptica e hipotalamica
anterior (Kaba et al., 1983), aumenta la actividad de los receptores a{ en neuronas del
area preoptica y disminuye la expresion del ARN,, que codifica para el receptor a,
(Wagner et al.,, 2001). Con base en estos resultados los autores proponen que los

estrégenos modulan la actividad de la neurona noradrenérgica.

En los mamiferos se sugiere que la NA que llega al ovario via la inervacion
simpatica o la sintetizada de novo participa en la regulacion de las funciones ovaricas
(Itoh e Ishizuka, 2005; Ebeid et al., 2008). En el animal adulto la NA modula la
esteroidogénesis ovarica y promueve el desarrollo folicular ovarico (Lara et al., 1990; Shu-
Ping y Voogt, 2000; Paredes et al., 2011).

En otras especies como en la gallina doméstica la administraciéon de NA al final de
su vida reproductiva incrementa el desarrollo folicular, la concentracién de estradiol y la
ovulacion. Estos resultados sugieren que la NA es esencial en el desarrollo de la
ovulacién (Ebeid et al., 2008).

En el SNC vy periférico se han utilizado diferentes herramientas farmacoldgicas en
la manipulacion del sistema noradrenérgico, como el N-2-cloroetil-N-etil-2-
bromobenzilamina (DSP4), neurotdxico selectivo de las neuronas noradrenérgicas (Birger
y Bonisch, 2009, Dudley et al., 1990, Fritschy y Grzanna, 1989; Ross y Renyl, 1976; Ross
et al., 1973; Ross y Stenfors, 2015).
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El DSP,4 es un farmaco sintético que atraviesa la barrera hematoencefalica, es
introducido a la terminal nerviosa noradrenérgica mediante el transportador de NA (NAT,
por sus siglas en inglés) via la activacion del autorreceptor y una vez que ingresa inactiva
al NAT. En el interior de la neurona el DSP,4 presenta una reaccién rapida con el oxigeno,
en la que se forma un compuesto ciclico, el i6n aziridinio reactivo (DSP4a,) (Figura 8A).
Dentro de las terminales nerviosas, el derivado aziridinio inhibe la fosforilacion oxidativa
mitocondrial lo que provoca efectos sobre NADPH, succinato deshidrogenasa y la
formacion de ATP e induce la apoptosis de la neurona (Figura 8B), por lo que DSP4 es

considerado un inhibidor irreversible de este transportador (Ross y Stenfors, 2015).

En ratas adultas la administracion de DSP, por via sistémica resulta en una menor
concentracion de NA en regiones cerebrales como la corteza, el hipocampo, cerebelo,
bulbo olfatorio, talamo, hipotalamo y la médula espinal (Hughes y Stanford, 1988; Fritschy
y Grzanna, 1989; Dudley et al., 1990; Birger y Bonisch, 2009). A dosis de 50 mg/kg i.p. de
DSP,4 disminuye a largo plazo la secrecion de NA y de la actividad de la enzima
dopamina-B-hidroxilasa y la inmunorreactividad en las regiones inervadas por Locus

Coeruleus (Ross y Stenfors, 2015).

Previamente se ha mostrado que en la rata en proestro, la inyeccion intrabursal de
DSP,4 resulta en el bloqueo de la ovulacion, acompafada de una menor concentracién de
NA en el ovario; mientras que la administracion previa de un inhibidor de la recaptura de
NA (desipramina) disminuye la ovulacién (Goldman et al., 1996). Ademas de que en dicha
demostracién también se ha sugerido que el efecto de antiovulatorio de DSP,4 es
independiente de la concentracion de NA en la gonada y dicha respuesta es resultado de

la integridad funcional del proceso de ovulacion.
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Figura 8. A) Reaccién de ciclacion de DSP4 en ion aziridinio reactivo y forma estable

hidrolizada. B) Propuesta del mecanismo de accion de DSP4 en terminales

nerviosas noradrenérgicas del nucleo Locus Coeruleus. DSP4 N-(2-cloroetil)-N-etil-

2-bromobencilamina); DMI, desipramina; DSP4az, aziridinio derivado de DSPg,;
DSP40H, producto hidrolizado de DSP4, Mitoch. Enz, Enzimas mitocondriales; NA,

noradrenalina; NAT, transportador de noradrenalina; Blanco Tox, objetivo téxico

para DSP,; H,0, agua, (Tomado y modificado de Ross y Stenfors, 2015).
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Existe evidencia de que en la rata de 5 o0 23 dias de edad una sola inyeccién de 50
mg/kg de DSP, induce el retraso de la apertura vaginal y la disminucion de la
concentracion de NA en el hipotalamo, sin modificar el numero de cuerpos luteos en los
ovarios de los animales. Mientras que en la hembra de 24 dias de edad tratada con la
gonadotropina de suero de yegua prefiada, mas DSPy4, resulta en un menor numero de
cuerpos luteos y de la concentracién de NA (Jacobson et al., 1988). Con base en la previa
informacion se propone que el sistema noradrenérgico es esencial en la liberacion de LH

y en el inicio de la pubertad.

Resultados recientes del laboratorio han mostrado que en el animal de 30 dias de
edad la denervacion noradrenégica inducia por la una sola inyeccion de DSP, retrasa la
edad de la apertura y la presencia del primer estro vaginal y disminuye la ovulacion y la
concentracion de progesterona y estradiol, acompafiada de una menor concentracion de
NA en el hipotdlamo medio (Rayon, 2014), mientras que cuando se realiza la denervacion
a los 25 dias de edad no cambia la concentracion de progesterona y estrégenos (Salazar,
2013). Estos resultados los llevaron a pensar que en el animal juvenil el sistema
noradrenérgico participa de manera estimulante en los mecanismos neuroendocrinos que

regulan la ovulacion.
Sin embargo, hasta el momento no es claro la particion del sistema noradrenérgico

a lo largo del desarrollo prepuberal del animal en los mecanismos neuroendocrinos que

regulan el inicio de la pubertad y ovulacion.
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lll. Justificacién

Las evidencias experimentales antes citadas muestran que en el sistema nervioso central
del animal adulto, la noradrenalina actua como un neurotransmisor que regula de manera
estimulante la secrecion preovulatoria de GnRH y LH. No se conoce con certeza la
participacion de este sistema de neurotransmision a lo largo del desarrollo posnatal, por lo
gque no se puede descartar que sea uno de los factores de modulen el inicio de la

pubertad y las funciones del ovario.

