Universidad Nacional Autonoma de México

.5

Gy,
A & 2
e 7S

S

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Carrera de Biologia

EFECTO DE LA LESION QUIMICA UNILATERAL DEL
NUCLEO LOCUS COERULEUS EN LA ETAPA INFANTIL EN
EL INICIO DE LA PUBERTAD DE LA RATA HEMBRA

TESIS

PARA OBTENER EL TiTULO DE
BIOLOGA
PRESENTA

Lucia lvone Pineda Calderas

Directora de Tesis: Dra. Juana Monroy Moreno

Laboratorio de Pubertad y Neuroquimica de la Unidad de

Investigacion en Biologia de la Reproduccion

Financiado por: DGAPA-PAPIIT IA 201012

=
%

m FEEn

Ciudad de México 2019.

B
4
8
S



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 México

Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza

Efecto de la lesién quimica unilateral del nucleo locus coeruleus en la etapa

infantil en el inicio de la pubertad de la rata hembra

Tesis presentada por: Lucia lvone Pineda Calderas

Directora de Tesis: Dra. Juana Monroy Moreno

Realizado en el laboratorio de Neuroquimica y de Pubertad de la Unidad de
Investigacion en Biologia de la Reproduccion, Unidad Multidisciplinaria de

Investigacion Experimental Zaragoza, UNAM.

Financiado por: DGAPA-PAPIIT 1A 201012



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

“ZARAGOZA”
VANIVER4ADAD NACJONAL D|RECC|()N
AVENMA DE
MEXICO

JEFE DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
PRESENTE.

Comunico a usted que la alumna PINEDA CALDERAS LUCIA IVONE, con

numero de cuenta 307194514, de la carrera de Biologia, se le ha fijado el dia
05 de noviembre de 2019 a las 11:00 hrs., para presentar exam

en
profesional, el cual tendra lugar en esta Facultad con el siguiente jurado:
PRESIDENTE Dra. PATRICIA ROSAS SAUCEDO Y

Q/ i
VOCAL Dra. JUANA MONROY MORENO : %

SECRETARIO Dra. MARIA ELENA AYALA ESCOBAR A
SUPLENTE M. en IBSH. ANGELICA FLORES RAMIREZ L7

; ” N
SUPLENTE  Dr. JUAN JOSE RODRIGUEZ MERCADO /v““/w’ /)” %

El titulo de la tesis que presenta es: Efecto de la lesion quimica unilateral del
ndcleo Locus coeruleus en la etapa infantil en el inicio de la pubertad de
la rata hembra.

Opcion de titulacion: Tesis.

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

ATENTAMENTE
“POR MI RAZAHABIARA EL ESPIRITU”
Ciudad de Mé:ico, 26 de-septiembre

(o]
U,
DR. VIZ RNANDEZ ABAD
RECIBI , . vhb.BO.
OFICINA DE EXAMENES Dr. JOSE LUIS GOMEZ MARQUEZ

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 la tesis.

A los miembros del jurado:

Dra. Patricia Rosas Saucedo

Dra. Juana Monroy Moreno y

Dra. Maria Elena Ayala Escobar

M. en IBSH. Angélica Flores Ramirez
Dr. Juan José Rodriguez Mercado

Por sus observaciones y sugerencias realizadas durante la revision del este escrito.

A la laboratorista Dulce Maria Hernandez Torres de la Unidad de Investigacion en
Biologia de la Reproduccién por su colaboracién técnica durante el desarrollo del

estudio.

A los M.V.Z. Adriana Altamirano Bautista, Roman Herndndez Meza y Elizabeth
Guzman Andrade por su asesoria técnica en el area de anestesia y cirugia. Al demas
personal del Bioterio de la FES Zaragoza, por el cuidado y mantenimiento de los

animales utilizados en este estudio.



DEDICATORIAS

A mis padres (Andrés y Virginia) por su amor, trabajo y sacrificio en todos estos afios
y ser mi pilar fundamental, gracias a sus consejos y palabras de aliento que me han
ayudado a crecer como persona y a luchar por lo que quiero, gracias por ensefiarme
valores que me han llevado a alcanzar una gran meta. Los quiero mucho.

A mis hermanos (Daniel, Lorena, lvan) y tios (Verdnica y Federico) gracias por su
apoyo y por estar en los momentos mas importantes de mi vida.

A mi amor (Eduardo) por acompafiarme en este arduo camino, por la comprension, el
apoyo y alentarme a conseguir mis metas.

A mis compaferos (Norma, Gabriela, Jonathan) por ayudarme en la elaboracién de
este trabajo, y los momentos compartidos dentro y fuera de laboratorio.



INDICE

RESUMIEBN. ... e e e et e e e e e e n e e e e e e ernn e e e eeenne
g oo [0 Tolo3 o] o FOR OO PPPPPPPPPPRPPPPR
Organizacion del sistema GNRHEIGICO.........uuuiiiiiiiieieeeeeeieeeeeeee e
Eje hipotalamo-hipOfiSIS-0OVAriO.............uuuuiiiiiiiiie e e eaea e
0] oI (oo =T 0 TS £
SRS (=T o] [0 [0 1= L= T SRR
(@71 F=Tod [0 o PP PPPPPPPI
El sistema NOradrEeNErgiCO..........uuuuuuuiieiiiei e e e e e e e eee et s e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaaaaen s
El locus coeruleus en la regulacion de la secrecion de GNRH............ccccceeeeeinnns
Planteamiento del problema..........ccoooiiiiii i
[ 1T L0 (=] PSSP
ODBJELIVO GENEIAL ... .ueiiiii it a e e e e e aaa e
ODbJetiVOS PArtICUIAIES........ccoiieeeeeeeeee e e e e e e e e aaaaeeees
MaterialeS Y MELOUOS. ......uuueeiie i e e e e e e e e e e e
TS U 7= To [0 1 SRR
D 1Yo U 13 oo PSSP
(@0 o Tod 0710 1o 3P
] (=] (=] [ = L

AN X0 ..ttt e



RESUMEN

El principal aporte noradrenérgico del hipotdlamo se origina del nacleo Locus coeruleus
(LC). En la rata adulta el LC modula los mecanismos que regulan la secrecion de la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y de gonadotropinas y por ende la
ovulacién. Sin embargo, durante el desarrollo prepuberal no es clara su participacion. Por
ello, en el presente estudio se analizaron los efectos de la lesiébn quimica inducida por la
N-2-cloroetil-N-etil-2-bromobenzilamina (DSP4, neurotoxico selectivo de neuronas
noradrenérgicas) en LC sobre el inicio de la pubertad, la primera ovulacion, el peso
corporal, de los ovarios y del Utero y en la concentracion de noradrenalina (NA) y del
acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en el hipotdlamo y la hipofisis.