Dado lo anterior, en el presente estudio se analiz6 la participacion del sistema
noradrenérgico sobre la edad de la apertura vaginal, el primer estro, la ovulacion, la
concentracion sérica de hormonas esteroides ovaricas (progesterona, testosterona y 173-
estradiol) y la concentracion de NA, en el hipotalamo, hipdfisis y ovarios de ratas hembras
prepuberes con inhibicion del sistema noradrenérgico inducido por la administracion del

neurotdxico DSP4 a diferentes edades del desarrollo posnatal.
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IV. Hipétesis

En el animal adulto el sistema noradrenérgico participa de manera estimulante en los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la secrecion preovulatoria de la GnRH y LH y
por ende la ovulacion, por lo que la inhibicion del sistema noradrenérgico realizada a
diferentes edades del desarrollo prepuberal del animal, modificara el inicio de la pubertad
y las funciones del ovario que dependeran de la edad en que se realice la modificacion de

dicho sistema de neurotransmision.
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V.

Objetivo General

Analizar a lo largo del desarrollo prepuberal la participacion del sistema noradrenérgico

sobre los mecanismos neuroendocrinos que regulan el inicio de la pubertad y las

funciones de la génada en la rata hembra.

VI.

Objetivos particulares

Analizar en la rata prepuber los efectos de la administracion de N-(2-cloroetil)-N-
etil-2-bromobenzilamida sobre la concentracion de noradrenalina y del acido 3-

metoxi-4-hidroxifeniletilenglicol (MHPG) en el hipotalamo, la hipdfisis y los ovarios.

Analizar en la rata prepuber los efectos de la administracion de N-(2-cloroetil)-N-

etil-2-bromobenzilamida sobre la edad de la apertura y del primer estro vaginal.

Analizar en la rata prepuber los efectos de la administracion de N-(2-cloroetil)-N-

etil-2-bromobenzilamida sobre la primera ovulacion.
Estudiar en la rata prepuber los efectos de la administracién de N-(2-cloroetil)-N-

etil-2-bromobenzilamida sobre Ila concentracibn sérica de progesterona,

testosterona y 17(3-estradiol.

28

——
| —



VIl. Materiales y Métodos

Se utilizaron ratas hembras de la cepa CIlI-ZV mantenidas en condiciones controladas de
iluminacioén: con 14 h de luz y 10 h de obscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h),
con libre acceso a la madre hasta el destete (21 dias) y posteriormente con agua y
alimento hasta el momento del sacrificio. Los animales fueron distribuidos al azar de

acuerdo los siguientes grupos experimentales.

Grupo con inyeccion del farmaco: animales recién nacidos (RN), de 5 (5d), 10 (10d), 15
(15d) o 20 (20d) dias de edad se les administré por via i.p. una dosis unica de 50 mg/kg
de PC de DSP,4 (Sigma-Aldrich,EUA). La dosis y frecuencia de administracién de farmaco
se seleccion6 con base en lo reportado Ross y Renyl (1976), Fritschy y Granna, (1991) y
Jaim-Etcheverry, (1998), dosis que disminuye la sintesis y catabolismo de la NA hasta por

tres meses.

Grupo con inyeccién del vehiculo (Vh): animales de las edades antes mencionadas se
les administré por via i.p solucion fisiolégica (cloruro de sodio al 0.9%) (Vehiculo en el

que se disuelve el farmaco).

Testigo absoluto (TA): animales sin ningun tratamiento.

A todos los animales se les registro el dia en que se presento la canalizacion de la
vaginal, momento en el que se inici6 la toma diaria de frotis vaginales que se tifieron con

la técnica de hematoxilina-eosina.

Los animales de los diferentes grupos experimentales fueron pesados vy
sacrificados por decapitacion entre las 07:00 y 09:00 horas en el dia del primer estro

vaginal (presencia de células cornificadas en el frotis vaginal).

A. Procedimiento de autopsia

A la autopsia se colectd la sangre del tronco, se dejé coagular por 15 minutos y se
centrifugé a 3500 rpm por 15 min., a temperatura ambiente. El suero se almacené a -20°C
hasta la cuantificacién de hormonas esteroides.
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Se extrajo el cerebro y la hipdfisis que se enjuagaron en solucion fisiolégica fria
(4°C). EIl cerebro se congelé con nitrégeno liquido y se disecd el hipotalamo anterior y
medio en cortes coronales, para la separacion del hipotalamo anterior (HA) se consideré
como limite rostral el quiasma optico y la comisura anterior, lateralmente por los surcos
hipotalamicos laterales y caudalmente por el area retroquiasmatica y el tracto
mamilotalamico e hipotalamo medio (HM), el cual se delimité rostralmente por el tracto
mamilotalamico y por los cuerpos mamilares. La profundidad del corte para la diseccion
de cada una de las regiones del hipotalamo fue de 3 mm aproximadamente, tomado como
referencia el atlas de Paxinos y Watson (1998). Los ovarios se extrajeron, disecaron y
almacenaron a -70°C hasta el momento su cuantificacién de noradrenalina y su metabolito
del acido 3-metoxi-4-hidroxi fenil etilenglicol (MHPG) por cromatografia de liquidos de alta
presion (HPLC).

El utero se diseco y se peso en balanza de precision y las trompas uterinas se
revisaron y con ayuda del microscopio estereoscopico se contd el numero de ovocitos
liberados cuando estaban presentes. Las muestras del hipotalamo, la hipdfisis y los

ovarios fueron almacenadas a -70°C hasta la cuantificacion de NA y MHPG por HPLC.

B. Cuantificacion de noradrenalina y su metabolito

La muestra de tejido de hipotalamo anterior, medio, la hipdfisis 0 de ovario se pesaron en
balanza analitica, se colocaron por separado en microtubos de 1.5 mL con 300 uL de
solucion de acido percldrico al 0.1 N (J.T. Baker, México) para el hipotalamo y los ovarios
y 150 uL para hipdfisis. Posteriormente los tejidos fue homogenizaron por sonicacion en
frio por 5 segundos y se centrifugaron a 12,000 rpom a -4°C por 30 minutos. El
sobrenadante se filtré a través de una membrana de nitrocelulosa de tamano de poro de
0.22 ym (Millipore Bedford, MA, USA) y se inyectaron 20 uL del extracto al sistema de
HPLC.

El equipo de HPLC consistié de una bomba isocratica (modelo L-250, Perkin-Elmer
Co., Norwalk, CT, USA), una valvula de inyeccion de seis puertos Rheodyne (modelo
7125, Perkin-Elmer Co., Norwalk, USA) con una capacidad de 20 uL y una columna de
fase reversa C-18, 25 cm x 4.6 mm, con particula de 10 pL de diametro (Bionalytical
Systems, USA) acoplada a un detector electroquimico (modelo L-4-C4, Bionalytical
Systems, USA) conformado por un electrodo de trabajo de carbono vidriado y un electrodo
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de referencia de plata/cloruro (Ag/AgCl), con un rango de 5 nA y voltaje de 850 mV con
una sensibilidad entre 700-900. Los datos obtenidos fueron procesados por un integrador
Nelson (modelo 1020, Perkin Elmer, USA).

La fase movil consistié de un buffer de citrato al 0.1 M (pH 3) con 200 mg de acido
1-octanosulfonico. La solucion se filtré a través de una membrana de celulosa (poro de
0.22 ym) y de gaseada a vacio. Se agregaron 20 mL de acetonitrilo (Omnisolve, EM
Science, Canada) y 21.5 mL de tretrahidrofurano (Omnisolve, EM Science, Canada), con

un volumen final de 500 mL. La fase fue bombeada a una velocidad de 1.2 mL/min.

Se emplearon soluciones estandar de NA y MHPG (Sigma, USA), preparadas y
diluidas en acido percldrico al 0.1N y almacenadas a -70°C. El sistema fue calibrado con
el método de estandar externo empleando el area de los picos obtenido en el
cromatograma de tres concentraciones diferentes de estandares (0.1, 0.5 y 1 ng) como
punto de calibracion ajustados a una curva lineal partiendo del origen por el método de
regresion de minimos cuadrados aceptando como factor de correlacion para cada
compuesto que fuera igual o mayor a 0.98. Los compuestos fueron identificados por el
tiempo de retencion relativos. La concentracion se calculé empleando el integrador al
comparar el area bajo la curva de la muestra problema, con el area bajo la curva de la
solucion de referencia. La concentracion se expresé en nanogramos por miligramo de
tejido (ng/mg de tejido). Para el hipotalamo anterior y medio, se calculé la actividad de la

neurona noradrenérgica (Kerdelhue et al., 1989):

Actividad de la neurona = [ Metabolito ]

[ Neurotransmisor ]

C. Cuantificacién de hormonas esteroides

La cuantificacion de progesterona, testosterona y 17B-estradiol se realizd6 por
radioinmunoanalisis de fase sodlida, con un kit comercial (Coat-A-count, USA). Los valores
progesterona se expresaron en ng/mL y para testostosterona y 173-estradiol en pg/mL.

Para la cuantificacién se realizaron curvas patrén de la siguiente manera.
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C.1. Progesterona
La curva patrén se realizé por duplicado, se utilizaron calibradores de 0.0, 0.1, 0.5, 2, 10,
20 y 40 ng/mL.

Los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fue de 36.9% y 10.8% y el limite

de deteccion fue de 0.003 ng/mL.

C.2. Testosterona
La curva patron se realizé por duplicado, se utilizaron calibradores de 0.0, 0.1, 0.2, 0.5, 1,
2,4,8y 16 pg/mL.

Los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fue de 5.6% y 8.7% y el limite de

deteccion fue de 0.0006 pg/mL.

C.3. Estradiol
La curva patrén se realizé por duplicado, se utilizaron calibradores de 0.0, 20, 50, 150,
500, 1800 y 3600 pg/mL.

Los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fue de 5.6% y 8.7% y el limite de

deteccion fue de 1.6 pg/mL.

D. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos sobre la edad de |la apertura vaginal, del primer estro, el numero
de ovocitos liberados fueron analizados por una prueba de Kruskal-Wallis seguida de una
prueba de Dunn. La tasa de animales ovulantes fue analizada por la prueba exacta de
Fisher para proporciones. El peso del utero, la concentracion de NA, MHPG,
progesterona, testosterona y 17p-estradiol fueron analizados con una prueba de varianza
multiple seguida de una prueba de Tukey. En todos los casos se consideré como

diferencias significativas aquellas con probabilidad igual o menor al 5%.
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VIil. Resultados
A. Efectos de la administracién de N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamida sobre la
concentracidon de noradrenalina y del acido 3-metoxi-4-hidroxifenil etilenglicol en el

hipotalamo, la hipo6fisis y los ovarios

A.1 Hipotalamo

En comparacién con el grupo de animales TA, la inyeccion de solucién salina en los
animales 5d resultdé en una menor concentracion de NA en el hipotalamo anterior y al dia
20 se observo un comportamiento inverso. La concentraciéon de MHPG fue mayor en el
grupo de animales tratados a los 10, 15 0 20 dias de edad. La relacion [MHPG]/[NA] fue
mayor en animales que se les inyecto vehiculo. En el hipotdlamo medio no se observaron

cambios en ningun parametro (Cuadro1).
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Cuadro 1. Media * e.e.m de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA), del acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y la relaciéon [MHPG]/[NA] en el
hipotalamo anterior y medio de ratas testigo absoluto (TA) o tratadas con solucion
salina (Vh) al nacimiento (RN), 5 (5d), 10 (10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias de edad y

sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

Grupo NA MHPG [MHPG/NA]
Hipotalamo Anterior
TA 1.6+0.1 0.50.1 0.30.0
Vh RN 1.80.3 1.0£0.3 0.7¢0.1 A
Vh 5d 0.9+0.1 7 1.0£0.2 1.1£0.1 2
Vh 10d 1.1£0.4 1.5£0.2 & 2.0£0.8 %
Vh 15d 1.9+0.5 1.0¢0.1 7 0.740.1 A
Vh 20d 2.4+0.3 " 1.9:0.5 " 0.8£0.1 %
Hipotalamo Medio
TA 2.57+0.81 1.8840.29 1.1740.52
Vh RN 3.42+0.73 1.36+0.18 0.48+0.13
Vh 5d 1.6940.10 2.17+0.17 1.31+0.12
Vh 10d 0.96+0.34 2.87+0.49 4.05+1.03
Vh 15d 1.7840.22 1.5940.15 0.92+0.05
Vh 20d 2.45+0.25 1.95+2.93 0.90+0.17

A p<0.05 vs grupo TA (ANOVA seguida de la prueba de Tukey).

En el hipotalamo anterior de los animales que se les inyecté DSP4a los 15 dias o
a los 20 dias se observo una menor concentracion de NA y la concentracién de MHPG no
se modificé en relacion al grupo tratado con vehiculo (Grafica 1). La relacion de
MHPG/NA fue mayor en el grupo de animales inyectados al dia 15 de edad (Grafica 1).

En el hipotdlamo medio no se observaron cambios en ningun parametro (Cuadro 2).
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Hipotalamo Anterior

HVh

o
o

EDSP4

NA (ng/mg de tejido)
N w B
o ©o o

N
o

o
o

5d 10d 15d 20d
5,0
4,0
3,0

2,0

MHPG (ng/mg de tejido)

1,0

0,0
RN 5d 10d 15d 20d

5,0

4,0

3,0

[MHPG]/ [NA ]

2,0

1,0

0,0
RN 5d 10d 15d 20d

A, p<0.05 vs respectivo grupo Vh; B, p<0.05 vs grupo DSP, RN; C, p<0.05 vs grupo DSP, 15d (ANOVA
seguida de la prueba de Tukey).

Grafica 1. Media * e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA), del acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y la relaciéon [MHPG]/[NA] en el
hipotalamo anterior de ratas tratadas con solucién salina (Vh) o con 50 mg/kg PC.
de DSP, al nacimiento (RN), 5 (5d), 10 (10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias de edad y

sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
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Cuadro 2. Media * e.e.m de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA), del acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y la relacion [MHPG]/[NA] en el
hipotalamo medio de ratas tratadas con solucion salina (Vh) o con 50 mg/kg PC. de
DSP, al nacimiento (RN), 5 (5d), 10 (10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias de edad y

sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

Vh 3.4+0.7 1.4+0.2 0.5+0.1

DSP, 2.4+0.6 1.7+0.4 0.8+0.1

Vh 1.7+0.1 2.2+0.2 1.3+0.1

DSP, 1.1+0.2 2.5+0.2 2.3+0.5

Vh 0.9+0.3 2.9+0.5 4.0+1.0
DSP, 1.3+0.1 3.8+0.4 3.0+0.4 A

Vh 1.8+0.2 1.6+0.2 0.9+0.1

DSP, 1.2+0.2 A 1.9+0.4 1.6+0.2

Vh 2.4+0.3 1.9+2.9 0.9+0.2
DSP, 1.9+0.1 2.9+0.6 1.6+0.3 B

A, p<0.05 vs grupo DSP4 RN; B, p<0.05 vs grupo DSP, 10d (ANOVA seguida de la prueba de Tukey).

A.2 Hipodfisis

En comparacion con el grupo TA, en la hipéfisis de los animales que recibieron Vh al
nacimiento o al dia 5 la concentracion de NA fue significativamente mayor y la
concentracion de MHPG fue mayor en los animales tratados a partir del dia 5 de edad
(Gréfica 2).




5.0 Hipofisis

HTA
4,0 B Vh
3,0

2,0 A

NA (ng/mg de tejido)

1,0 A
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Grafica 2. Media * e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA) y del acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en el hipdfisis de ratas testigo
absoluto (TA) o tratadas con solucion salina (Vh) al nacimiento (RN), 5 (5d), 10
(10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro

vaginal.

En comparacién con el grupo Vh, la concentracion de NA fue menor en el grupo
de animales tratados con DSP,4 al nacimiento. La concentracion de MHPG no modifico

independientemente de la edad en que se bloqueé el sistema noradrenérgico (Grafica 3).
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Grafica 3. Media * e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA) y del acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en la hipdfisis de ratas
tratadas con solucion salina (Vh) o con 50 mg/kg PC. de DSP, al nacimiento (RN), 5
(5d), 10 (10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias de edad y sacrificadas en el dia del primer

estro vaginal.
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A.3 Ovarios
En los ovarios de los animales que se les inyectd Vh al dia 15 de edad la concentracion
de NA fue mayor, mientras que MHPG fue mayor en el grupo tratado al dia 20d en

relacion con el grupo de animales TA (Grafica 4).

OVARIOS

1.0 HTA

0,8 mVh

0,6

0,4

cLE
0,0

TA RN 5d 10d 15d 20d

NA (ng/mg de tejido)

1,0

0,8

0,6

0,4

MHPG (ng/mg de tejido)

0,2

4

0,0

TA RN 5d 10d 15d 20d
A, p<0.05 vs grupo TA (ANOVA seguida de la prueba de Tukey).

Grdfica 4. Media * e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA) y del acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en los ovarios de ratas testigo
absoluto (TA) o tratadas con solucién salina (Vh) al nacimiento (RN), 5 (5d), 10
(10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro

vaginal.
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En comparacion con el grupo Vh, la administracion de DSP4 en los animales 15d la

concentracion de NA fue menor. En cambio la concentracion de MHPG fue mayor en el

grupo de animales tratados con el neurotoxico al dia 10 de edad (Grafica 5).
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Grafica 5. Media * e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina

(NA) y de 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en los ovarios de ratas tratadas con
solucioén salina (Vh) o con 50 mg/kg PC de DSP, al dia nacimiento (RN), 5 (5d), 10
(10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro

vaginal.
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B. Efectos de la administracion de N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamida sobre

la edad de la apertura vaginal, del primer estro y la primera ovulacion.