Se utilizaron ratas hembras de 20 dias de edad de la cepa CllI-ZV a las que se les lesiond
el LC izquierdo o derecho inducida por la microinyeccion de 10 o 75 pug de DSP4, como
grupo de comparacion se utilizaron animales con operacién simulada. A los animales se
les registré el dia de la canalizacion vaginal y fueron autopsiaron en el dia que

presentaron el primer estro vaginal.

En los animales con lesion izquierda o derecha del LC, independientemente de la dosis
microinyectada, la edad de la apertura vaginal, del primer estro, el nUmero de ovocitos,
el peso corporal, de los ovarios y del utero fueron similares a su respectivo grupo con
operacion simulada. La tasa de animales ovulantes fue menor en los animales con lesién
completa del LC derecho inducida por la microinyeccion de 75 pug de DSP4 (42.8% vs.
88.8%, p< 0.05).

El hipotalamo anterior de los animales con lesion izquierda inducida con la mayor dosis
del neurotoxico, la concentracion de NA fue mayor (1.65 + 0.07 vs. 1.39 £ 0.07, p<0.05),
mientras que en el hipotdlamo medio y posterior la concentracion fue similar a su
respectivo grupo con operacion simulada. La concentraciéon de MHPG en el hipotdlamo
anterior, medio y posterior de los animales con lesién izquierda o derecha fue menor a la

sensibilidad del método.



En la hipdfisis de los animales con lesion completa independiente de la dosis
microinyectada, la concentracion de NA y MHPG fue menor a la sensibilidad del método.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio nos permiten plantear que en el
animal de 20 dias de edad (etapa infantil tardia) el sistema noradrenérgico que se origina
en el LC izquierdo no participa en los mecanismos neuroendocrinos que regulan el inicio
de la pubertad y la primera ovulacion, mientras que la informacion que se origina en el

LC derecho participa de manera estimulante en regulacion de la respuesta ovulatoria.



INTRODUCCION

La reproduccién es el proceso biolégico por el cual se generan nuevos organismos,
siendo una caracteristica de todas las formas de vida conocidas (Curtis y col., 2008). En
los mamiferos el inicio de la funcion reproductiva, esta determinada por un conjunto de
factores ambientales, nutricionales, genéticos, etc., interrelacionados que culminan con
la pubertad (Adams y Steiner, 1988).

La pubertad se define como la etapa biologica transitoria entre la inmadurez y la madurez
sexual, en la que se llevan a cabo una serie de cambios neuroendocrinos y fenotipicos
(Calzada y col.,, 2001). Dicha etapa es regulada por diversos mecanismos

neuroendocrinos en los que participan el hipotalamo, la hipéfisis y las gonadas.

En la rata hembra la sefal externa que evidencia el inicio de la pubertad es el rompimiento
del epitelio que recubre la entrada a la vagina, proceso que se presenta alrededor de los
38 a 40 dias posnatal (Boyar, 1978; Levasseur, 1977; McCann y col., 1974).

En funcién de una serie de cambios morfologicos vy fisiolégicos que se presentan en los
componentes del eje hipotdlamo-hipdfisis-gbnada, Ojeda y Advis (1980) clasifican el

desarrollo postnatal, en cuatro etapas: neonatal, infantil, juvenil y peripuberal.

La pubertad y la primera ovulacion dependen de la integracion y coordinacién de una
serie de mecanismos neuroendocrinos que suceden en el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario.
La manifestacion de tales mecanismos es el resultado del desarrollo estructural y
funcional de los componentes de dicho eje lo cual se inicia desde el nacimiento y se
mantiene durante las diversas fases que caracterizan el desarrollo prepuberal de la rata
(Ojeda y Urbanski. 1994).

Neonatal: Inicia con el nacimiento y dura hasta el dia siete de vida. En el ovario el
crecimiento folicular es independiente a la accion de las gonadotropinas ya que se

caracteriza por la insensibilidad del ovario a estas. Existen evidencias que sefalan que



la foliculogénesis depende de la inervacion del ovario (Malamed y col., 1992). A partir del
dia cinco, la hormona estimulante del foliculo (FSH) comienza a estimular la produccién
de estradiol a partir de testosterona. La presencia de la a-feto proteina vuelve
biologicamente inactivos los estrogenos, debido a que se une fuertemente a ellos
impidiendo que estos actuen en el hipotadlamo y la hipofisis y se cierre el circuito de control
inhibitorio. Al final de esta etapa la respuesta esteroidogénica del ovario a las
gonadotrofinas se hace evidente. La concentracion de FSH que en el nacimiento era baja,
comienzan a aumentar durante los 2 primeros dias de vida (Déhler y Wuttke 1975), la
hormona luteinizante (LH) se mantiene baja y la concentracion de estrégenos aumenta
por accién de la FSH en el ovario debido a que entre el cuarto y quinto dia comienzan a

formarse los receptores a FSH y 48 horas después a los de LH (Becu y Lacau, 1990).

En el ovario de la rata neonatal VIP favorece la expresion de los receptores a FSH y la
sintesis de aromatasa (Ahmed y col., 1986; Jorgensen y col., 1989; Moshin y pennefather,
1979).

Infantil: Se extiende del dia 8 al 21 de edad y se caracteriza por el aumento de la
secrecion de FSH llegando a sus valores maximos a los 12 dias de edad, su aumento
estimula el reclutamiento y crecimiento de foliculos que llegardn a ovular, evidencias
morfologicas indican que el desarrollo folicular ovérico tarda entre 15 a 19 dias y el doble
de foliculos crecen durante esta etapa. Al dia 10 y hasta el 20 se da una retroalimentacion
positiva de estradiol. Al dia 15 de vida disminuye la FSH y a partir de este momento su
concentracion permanece baja hasta la ovulacién, ademas se presentan elevaciones
esporadicas de LH en la tarde; estas elevaciones se relacionan con un incremento de
catecolaminas. Al finalizar esta etapa se produce una menor concentracion de LH,
comienza a detectarse inhibina y la desaparicion de a-feto proteina, la cual implica un
incremento en la concentracion de estradiol, el receptor citoplasmatico a estradiol en el
hipotalamo es igual al observado en ratas adultas. Al dia 20 posnatal las elevaciones de
LH terminan, debido a que la concentracion de estradiol y FSH se incrementan (Dohler y
Wuttke,1975; Meijs y col., 1973).