En comparacion con el grupo de animales TA, en los animales con inyeccion de Vh al
nacimiento, la edad de la apertura y del primer estro vaginal fue significativamente mayor.
El numero de ovocitos liberados fue menor en los animales tratados a partir del dia 10 de
edad. La tasa de animales ovulantes fue menor independientemente de la edad en que se

inicié el tratamiento. El peso corporal, de los ovarios y del utero no se modificé (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 vaginal (EPE), del numero de ovocitos
liberados y del peso corporal (PC), de los ovarios y del utero de ratas testigo
absoluto (TA) o tratadas con solucion salina (Vh) al nacimiento (RN), 5 (5d), 10
(10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro

vaginal.

Vh

TA RN 5d 10d 15d 20d
N 15 15 18 14 11 11
TAO 15/15 8/154 12/18 A 8/14 4~ 6/114 6/11 4
EAV 36.0£0.9 41.8+1.3% 37.3+0.9 35.2+0.5 36.5+1.0 38.0+0.8
(Dias)
EPE 37.6£1.3 441+14*° 37.8+ 0.8 37.9+0.9 40.0+1.4 39.8+0.7
(Dias)
Ovocitos 7.3+0.8 7.0£1.0 6.6+ 0.8 5.3+0.6 A 9.0+0.7 7.8+1.1
PC 110.2+3.8 123.7+ 5.1 121.7+45 113242 116.5¢3.9 113.5+2.9
(9)
Ovarios 32.0+2.2 20.9+2.3 28.8+ 2.3 26.6+3.1 28.0+4.6 166.6+18.5
(mg)
Utero 178.8+9.4 183.5+17.0 185.1%12.2 167.2+7.7 174589 166.6+18.5
(mg)

A, p<0.05 vs grupo TA (ANOVA seguida de la prueba de Tukey).
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En comparacion con el grupo tratado con vehiculo, en el grupo de animales que se
les administré6 DSP4 a los 10 dias de edad se retraso la edad de la apertura vaginal y el
numero de ovocitos fue menor en los animales tratados al dia 20 (Cuadro 4). No se
observaron diferencias significativas en la edad del primer estro vaginal, la tasa de
animales ovulantes (Cuadro 4) y en el peso corporal, peso de los ovarios y del utero
(Cuadro 5).

Cuadro 4. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media * e.e.m. de la edad de la

apertura vaginal (EAV), del primer estro vaginal (EPE), del numero de ovocitos

liberados de ratas tratadas con solucién salina (Vh) o 50 mg/kg PC de DSP, al
nacimiento (RN), 5 (5d), 10 (10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias de edad y sacrificadas en

el dia del primer estro vaginal.

DSP, 11 5/11 41117 41.7+2.0 4.8+09°

A, p<0.05 vs respectivo grupo Vh; B, p<0,05 vs grupo DSP, RN; C, p<0.05 vs grupo DSP, 15d (ANOVA
seguida de la prueba de Tukey). (Kruskal- Wallis seguida de la prueba de Dunn).




Cuadro 5. Media * e.e.m. de peso corporal (PC), peso de la masa ovarica y del peso

del utero de ratas tratadas con solucion salina (VH) o 50 mg/kg PC. de DSP, al
nacimiento (RN), 5 (5d), 10 (10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias de edad y sacrificadas en

el dia del primer estro vaginal.

Vh 15 123.7 £5.2 21.0£2.4 183.48+17.0
DSP, 16 123.9+4.8 21.6+x1.5 170.93+14.5
Vh 18 121.7+4.6 28.8+ 2.3 185.09+12.2
DSP, 16 114.445.2 25.842.1 172.62+ 7.9
Vh 14 113.2+4.2 26.6+3.2 167.16x 7.7
DSP, 9 111.8+4.1 26.7+2.1 182.18+11.1
Vh 11 116.4+3.9 28.0+4.6 174.51+£9.0
DSP, 11 116.0£5.3 22.8+3.8 207.79+16.6
Vh 11 113.4+2.9 166.6+18.5 166.65+18.5
DSP, 11 22.6x2.1 165.7£9.7 110.18+ 5.4
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C. Efectos de la administracién de N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamida sobre la

concentracion sérica de progesterona, testosterona y 17p-estradiol.

En comparacion con el grupo de animales TA, la administracién de Vh resulté en una
menor concentracion de progesterona en el suero de los animales tratados a partir del dia
15 de edad. La concentracion de estradiol fue mayor independientemente de la edad en

que se inici6 la administracion del Vh (Cuadro 6).

Cuadro 6. Media * e.e.m. de la concentraciéon de progesterona (ng/mL), testosterona
(ng/mL) y de 17B-estradiol (pg/ml) en el suero de ratas testigo absoluto (TA) o
tratadas con solucion salina (Vh) al nacimiento (RN), 5 (5d), 10 (10d), 15 (15d) o 20
(20d) dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

Progesterona 8.6+1.9 7.7+ 4.0 5.0+ 1.0 3.9% 1.2 2.9+0.4 5.0£1.3

Testosterona | 21.0#4.0 | 22.0+19.0 | 16.0+11.0 | 27.0+22.0 8.0£3.0 8.0£5.0
17p-estradiol 53+0.6 | 18.2+ 3.9% | 21.9+ 3.9% [ 145+ 1.3% | 20.3x2.1* | 20.5+2.3%

A, p<0.05 vs grupo TA (ANOVA seguida de la prueba de Tukey).
En los animales que recibieron DSP4 la concentracién de estradiol fue mayor en

el grupo de animales tratados al dia 10 de edad con respecto a su respectivo grupo con
vehiculo, sin modificar la concentraciéon de progesterona y testosterona (Grafica 6).
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Grafica 6. Media * e.e.m. de la concentraciéon de progesterona, testosterona y de
17B-estradiol en el suero de ratas tratadas con solucion salina (Vh) o con 50 mg/kg
PC de DSP, al nacimiento (RN), 5 (5d), 10 (10d), 15 (15d) o 20 (20d) dias de edad y
sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
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IX. Discusién

Los resultados obtenidos en este estudio nos llevan a pensar que en el animal prepuber
de 10 dias de edad el sistema noradrenérgico participa de manera estimulante en los
mecanismos neuroendocrinos que regulan el inicio de la pubertad y la secrecion de 17f3-
estradiol, a los 20 dias de edad en el proceso de ovulacion y no participa en dichos

proceso al nacimiento, 5 o 15 dias postnatal.

El incremento en la edad de la apertura y del primer estro vaginal en el grupo de
animales tratados con solucidn salina al nacimiento, no puede ser explicado por la
disminucién en la secrecion de hormonas esteroides, factores que producen hinchazén,
hiperemia y reabsorcién de la membrana vaginal (Tramezzani et al., 1963; Mathews et al.,
1987; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990), dado que en estos animales la
concentracion de dichas hormonas no se modificd. Estos resultados nos llevan a pensar
que el retraso en el inicio de la pubertad puede atribuirse a la accion del estrés inducido
por la inyeccion peritoneal. Se ha mostrado que en algunas condiciones de estrés agudo
resulta en el incremento en la secrecidn del factor liberador de corticotropina (CRF) y de la
hormona liberadora de corticotropina (ACTH), hormonas que en la rata inhiben la
secrecion de LH (Kinsey-Jones et al., 2010), la maduracion sexual (Smith et al., 1971;
Ramaley y Schwartz, 1980) y la ovulacion (Kinsey-Jones et al., 2010). Es posible que el
retraso en el inicio de la pubertad sea resultado de la modificacidon en la regulacion del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal inducido por el estrés resultado de la inyeccién peritoneal.
Kinsey-Jones et al., (2010), mostraron que en la rata de 28 dias de edad la inyeccién
intracerebroventricular de CRF, retrasa la edad de la apertura vaginal y del primer estro,
mientras que la inyeccidn de Astressin B (antagonista de CRF) no la modifica. Dichos
resultados llevaron a los autores a pensar que CRF es una via de sefalizacién esencial
en la modulacion de los mecanismos neuroendocrino en la regulacion del inicio de la

pubertad.

En la etapa infantil de la rata existe una mayor sensibilidad hipofisaria a GnRH
(Ojeda et al., 1977) que se refleja en la mayor secreciéon de FSH (Dohler y Wuttke 1974,
Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). Dicha hormona estimula la incorporacién de
foliculos al grupo en crecimiento, el crecimiento y diferenciacion de los foliculos que
llegaran a ser ovulados en la pubertad (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). La
accion coordinada de las gonadotrofinas y las hormonas esteroides es crucial en el

desarrollo de los foliculos ovaricos, la ovulacion y la formacion del cuerpo luteo
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(Dominguez et al., 1991). La disminucion en el numero de ovocitos liberados en los
animales tratados con Vh al dia 10 de edad, puede ser resultado de la modificacion en la

secrecion de FSH y LH inducida por el estrés inducido por la inyeccion intraperitoneal.

El retraso en la edad de la apertura vaginal en los animales tratados con DSP, al
dia 10 de edad no puede ser explicado por la disminucion en la secrecion del estradiol,
dado que en estos animales se observo una mayor concentracion de la hormona. Hasta el
momento no tenemos una explicacion al respecto, sin embargo es posible pensar que el
retraso en el inicio de la ovulacion es el reflejo de la demora de la secrecién preovulatoria
de estradiol inducida por una ligera disminucion en la actividad de la neurona

noradrenérgica en el hipotalamo medio (Figura 10).

El hecho de que en los animales tratados con DSP4 al dia 20 de edad el 45% de
los animales presentd ovulacidn pero su cuenta ovulatoria fue menor, puede ser un reflejo
de la disminucion en la secrecion de las gonadotropinas, inducida por una menor
concentracion de NA en el hipotalamo anterior. Es posible que al disminuir la informacion
noradrenérgica que llega al hipotalamo anterior, la secrecién de FSH y LH sea insuficiente
para mantener el desarrollo de los foliculos y culminaran con la ovulacion. La FSH
estimula el reclutamiento de foliculos a un grupo de crecimiento (Erickson y Shimasaki,
2001). La LH estimula la maduracion final del ovocito, la ruptura del foliculo y de la
consecuente liberacion del ovocito (Chedrese, 2003). Kang et al., (1998) mostraron que
en la hembra de 28 dias castrada y con implante de estradiol, la administracion de DSP4
resulté en la disminucion de la expresion de ARNm en POA, la concentracion de GnRH, la
expresion del ARNm del receptor a GnRH en la hipdfisis y secrecion de LH inducida por
progesterona, eventos que se acompafian de menor concentracion de NA en el
hipotdlamo. En conjunto estos resultados y el hecho que DSP, atraviesa la barrera
hematoencefalica, nos permite pensar que el DSP,4 induce neurotoxicidad de las neuronas
noradrenérgicas, o que modifico la secrecion de GnRH y como consecuencia de FSH y
LH y que al modificarse la via neural de comunicacién entre el hipotalamo y el sistema

noradrenérgico, un menor de foliculos alcanzaran su etapa preovulatoria (Figura 12).
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La disminucién en el numero de ovocitos liberados en los animales con DSP, al
dia 20, no puede explicarse por modificaciones en el sistema noradrenérgico del ovario,
debido a que no se observan cambios en la concentracion del NA en el 6rgano. Estos
resultados concuerdan por lo reportado por Rayon (2014) y Salazar (2013) quienes
mostraron que la hembra de 25 o 30 dias de edad la inyeccion sistémica del farmaco no
modifico la concentracién de NA en las goénadas. 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 et al., 2001; D'Albora et al., 2000), ademas NA regula a nivel local las funciones
del ovario (Anesetti et al., 2001; Lara et al., 1999; Paredes et al., 2011). Goldman et al.,
(1996), mostraron que en la rata adulta en proestro la inyeccién directa de DSP4 en la
bursa del ovario disminuye o bloquea la ovulacibn acompafado de una menor
concentracion de NA en la gdénada, mientras que la administracion previa de desipramina
(inhibidor de la recaptura de NA) disminuye la ovulacion y no modifica noradrenalina. Con
estos resultados los autores sugieren que el efecto antiovulatorio de DSPs es
independiente de los cambios en la concentracion de la catecolamina y dicha respuesta

es resultado de la integridad funcional del proceso de ovulacion.