Juvenil: Comprende del dia 22 al 30, se caracteriza por la disminucién de la secrecion
de FSH y LH, los cambios pulsétiles de esta ultima hormona al final de la etapa
incrementan sus valores basales y la amplitud de sus pulsos por la tarde lo que lleva al
establecimiento de un ritmo circadiano de secrecion. En los ovarios se presentan ondas
de crecimiento y atresia folicular, incremento del nimero de receptores a LH y aunado
con el patrén de secrecién pulsétil de LH se traduce en una mayor esteroidogénesis (Becu
y Lacau, 1990) (Figura 1).
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Figura 1. Esquemade lasecuencia de eventos hormonales y neurales que ocurren durante
la etapa juvenil. Los nimeros indican los diferentes mecanismos de control involucrados
en la regulaciéon de la funcién ovéarica. Hormona liberadora de la hormona luteinizante
(LHRH), hormona luteinizante (LH), hormona estimulante del foliculo (FSH), neuropéptido
Y (NPY), noradrenalina (NA), péptido intestinal vasoactivo (VIP), sustancia P (SP),
prolactina (PRL), hormona del crecimiento (GH), progesterona (P), estradiol (E»),
androgenos (A), adrenalina (ADR), hormonas que participan en la activacion hormonal del
eje (Tomada y modificada de Ojeday col., 1986).

Peripuberal: su duracién es variable y culmina con la primera ovulacién. Se caracteriza

por la maduracién del eje hipotdlamo hipofisis-ovario. El patréon circadiano de LH se



establece de manera regular. El aumento en los pulsos de secrecion de LH y la repeticion
de picos agudos cada 30-60 minutos son responsables de estimular el ovario e inducir
mayor produccion de 17-B estradiol. En el ovario existe un mayor numero de receptores
a FSH y LH, lo que se traduce en un aumento en la concentracion de progesterona,
testosterona y estradiol (este ultimo responsable de la canalizacién vaginal). En el
hipotdlamo, este aumento ejerce un efecto de retroalimentacién positiva sobre la
secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) que culmina con la
secrecion preovulatorio de las gonadotropinas y en consecuencia la primera ovulacion
La concentracién plasmatica de la prolactinay la hormona de crecimiento se incrementan

significativamente respecto a la observada en la etapa juvenil (Becu y Lacau, 1990).

Los esteroides sexuales resultantes de la estimulacién de la esteroidogénesis inducen un
aumento preovulatorio de LH, FSH y prolactina mediante su accién en el eje hipotalamo-
hipofisis (Arata y col., 1981).

Ademas de las hormonas antes mencionadas, el desarrollo de los eventos que conducen
al inicio de la pubertad, estan regulados por la informacion neural que llega a las gbnadas.
Cuya funcion es la de modular la diferenciacion inicial de los foliculos primordiales,
facilitando el paso de foliculo primordial a foliculo primario (Krishna y col., 2000), la
regulacion del flujo sanguineo en el ovario (Schultea y col., 1992), la respuesta de las
células del foliculo a las gonadotropinas (Ahmed, 1986; Kriegsfeld, 2002) y la secrecién
de progesterona y estradiol (Alm y col.,, 1980) por medio de la liberaciébn de
neurotransmisores como NA , sustancia P (SP), neuropéptido Y (NPY) y péptido
vasointestinal (VIP) y enviando informacion a SNC y modular la secrecion de GnRH y de

las gonadotropinas (Ahmed, 1986).



ORGANIZACION DEL SISTEMA GNRHERGICO

Las neuronas GnRHérgicas, tienen su origen embrionario fuera del hipotadlamo, se
derivan de la placoda olfatoria durante la gestacion temprana; dichas neuronas migran
hacia el hipotadlamo o como parte del nervio terminal a través de la lamina cribiforme
(Silverman y col., 1994). En la rata adulta la GnRH es producida por un nimero pequefio
de neuronas que se encuentran dispersas en la banda diagonal septum medial y el
hipotalamo rostral. En el hipotdlamo, neuronas parvicelulares de GnRH se encuentran en
el ndcleo arcuato, el nucleo periventricular, el paraventricular y el area preéptica (Jennes
y col., 1997).

Los somas de las neuronas que producen GnRH se localizan en la region del area
predptica media (MPOA), la banda diagonal de Broca, el 6rgano vasculoso de la lamina
terminal, las areas septales, el hipotalamo anterior y el ndcleo arcuato (Aratay col., 1981;
Kronenberg y col., 2009). Dichas neuronas son pequefias, bipolares y fusiformes que
forman redes dispersas, sus axones finos que se proyectan predominantemente a la
eminencia media (EM) y al tallo infundibular, lugar donde se libera la GhRH (Yen y col.,
2001).

La GnRH es un decapéptido (pGlu-His-Trp-Ser-Tir- Gli-Leu-Arg-Pro-Gli CONHz) con
estructura similar en todos los animales (Prieto y Velazquez, 2002). Es sintetizada a partir
de una pro-hormona de 92 aminoacidos (Herbison, 1977; Turkstra y Meloen, 2006). Esta
molécula esta dividida en tres regiones: el péptido sefial de 23 aminoacidos, seguido de
la secuencia que da origen al decapéptido, seguido de la secuencia Gli-leu-Arg en la
posicion 11 a 13. El dltimo residuo de 56 aminoéacidos llamado como péptido asociado a
la GnRH (GAP). La GnRH y GAP son almacenadas en vesiculas de secrecién, que son
transportadas desde el soma a la terminal nerviosa que llega a la eminencia media por

transporte axonal (Yen y col., 2001).

En la eminencia media la GnRH 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. La liberacién de la GnRH es en pulsos con una frecuencia y



una amplitud propia de cada especie, los cuales son regulados por sefiales externas o
internas al hipotalamo. La GnRH es transportada por el sistema de vasos porta-

hipotalamico-hipofisiario hasta los gonadotropos (Prieto y Velazquez, 2002).

La secrecion de la GnRH por las células hipotalamicas es regulada por un doble control
hormonal y nervioso. El control hormonal se realiza por mecanismos de retroalimentacion
inhibitorio largos, cortos y ultracortos (Jennes y Conn, 1994). El control neural comprende
la regulacion de la actividad de la neurona GnRHérgica por otras regiones del SNC via la
liberacién de neurotransmisores como la noradrenalina, dopamina y serotonina (Yen y
col., 2001). Esto se logra por la interaccion sinaptica entre los axones de los diferentes
sistemas de neurotransmision y el soma o las fibras nerviosas de la neurona GnRHérgia

(Jennesy col., 1982).

La regulacion de la amplitud y frecuencia de la GnRH es esencial en la secrecion de
gonadotropinas (Husulak, 2012). La actividad de la neurona GnRHérgica es baja antes
de la pubertad (L6pez, 2012).

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO
La regulacién de la funcién reproductora requiere una regulacién precisa, cuantitativa y

temporal del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario (L6pez, 2012).

El hipotalamo es el centro integrador de las sefiales que regulan la sintesis y secrecion

de las gonadotropinas por la hipdfisis via la GnRH (Prieto y Velazquez, 2002).

En la hipofisis la GnRH inicia su accion con la unién a receptores especificos de la
membrana del gonadotropo y activa a la adenilato ciclasa y la fosfolipasa C. Como
resultado de la activacion de estos sistemas enzimaticos se forman moléculas que actdan
como segundos mensajeros como el adenilato ciclasa, el fosfatidil inositol, y el diacil

glicerol y la movilizacion de calcio extra e intracelular, que estimulan a la proteina



cinasa C, que se traduce en el estimulo de la sintesis y liberacion de la FSH y LH hacia
el torrente sanguineo (Prieto y Veladzquez, 2002).