Otra posibilidad es que DSP4 al actuar en sistema noradrenérgico del ovario en
las horas posteriores al tratamiento disminuyd NA y quiza debido a que los animales
fueron sacrificados aproximadamente 21 dias después del tratamiento (primer estro
[41.0£1.7]) es posible que el efecto del neurotdxico sobre la sintesis de la catecolamina ya
no es evidente. Sin embargo no se puede descartar que los cambios en ovulacidon sea
resultado de una reorganizacion funcional de otro sistema de neurotransmision en el

ovario.

Los resultados indican que DSP, (administrada sistematicamente) provoca
degeneracion de las terminales nerviosas de NA que se originan del Locus Coeruleus en
el SNC. Dado que DSP,4 al pasan la barrera hematoencefalica y placentaria ejerce
acciones neurotoxicas en la neuronas noradrenérgicas, DSP, puede servir como una util
herramienta de denervacién para el analisis de las funciones de NA, en el SNC de

animales adultos y en desarrollo.
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A diferencia de lo que ocurre con el bloqueo del sistema noradrenérgico al dia 10 o
20, la administracion de DSP4 al nacimiento, 5 o 15 dias de edad, no modifico la
ovulacién, lo que nos permite pensar que dichas diferencias en la respuesta del ovario se
debe a que NA participa de manera diferente a lo largo del desarrollo prepuberal. Dicha
idea se ha planteado previamente por otros autores (Ojeda y Skinner 2006; Flores et al.,
1990).

El incremento en la concentracion de estradiol observado en los animales tratados
con DSP, al dia 10 de edad, puede ser resultado de la modificaciéon en la actividad de la
enzima P450 aromatasa, proteina que aromatiza a los androgenos que resulta en la
sintesis de estrogenos, inducido por la administracion de DSP,4. Balthazart y Ball (1989)
mostraron que en el macho de la codorniz japonesa (Coturnix coturnix japénica) castrado
y tratado con testosterona, la inyeccion sistémica de 50 mg/kg pc de DSP,4 incrementa la
actividad de la aromatasa en el area predptica, lo que llevo a pensar que el sistema
noradrenérgico participa en la regulacion de la aromatasa (Balthazart et al., 1996; Absil et
al., 2001), resultados similares se han observado en la glandula hipdfisis de la rata (Raum
et al., 1984; Canick et al., 1987; Cardinali et al., 1982). Esta idea es apoyada por el hecho
que disminuyo la concentracién de NA en el HA de los animales tratados con DSP4 a los
20 dias de edad y en el HM de los animales tratados a los 10 dias de edad se observo
una menor relacion de [MHPG]/[NA] (actividad de la neurona noradrenérgica) (Figura 10 y
12).

La disminucidn en la concentracion de NA en el hipotalamo de los animales
tratados con DSP4 al dia 15 0 20 de edad, concuerda con el hecho de que este farmaco
produce dafio a las neuronas noradrenérgicas al formar iones aziridium, ion altamente
reactivo que dana a las proteinas de la membrana de la mitocondria y al ADN lo que
conduce a la muerte de la célula, dafio que se manifiesta aproximadamente después de
30 minutos, que es progresivo y se mantiene por mas de tres meses (Szot et al., 2010). El
hecho de que en el hipotalamo medio no se modificé la concentracion de NA y MHPG,
nos permite pensar que existe una inervacion diferencial de la informacion noradrenérgica

que llega al hipotalamo (Figura 11y 12).
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Diversos autores han mostrado que los paquetes celulares de las regiones A2, A5
y A7 inervan al hipotalamo (Byrum y Guyenet, 1985; Holets et al., 1988), la region A1
inerva al nucleo dorsomedial y paraventricular del hipotalamo, el hipotalamo lateral, area
hipotalamica dorsal, los nucleos supraodpticos y la eminencia media (McKeller y Loewy,
1982; Woulfe et al., 1990),. Mientras que la region A6 localizada en el LC inerva el
hipotalamo anterior, nucleo paraventricular, area predptica media y la eminencia media
(Helena et al., 2006; Loughlin y Fallon, 1985). Ademas Holets et al., (1988) proponen que
al LC se puede dividir en subdivisiones funcionales que dependientes de la regién del

Locus Coeruleus.

Algunos autores han propuesto que existe selectividad de las neuronas
noradrenérgicas a la accién de la bromobenzilamina (Jaim- Etcheverry y Zieher, 1980,
Jonsson et al., 1981, Archer et al., 1984, Fritschy yGrzanna 1989, Zhang et al., 1995;
Ross y Stenfors, 2015). La administracion sistémica de 50 mg/kg de DSP4 disminuye la
concentracion de NA en el nucleo del LC y no se observan modificaciones en la region de
A1y A2 (Fritschy et al., 1989).

El hecho que no se modificd la concentracion NA en el HM de los animales tratados
con DSP4 no coincide con lo reportado por Salazar (2013) y Rayén, (2014) quienes
observan que en el animal de 25 o 30 dias la inyeccion del neurotdxico disminuye la NA
en HM. Una posible explicacién a dicha diferencia quiza se deba a que en nuestro estudio
los animales al nacimiento, a los 5 (etapa neonatal), 10, 15 y 20 dias postnatal (etapa
infantil) aun presentan inmadurez del sistema noradrenérgico. Algunos autores sefalan
que en la rata el establecimiento de las conexiones sinapticas de los diferentes sistemas
de neurotransmisores se presenta alrededor de la tercera semana de vida posnatal
(Herlenius y Lagercrantz, 2004; Rho, et al., 2001; Golden, 1982; Lauder y Bloom, 1975).