En el ovario, la FSH y LH se unen a sus receptores de membrana en las células de la
granulosa y la teca respectivamente, donde estimulan sus funciones, secrecion de
hormonas esteroides sexuales, peptidérgicas y factores de crecimiento y la ovulacién
(Bousfield, 2006; Fawcett y Bloom, 2003).

La FSH estimula la proliferacion de las células de la granulosa y la formaciéon de sus
propios receptores y los de LH. Ambas gonadotropinas estimulan el crecimiento y la
diferenciacion del foliculo ovéarico. La LH en las células de la teca promueven la
produccion de andrégenos, que al ser aromatizados en la célula de la granulosa forman

los estrogenos (Fawcett y Bloom, 2003; Yen y col., 2001).

A su vez las hormonas gonadales al actuar en el hipotdlamo y la adenohipofisis regulan
la liberacion de las gonadotropinas, mediante un mecanismo de retroalimentacion (Fink,
1988). También los esteroides gonadales mantienen las condiciones Optimas para la
fertilidad por sus efectos en el comportamiento de la cépula y en el desarrollo y

mantenimiento del tracto reproductor (Steinetz, 1978).

FOLICULOGENESIS

El ovario es un 6rgano productor de células sexuales femeninas y es una glandula
endocrina que sintetiza hormonas esteroides y proteicas (Dominguez y col., 1991). El
ovario consta de una médula y una corteza. La médula es la zona interna del ovario la
conforman tejido conectivo, vasos sanguineos y fibras nerviosas que ingresan a la
gonada por el hilio. La corteza rodea a la médula y esta formada por el estroma y fibras
reticulares y de colageno, a ésta la recubre la tanica albuginea, tejido conjuntivo denso
con células fusiformes, el epitelio ovarico, la capa méas externa de la corteza esta formada

por células cubicas que en algunas partes son casi planas (Ross y Pawlina, 2007).



El desarrollo folicular se clasifica en cinco etapas con base en la morfologia del foliculo:
primordial, primario, secundario, terciario o antral y foliculo maduro o preovulatorio
(Vantman y Vega, 2010).

Foliculo primordial

Los foliculos primordiales se encuentran en un estadio de "hibernacion”, dispuestos en
una o dos capas en la zona cortical de la corteza del ovario, inmediatamente por debajo
de la tunica albuginea. A cada ovocito lo rodean una capa de células foliculares
aplanadas y una membrana basal (células epiteliales y mesenquimales) (Fortoul y
Castell, 2010). Estas células establecen uniones de nexo entre si (Ross y Pawlina, 2007).

Foliculo primario

El ovocito primario inicia su crecimiento y las células foliculares que lo rodean cambian
de forma plana a cubica que contintan proliferando (Sadler, 2008), formando un epitelio
estratificado alrededor del ovocito, formando asi al foliculo primario y las células
foliculares son llamadas células de la granulosa. Dichas células son independientes de
la accion de las gonadotropinas y no producen hormonas esteroides (Cabrero y col.,
2007).

Foliculo secundario

Durante esta fase las células de la granulosa proliferan y forman capas de células que
rodean al ovocito. Se inicia la expresion de receptores a la FSH y el estradiol en las
células de la granulosa. El ovocito y las células de la granulosa produce glicoproteinas
gue se depositan sobre la superficie del ovocito lo que se denomina la zona pellcida. A
medida que el foliculo continda su crecimiento inicia la migracion de células
mesenquimaticas desde el estroma ovarico lo que da origen a las células de la teca
(interna y externa). Pequefias prolongaciones de las células foliculares atraviesan la zona

pelicida y se interdigitan con las microvellocidades de la membrana plasmética



del ovocito que constituyen la capa vascular interna (Sadler, 2008), por la cual se aporta
nutrientes a la granulosa y al ovocito (Cabrero y col., 2007).

Foliculo terciario o antral

A medida que continua el desarrollo del foliculo aparecen espacios ocupados por liquido
folicular (agua, glucosaminoglucanos, proteinas de unidon a andrégenos, hormonas
esteroideas, factores de crecimiento) entre las células de la granulosa, que
posteriormente se unen y forman el antro folicular (Cabrero y col., 2007). El aumento del
tamafio del espacio folicular desplaza al ovocito a una posicién excéntrica. Las células
del epitelio folicular que proliferan en la cavidad del foliculo y rodean al ovocito forman el
cumulus ooforus (disco prolifero). Las células de la granulosa que rodean al ovocito

reciben el nombre de corona radiada (Welsch, 2008).

Foliculo maduro o preovulatorio

El foliculo preovulatorio se localiza en la superficie del ovario, se caracteriza por poseer
diversas capas de células foliculares que rodean al ovocito, el antro folicular y células
diferenciadas que forman la teca interna; ésta se compone por células con caracteristicas
de secrecidn esteroidea que contienen abundantes vasos sanguineos, mientras que la
teca externa gradualmente se va mezclando con el estroma del ovario (Figura 2) (L6pez,
2012).
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Figura 2. Foliculogénesis. Hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona luteinizante
(LH), nanogramo por mililitro (ng/mL) (Tomada y modificada de Ropero, 2013; Rotemberg
y Smaisik, 2009).

ESTEROIDOGENESIS

Las hormonas sexuales femeninas producidas en el ovario son fundamentalmente el
estradiol y la progesterona, aunque también se producen pequefias cantidades de
estrona, androstendiona, testosterona, 17 a-hidroxiprogesterona y varias hormonas no
esteroideas, como la inhibina, relaxina y algunos factores locales (Tresguerres y col.,
2005).

El colesterol es sintetizado a partir del acetato o tomado directamente de la circulaciéon
general en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) o alta densidad (HDL). El ingreso de
LDL a la célula se produce por endocitosis mediada por su receptor de membrana. En el
interior de la célula el colesterol se esterifica con acidos grasos y forma colesterol-éster
gue se almacena como gotas de lipidos o es transportado al interior de la mitocondria en

donde inicia la sintesis de hormonas esteroides (Vega, 1997).

En la membrana interna de la mitocondria el colesterol se transforma a pregnenolona por

accion de la enzima citocromo P450SCC. A partir de la pregnenolona en la via A5,
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actua la enzima 3B-DHA4,5-isomerasa que da lugar a la progesterona y ésta a la 17-OH
progesterona por medio de la enzima P450cl7, la enzima 17,20 liasa sintetiza la
androstenediona y si sobre esta actla la enzima aromatasa seguida de la 17-
cetoreductasa da lugar al estradiol, si actia la 17-cetoreductasa directamente sobre la

androstenediona se crea la testosterona (Vega, 1997).

En la via A4-3, la pregnenolona actida la enzima P450cl1l7 originando la 17-OH
pregnenolona, que pasa a dehidroepiandrosterona por la enzima 17,20 liasa, y ésta a
androstendiol por la 17cetoreductasa, misma que pasa a testosterona por la 33-DHA4,5-
isomerasa, si sobre esta actla una reductasa (5 a-reductasa) pasa a dihidrosterona y si
actla una aromatasa se sintetiza estradiol. La expresion de la P450 aromatasa se da en
respuesta a estimulaciéon de las células de la granulosa por la FSH (Silbernagl y
Despopoulos, 2009; Vega, 1997) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del proceso de esteroidogénesis (Tomaday modificada de Sosa, 2011).

De acuerdo con la teoria de “dos células, dos gonadotropinas” la produccién de
estrogenos ovaricos depende de la accién coordinada de las células de la teca y de la
granulosa via la accion de las gonadotropinas (Brown, 1999; Sanchez-Criado, 2003). La
LH al unirse a su receptor en la célula de la teca estimula a sintesis de andrégenos, los

cuales atraviesas la membrana basal del foliculo hasta difundir a las células de la
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granulosa donde se aromatizan a estrégenos, los cuales se liberan a la circulacion o al
antro folicular. La capacidad de transformar andrégenos en estrégenos a través de la

aromatizacion es estimulada por la FSH ((Figura 4) (Fernandez y Mangel, 1983).
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Figura 4. Esquema de la teoria de la doble célula doble hormona'y la sintesis de
estrégenos (Tomada y modificada de Pombo y col., 2009).

OVULACION
Una vez conseguida la maduracion del foliculo preovulatorio, se va a producir la liberacién
del ovocito contenido en su interor conjuntamente con el cumulus ooforus que lo rodea,

dicho proceso tiene lugar después de la secrecion preovulatoria de LH. La ovulacion
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causa la expulsion del liquido antral y del ovocito desde el ovario a la cavidad peritoneal
(Carlson y Bruce, 2014).

En respuesta a la maxima concentracion de gonadotropinas, las células de la granulosa
y teca sintetizan el activador de plasmindgeno. La ruptura de la membrana folicular ocurre
por accion del activador del plasmindgeno presente en el liquido folicular, que cataliza la
conversion de plasmindgeno en plasmina, enzima protedlica que rompe la membrana
basal y actla sobre el tejido conectivo de la teca y permite la expulsion del ovocito

(Tresguerres y col., 2005).

El proceso de la ruptura folicular también esta mediado por una “reaccion inflamatoria”
local dependiente de histamina, por colagenasas o por la contractura folicular inducida
por prostaglandinas (Tresguerres y col., 2005). La prostaglandina E y F aumentan en el
liquido folicular y alcanzan un pico en el momento ovulatorio (Baron, 2019).

EL SISTEMA NORADRENERGICO

Los somas de las neuronas que sintetizan la noradrenalina (NA) se localizan en la region
de la médula oblonga, organizada en paquetes celulares denominada Al, A2, A3, A4, A5,
A6 y A7. Los axones de estas neuronas inervan regiones del encéfalo como el
hipotalamo, cértex, hipocampo y regiones rostrales y como caudales del cerebro se
proyectan bilateralmente originando las vias dorsal y ventral, la via dorsal se origina en
el locus coeruleus (LC) y la ventral se origina en los nucleos Al, A2, A5 y A7, inervando
algunas regiones del cerebro como el hipotalamo, sistema limbico y cerebelo (Ortega y
col., 2008) (Figura 5).

El LC es considerado el principal nacleo noradrenérgico, en él se concentran
bilateralmente alrededor de 12000 neuronas, cuyos axones forman tractos bien definidos.
Las neuronas del LC poseen ramas axonales ascendentes y descendentes. Las ramas
descendentes se dirigen a la médula espinal (predominantemente por el cuerno ventral a

través del sistema coeruleoespinal) y al tronco cerebral (especialmente al nucleo
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sensitivo del trigémino). Las proyecciones ascendentes inervan regiones del diencéfalo
como la corteza, el talamo dorsal, el hipocampo con pequefias proyecciones terminales

en el hipotalamo (Valenzuela y col., 2007).

— HT . A4 3

Figura 5. Corte sagital de cerebro de rata y distribucion de paquetes noradrenérgicos Al-
A7. Bulbo olfatorio (BO), area preoptica (APO), corteza cerebral (CX), hipotalamo (HT),
locus ceruleos (LC), médula espinal (ME), cerebelo (CB) (Tomaday modificada de Herrera
y Avila, 2015).

La NA es un neurotransmisor que pertenece a la familia de las catecolaminas que posee
una cadena lateral etil o etanolamina. El catecol es un anillo bencénico con dos
sustituyentes hidroxilo en su molécula (Gémez, 2008), se sintetiza a partir del aminoéacido
no esencial, tirosina, procedente del aminoécido fenilalanina, que se transforma en
tirosina en el higado (Brandana y col., 2010). La tirosina es vertida al torrente sanguineo.
La enzima que cataliza esta reaccién es la fenilalanina hidroxilasa. La tirosina que circula
por la sangre pasa del vaso sanguineo al interior de la terminacién nerviosa. Aqui se
transforma de tirosina en L-dopa o dihidroxifenilanina. La enzima reguladora es la
tirosinahidroxilasa. Esta enzima es la de mayor especificidad y la que existe en menor
cantidad de todas. El siguiente paso consiste en la transformacion de la Dopa en
Dopamina. La enzima que interviene es la L-dopa- descarboxilasa
(L—aminoacido—descarboxilasa). El paso de dopamina a noradrenalina es regulado por
la dopamina—p-hidroxilasa, dentro de la vesicula sinaptica, donde queda almacenada la
NA (Figura 6). La liberacion del neurotransmisor se realiza por exocitosis en respuesta al

estimulo nervioso que induce la entrada de Ca?* (Rothlin y Tessler, 2004).
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Figura 6. Sintesis, liberacion y metabolismo de noradrenalina. Noradrenalina (NA),
dopamina (DA), tirosina hidroxilasa (TH), dopamina descarboxilasa, (DOPA), dopamina -
hidroxilasa (DB-H), transportador (T), catecol-o-metiltransferasa (COMT), monoamino
oxidasa (MAO), acido 3-metoxi-4-hidroxi- fenilglicol (MHPG) (Tomada y modificada de
parkinsonusac, 2010).

La participacion de las catecolaminas en la regulacion de la secrecion de GnRH y de las
gonadotropinas ha sido ampliamente estudiada en la rata adulta. La NA es considerada
por varios autores como un factor estimulante en la secrecién preovulatoria de GnRH,
LH, la esteroidogénesis ovarica, el desarrollo folicular y la ovulaciéon (Herbison, 1997; Itéh
e Ishizuka, 2005; Lara y col., 1990; Obeid y col., 2008; Prieto y Velazquez, 2002; Rance
y col., 1981; Sawyer y col., 1947; Szawka y col., 2009; Yen y col., 2001).