Otra posible explicacion al hecho que no se modificé la concentracion de NA en el
HM de los animales, es que exista una neurotoxicidad selectiva entre las neuronas
noradrenérgicas que se encuentran en el LC. Zhang et al., (1995) mostraron que en el
macho adulto la inyeccion por tres dias consecutivos de con 50mg/kg de DSP4, no induce
cambios en el numero de células inmunoreactivas a DBH en la parte anterior del nucleo
LC, en cambio en la parte posterior disminuye la presencia de células marcadas a DBH.
Loughlin et al.,, (1986) concluyeron que los axones noradrenérgicos que llegan al

hipotdlamo posterior se origina de la region anterior del LC, mientras que las fibras que
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llegan al hipotalamo anterior provienen de la region anterior del LC. Sin embargo, hasta el

momento no es claro el mecanismo selectivo de neurotoxicidad de DSPg.

La disminucion en la concentracion de NA en la hipdfisis observada en los
animales tratados con DSP4 al nacimiento o al dia 5 posnatal, permite suponer que existe
una relacién neural entre el sistema noradrenérgico y la glandula (Figura 9). Bicknell et al.
(1988) mostré que en la rata macho adulto la hipdfisis posterior recibe inervacion de la
region A2. Ademas, se ha observado a la tirosina-hidroxilasa, enzima limitante en la
sintesis de catecolaminas, en el I6bulo posterior e intermedio la rata, el gato, cerdo y
caballo (Saavedra et al., 1975; Mduller et al., 1977, Schussler et al., 1992). Por lo anterior
es posible pensar que al inyectar de manera sistémica el neurotdxico disminuyé el aporte

de NA a la hipdfisis proveniente de la regién A1, A2 o LC.

El aumento en la concentracion de MHPG observado en la hipdfisis de los animales
con denervacion noradrenérgica a partir del dia 5 o 20 posnatal no puede ser explicado
por una mayor actividad de la catecol-o-metil transferasa, a NA a su metabolito el acido
MHPG. En estudios in vitro se ha mostrado que células cardiacas de rata incubadas con
DSP4, iones aziridium inhiben la acciéon de COMT, MAO-A y MAO-B dosis dependiente
de DSP4 (Lyles y Callingham, 1981; Landa et al., 1987).

La suma de resultados obtenidos en este estudio nos permite sugerir que durante
el desarrollo de la rata prepuber el sistema noradrenérgico participa de manera diferencial
en los mecanismos neuroendocrinos que regulan el inicio de la pubertad y las funciones

del ovario.
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Figura 9. Modelo propuesto de la posible participacién del sistema noradrenérgico
en el animal al nacimiento o de 5 de edad tratado con N-2-cloroetil-N-etil-2-
bromobenzilamina (DSP,). La flecha { indica la disminucién, la flecha T indica el
incremento, el signo = indica que no hay cambio, el signo (+) indica efectos
estimulantes y el signo (-) efectos inhibitorios. Locus coeruleus (LC), hipotalamo
anterior (HA), hipotalamo medio (HM), noradrenalina (NA), hormona estimulante del
foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH), progesterona (P,), testosterona (T) y

estrogenos (E;), tasa de animales ovulantes (TAO).
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Figura 10. Modelo propuesto de la posible participacion del sistema noradrenérgico
en el animal de 10 dias de edad tratado con N-2-cloroetil-N-etil-2-bromobenzilamina
(DSP,). La flecha 4 indica la disminucion, la flecha T indica el incremento, el signo
= indica que no hay cambio, el signo (+) indica efectos estimulantes y el signo (-)
efectos inhibitorios. Locus coeruleus (LC), hipotalamo anterior (HA), hipotalamo
medio (HM), noradrenalina (NA), actividad neuronal ([MHPG]/[NA]), hormona
estimulante del foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH), progesterona (P,),

testosterona (T), estrégenos (E:), tasa de animales ovulantes (TAO) .
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Figura 11. Modelo propuesto de la posible participacion del sistema noradrenérgico
en el animal de 15 dias de edad tratado con N-2-cloroetil-N-etil-2-bromobenzilamina
(DSP,). La flecha 4 indica la disminucion, la flecha T indica el incremento, el signo
= indica que no hay cambio, el signo (+) indica efectos estimulantes y el signo (-)
efectos inhibitorios. Locus coeruleus (LC), hipotalamo anterior (HA), hipotalamo
medio (HM), noradrenalina (NA), hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona
luteinizante (LH), progesterona (P,), testosterona (T), estrégenos (E;), tasa de

animales ovulantes (TAO).
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Figura 12. Modelo propuesto de la posible participacion del sistema noradrenérgico
en el animal de 20 dias de edad tratado con N-2-cloroetil-N-etil-2-bromobenzilamina
(DSP,). La flecha 4 indica la disminucion, la flecha T indica el incremento, el signo
= indica que no hay cambio, el signo (+) indica efectos estimulantes y el signo (-)
efectos inhibitorios. Locus coeruleus (LC), hipotalamo anterior (HA), hipotalamo
medio (HM), noradrenalina (NA), hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona
luteinizante (LH), progesterona (P,), testosterona (T) y estrégenos (E;), tasa de

animales ovulantes (TAO).
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XI. Conclusiones

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

e En el animal prepuber, el sistema noradrenérgico participa de manera diferencial en

los mecanismos neuroendocrinos que regulan el inicio de la pubertad.

e En el animal prepuber, la administracion de N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamida
afecta de manera diferencial al sistema noradrenérgico del hipotalamo y no modifica

al del ovario.

e En la etapa neonatal el sistema noradrenérgico no participa en los mecanismos

neuroendocrinos que modulan el inicio de la pubertad y la funcién de los ovarios.
e En la etapa infantil temprana, el sistema noradrenérgico participa de manera
estimulante en la regulacion del inicio de la pubertad e inhibitoria en la secrecion de

17B-estradiol.

e En la etapa infantil tardia, el sistema noradrenérgico ejerce un efecto estimulante en

la ovulacion.
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