Se han identificado dos familias de receptores a NA, los a y B, que a su vez poseen
subtipos: cuatro para a1 (a1A, a1B, a1C y a1D), tres para a2 (a2A, a2B Y a2C) y tres
para B (B2, B3). Los receptores adrenérgicos son receptores asociados a un complejo o
proteico heterotrimérico llamado proteina G, que activa a segundos mensajeros. La union

de NA a los receptores a2 activa a una proteina Gi, que inactiva la adenilciclasa que
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disminuye al segundo mensajero intracelular AMPc lo que conlleva a la apertura de un
canal de K*. En otros sitios promueve el intercambio Na+/K+ y estimula la fosfolipasa C32
que moviliza el acido araquidénico y aumenta Ca?*. Ademas, NA al unirse a su receptor
a2 en la membrana de la neurona presinaptica promueve la despolarizacion de la

membrana y la liberacion de esta catecolamina (L6pez y Alamo, 2009).

La inactivacidon de la NA, se realiza por tres vias. Una parte de la NA es transformada en
normetanoradrenalina, por accion de catecol-orto-metil transferasa (COMT), localizada
extra neuronal, es convertida en el acido 3-hidroxi-4-metoxi-mandélico. Otra porcion es
biotransformada en &cido 3-4dihidroximandélico, que por accion de la monoamino
oxidasa (MAO, ubicada intra y extra neuronal), es convertido en acido 3-hidroxi-4-metoxi
mandélico y otra es trasformada en 3,4 dihidroxidenilglicol que por accion de la MAO es
metabolizado a 3-hidroxi 4-metoxifenilglicol (HMPG), que es el metabolito mas importante
de NA (Téllez, 2000).

Ademas de su distribucion en el SNC, la NA se sintetiza en 6rganos periféricos como la
glandula adrenal y los ovarios. En los mamiferos la fuente de aporte de NA en el ovario
es la sintesis de novo y de la aportada por la inervacion que recibe de tipo simpatica,

parasimpatica y sensorial (Ricu y col., 2008).

EL LOCUS COERULEUS EN LA REGULACION DE LA SECRECION DE
GONADOTROPINAS

Diversos autores sugieren que en el animal adulto el locus coeruleus participa en la
regulacion de la secrecion preovulatoria de la GnRH y de las gonadotropinas (Anselmo-
Franci y col., 1997; Bernuci y col., 2008; Dotti y Taleisnik, 1982; Martins-Afférri y col.,
2003).

Las principales proyecciones ascendentes noradrenérgicas que se originan del nucleo
LC viajan por el tracto ventral en direccion a estructuras del diencéfalo como el hipotalamo

(Valenzuelay col., 2007).
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Anselmo-Franci y colaboradores, (1997) mostraron que en la rata en proestro, la lesion
electrolitica del LC disminuye la concentracion de FSH, bloquea la secrecion
preovulatoria de LH y de la ovulacién. Dichos resultados llevaron a los autores a concluir

que la integridad del LC es esencial en la regulacién de la secrecion preovulatoria de LH.

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

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

En el estudio de la participacion del sistema noradrenérgico se han empleado diversas
herramientas que modifican dicho sistema de neurotransmision como la N-2-cloroetil-N-
etil-2-bromobenzilamina (DSP4), neurotdxina selectiva neuronas noradrenérgicas (Figura
7). Este atraviesa la barrera hematoencefélica y al llegar a la neurona noradrenérgica
interacciona con el receptor a NA que activa al transportador de NA (NAT, por sus siglas
en inglés) que al ingresar inactiva al NAT. En el interior de la célula el farmaco
interacciona con oxigeno produce un derivado de aziridinio reactivo (DSP4az) que se

acumula en las terminales nerviosas (Ross, 1976).
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En el interior de la célula el DSP4 produce una reaccién de alquilacion que induce la
desnaturalizacion y cambios en las propiedades de las proteinas y lipidos neuronales, lo
gue degenera el axén de la neurona noradrenérgica (Ross, 1976; Jonsson y col., 1981).
La accion citotdxica del DSP4 se realiza por la inhibicién de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial a través de la inhibicion de la sintesis de la nicotinamida-adenina-
dinucledtido-fosfato (NADPH, biomolécula relacionada con la oOxido-reduccion del
NADP+), succinato deshidrogenasa y la formacién de ATP (Ross y Stenfors, 2015)
(Figura 7).
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Figura 7. Estructura quimica y mecanismo de accién del compuesto DSP4. Aziridinio
derivado de DSP, (DSPsaz), producto hidrolizado de DSPs (DSPsOH), barrera
hematoencefélica (BBB), transportador de noradrenalina (NAT), trifosfato de adenosina
(ATP) (Tomada y modificada de Ross, 2015).

La administracion de 50 mg/Kg de DSP4 via intraperitoneal en la rata adulta resulta en la
disminucién lenta de la concentracion de NA y de la actividad enzimatica de la dopamina-

B-hidroxilasa en diferentes regiones del sistema nervioso central como la
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corteza, el LC, hipotalamo y la médula espinal (Ross y Stenfors, 2015; Fritschy y Grzanna,
1989).

El DSPs4 también atraviesa la barrera placentaria (Jonsson y col., 1981). Su
administracion a ratas prefiadas disminuye entre un 60% y 80% el desarrollo de neuronas
noradrenérgicas centrales en las crias, calculdndose en el corteza y médula de éstas una
reduccion endogena (Jonsson y col., 1981). Estos autores sugieren que existe una
diferente sensibilidad de las neuronas noradrenérgicas al DSP4 que depende de la etapa
del desarrollo. Sin embargo, no se ha mostrado efectos en érganos periféricos después
de la inyeccion de DSPa.

En la rata de 30 dias de edad (etapa juvenil) la lesion quimica unilateral de LC inducida
por la microinyeccion de 10 pg/ 1puL de DSP4 en el LC izquierdo o derecho retrasa la edad
de la apertura vaginal, del primer estro y disminuye el nUmero de ovocitos liberados y la
concentracion de progesterona y 173-estradiol (Rayon, 2014). Dichos resultados han sido
interpretados como prueba de que el sistema noradrenérgico que se origina en el nucleo
locus coeruleus participa de manera estimulante en los mecanismos que regulan el inicio

de la pubertad y la ovulacion.

En estudios recientes del laboratorio se ha mostrado que en la rata de 20 dias de edad
(etapa infantil) la inhibicibn del sistema noradrenérgico inducido por la inyeccion
intraperitoneal de 50 mg/Kg de peso corporal de DSP4, resulta en la disminucion en la
ovulacion, mientras que la inhibicién del sistema a los 10 dias (etapa infantil) retrasa la
edad de la apertura vaginal e incrementa la secreciéon de estradiol evaluada en el dia del
primer estro vaginal. Estos resultados llevaron al autor a proponer que el sistema
noradrenérgico participa de manera diferencial en la regulacion de las funciones del

ovario (Acevedo, 2017).
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PLANTEAMIENO DEL PROBLEMA

En animal adulto la secrecion de GnRH, la esteroidogénesis y la ovulacion son
estimuladas por la NA que se origina en el nucleo LC (Martins-Aferri y col., 2003). Sin
embargo, en la rata prepuber no es clara la participaciéon del neurotransmisor en la

regulacion de las funciones ovaricas.

La inhibicion del sistema noradrenérgico inducido por la inyeccion de 50 mg/Kg de PC en
la rata de 20 dias de edad disminuyé el numero de ovocitos liberados, lo que permitié
sugerir que a esta edad el sistema noradrenérgico estimula los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la primera ovulaciéon (Acevedo, 2017). Sin embargo, hasta
el momento no es claro si dichos cambios en la ovulacion fueron resultado de la
eliminaciéon de los somas noradrenérgicos que se ubican en el nacleo LC, debido a que
el neurotoxico al atravesar la barrera hematoencefalica e interactla con las neuronas

ubicadas en los nucleos noradrenérgicos.

Por lo anterior, en el presente estudio se analizé en la rata infantil de 20 dias los efectos
de la lesion quimica inducida por la microinyecciéon de DSP4 en la regién derecha o
izquierda del nucleo LC sobre el inicio de la pubertad, primera ovulacion y la
concentracion de NA y su metabolito el acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en el

hipotalamo y la hipofisis.
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HIPOTESIS

El sistema noradrenérgico participa de manera estimulante en la regulacion de la
secrecion GnRH, las gonadotropinas y las funciones del ovario, por lo tanto, la inhibicién
del sistema noradrenérgico que se origina en el LC modificara el inicio de la pubertad y

la primera ovulacion.
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OBJETIVO GENERAL
Analizar los efectos de la lesion quimica unilateral del locus coeruleus realizada en la

etapa infantil (20 dias de edad), sobre el inicio de la pubertad y la primera ovulacion.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar los efectos de la lesion quimica unilateral del locus coeruleus sobre:

> La edad de la apertura vaginal y del primer estro vaginal.

> La primera ovulacion.

> El peso corporal, de los ovarios y del Utero.

> La concentracién de NA y MHPG en el hipotadlamo y la hipofisis.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra de 20 dias de edad, de la cepa CIlI-ZV mantenidas en
condiciones controladas de iluminacién, 14 h de luz y 10 h de oscuridad (luces
encendidas de 5:00 a 19:00 h), con libre acceso al agua, al alimento y a la madre hasta
el destete (21 dias). En todos los casos se siguid lo establecido en la Norma Oficial
Mexicana de proteccion para el uso de animales en experimentacion (NOM-062-ZOO-
1999, especificaciones técnicas para la proteccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio).

Grupos de 7 a 11 ratas se asignaron al azar a los siguientes experimentos:

» TESTIGO ABSOLUTO (TA): Animales sin ningun tratamiento.

» GRUPO CON VEHICULO (Vh): Animales tratados con solucion salina por via i.p.

» GRUPO CON ANESTESIA (K+X): Animales anestesiados con ketamina (40 mg / Kg
pc) y xilacina (5 mg / Kg pc) por via i.p. (Sierra y col., 2009; Kushikata y col., 2011).

> GRUPO CON OPERACION SIMULADA (OS): Animales que se les microinyectaran
0.5 pL / min de solucioén fisiolégica de cloruro de sodio al 0.9% (vehiculo) en el ndcleo
locus coeruleus derecho o izquierdo.

» GRUPO CON LESION: Animales con lesion unilateral inducida por la microinyeccién
de 10 0 75 pg / 0.5 pL de DSP4 a una velocidad de 1 pL por minuto en el nacleo locus

coeruleus derecho o izquierdo.

A los animales de los diferentes grupos experimentales se les registré la apertura vaginal,
momento en gue se inicio la toma de frotis vaginal diario hasta que presentaron el estro
vaginal. Los cuales fueron tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina. Los animales

fueron sacrificados de las 8:00 a 10:00 h en el dia del primer estro vaginal.
La dosis de 10 ug de DSP4 microinyectada en el LC fue seleccionada con base a estudios

de Rayodn (2014) para la rata prepuber y la dosis de 75 ug de Lin y colaboradores (2011)

para ratones adultos.
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PROCEDIMIENTO DE MICROINYECCION

Los animales fueron anestesiados con una solucién de ketamina (40 mg/Kg pc) (PiSA,
México) y xilacina (5 mg/Kg pc) (PiSA, México) via i.p., se montaron en un aparato
estereotaxico (David Kopf Instruments, modelo 9000, USA), se realizo limpieza del area
craneal con jabon quirdrgico (Altamirano, México), se realizdé una incision de piel, se
perford el craneo con una fresa odontoldgica acoplada a un micromotor (DREMEL, USA)
y se introdujo la aguja de microinyeccion (29X13 mm) conectada a una jeringa Hamilton

de 25 uL, acoplada a una bomba de microinyeccion (CMA/100, Suecia).

Las coordenadas para introducir la aguja de microinyeccion hasta la zona de estudio,
fueron calculadas tomando como referencia al atlas del cerebro de rata adulta de Paxinos
y Watson (1982). Las coordenadas consideradas para el ndcleo LC se tomaron con
referencia a lamda y de acuerdo al peso corporal que presentaron los animales, fueron

las siguientes:

Peso corporal () Anteroposterior (A-P) Lateral (L) Ventral (V)
41-45 2.4 1.2 4.9
46-50 2.6 1.1 4.5

con una inclinacién de 16° perpendicular a lamda. Una vez concluido el procedimiento
quirdrgico a los animales se les administr6 1 gota en cada ojo de solucién lubricante
oftalmica (Sophia, México), fueron colocados en una cama de recuperacion con
iluminacion artificial y cuando recuperaron su movimiento normal fueron regresados a las

condiciones controladas de bioterio.
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Figura 8. Fotografia del procedimiento de microinyeccidn, sistema de microinyeccion.

PROCEDIMIENTO DE EUTANACIA

Los animales fueron pesados e inmediatamente sacrificados por decapitacion momento
en el que se removi6 inmediatamente el cerebro, se coloc6 en solucion salina (4°C), se
congelo con nitrogeno liguido para la diseccion del hipotalamo anterior, medio y posterior,
ademas se extrajo la hipofisis. Las muestras se almacenaron a -70°C hasta el momento
de la cuantificacion de NA y de su metabolito por cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC). La region del tallo cerebral se almacené a -70°C para la posterior
identificacion de la trayectoria de la aguja de microinyeccién. En el momento del sacrificio
el Gtero y los ovarios se disecaron y pesaron en balanza de precision (AP 250D, OHAUS,
USA). Con la ayuda del microscopio estereoscopio (ZEISS, Alemania) se revisaron las
trompas uterinas y se conté el numero de ovocitos liberados cuando estuvieron

presentes.
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ANALISIS DEL SITIO DE MICROINYECCION

Para la identificacion de la trayectoria de la aguja de microinyeccion en los animales,
durante la autopsia se extrajo el cerebro, se colocd en solucion fisioldgica fria y se
procedié a congelarlo en nitrégeno liquido, posteriormente se realizaron cortes coronales
seriados de 40 pum en criostato (Microm, Alemania) a -20°c. Con la ayuda de un
microscopio estereoscopico (ZEISS, Alemania) se identifico el sitio de microinyeccion
(Figura 9).

3Cb

LC  LC 3Cb

LW

| 3Cb
3%

Interaural -0.36 mm ‘ y
Py i

Interaural -0.84 mm

Py

Interaural -1.32 mm

Figura 9. Diagrama de corte coronal del cerebro de laratadonde se muestra en sombreado
de color rojo la totalidad del nucleo locus coeruleus (LC), cuarto ventriculo (4V), tercer
I6bulo cerebelar (3Ch), tracto piramidal (py) (Tomada y modificada de Paxinos y Watson,
2007).

CUANTIFICACION DE NORADRENALINA Y DEL ACIDO 3-METOXI-4-
HIDROXIFENILGLICOL

Las muestras obtenidas del hipotalamo e hipofisis se pesaron en balanza analitica
(AP250D, OHAUS, Suiza) y se colocaron por separado en tubos conicos de 1.5 mL de
solucion de &cido perclérico al 0.1 M (J.T. Baker, México), para el hipotdlamo se
adicionaron 300 pL y 150 pL para la hipofisis. Las muestras se homogenizaron en frio y
centrifugaron a 9600 rpm a -4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante de las muestras
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de hipotalamo se filtr6 a través de una maya con poro 0.22 um (Millipore Bedford, MA,
USA) y 100 uL del extracto se inyecto al sistema de cromatografia para la muestra de

hipofisis no se filtro.

SISTEMA DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA PRESION

El equipo de HPLC consistié de una bomba isocratica (Bionalytical Systems, Inc, modelo
PM-80, USA), una valvula de inyeccion de seis puertos Rheodyne (modelo 7125, Perkin-
Elmer Co., Norwalk, USA) con una capacidad de 20 pL y una columna de fase reversa
C-18, 25 cm x 4.6 mm, con particula de 10 um de diametro (Bionalytical Systems, Inc,
USA) acoplada a un detector electroquimico (modelo L-4-C4, Bionalytical Systems Inc,
USA) conformado por un electrodo de trabajo de carbono vidriado y un electrodo (MR -
5272 Bionalytical Systems, USA) 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 software ChromatoGraph version 2.50.00 (Bionalytical Systems
Inc, USA).

La fase mavil consistié en una disolucion (pH 3) con 15.75 g de &cido citrico (Merck,
Alemania), 200 mg de &cido 1-Octanosulfonico sal sédica (Sigama-Aldrich, USA) y
ajustado a pH 3. La solucioén se filtré a través de una membrana de celulosa con poro de
0.22 um (Millipore Corporation, Japon) y degaseada al vacio. Se agregaron 10 mL de
acetonitrilo (Omnisolve, EM Science, Canadd) y 15 mL de tretrahidrofurano (Omnisolve,
EM Science, Canadd), con un volumen final de 500 mL. La fase fue bombeada a una

velocidad de 1.2 mL/min.

Se emplearon soluciones estandar de (-)-noradrenalina ((-)-arterenol) y 4-hidroxi-3-
metoxifenilglicol hemipiperazinio sal (Sigma-Aldrich, USA), preparadas, diluidas en acido
perclérico al 0.1 N y almacenadas a -70°C. El sistema fue calibrado con el método
estandar externo empleando el area de los picos obtenidos 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

27



mayor a 0.99. Los compuestos fueron identificados por el tiempo de retencion relativos.
La concentracion se calculé empleando el integrador al comparar el &rea bajo la curva de
la muestra problema, con el area bajo la curva de la solucién de referencia. La

concentracion se expreso en nanogramos por miligramo de tejido (ng / mg de tejido)

Para el hipotdlamo anterior y medio se calculd la actividad de la neurona noradrenérgica
(Kerdelhue y col., 1989):

[MHPG |

La actividad de la neurona= INA]

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos de la edad de la apertura vaginal, la edad del primer estro y el
namero de ovocitos liberados fueron analizados por la prueba de Kruskal-Wallis seguida
de la prueba de Dunn o por “U” de Mann-Whitney. El peso corporal, del Gtero y la masa
ovarica fueron analizados por la prueba de varianza multiple seguida de la prueba de
Tukey. En aquellos resultados que se requiri6 comparar dos grupos se analizaron por la
prueba de “t” de Student. La tasa de animales ovulantes se analizd por la prueba exacta
de Fisher. En todos los casos se consideraron diferencias significativas cuando la

probabilidad fue igual o menor al 5%.
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RESULTADOS

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto, la inyeccioén del vehiculo
resulté en el adelanto de la edad de la apertura vaginal y del primer estro vaginal (Cuadro
1), el dia de la canalizacion vaginal el 80% de los animales presentaron células
cornificadas en el frotis vaginal (caracteristica de estro) y el 20% restante se observaron
células nucleadas (proestro). El peso corporal, del Gtero y la masa ovarica fue similar
(Cuadro 2).

En los animales anestesiados el dia de la canalizacion vaginal el 20% de ellos
presentaron células cornificadas en el frotis vaginal (caracteristica de estro), el 50%
células nucleadas y el 30% restante se observaron células nucleadas (proestro). El peso
corporal fue mayor en comparacion con el grupo de animales que se les inyecto vehiculo.

No se observaron modificaciones en los demés parametros evaluados (Cuadro 1y 2).

Cuadro 1. Tasa de animales ovulantes y la media + e.e.m. de la edad de la apertura
(EAV), del primer estro vaginal (EPE) y del numero de ovocitos liberados de ratas
testigo absoluto (TA) o inyectadas por via intraperitoneal con vehiculo (Vh) o con
anestesia (K+X) a los 20 dias de edad y autopsiadas en el dia del primer estro
vaginal.

TA Vh K+X
n 10 10 10
EAV (dias) 39.0+ 0.9 354+ 09* 37.0+ 1.3
EPE (dias) 40.8+ 0.9 36.0+ 1.1* 39.7+ 1.2
Numero de ovocitos 7114 6.3+ 1.0 7.811.2
TAO 7/10 6/10 9/10

* p<0.05 vs. grupo TA (Prueba de ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Cuadro 2. Media £ e.e.m. del peso corporal (PC), de la masa ovarica y del utero de
ratas testigo absoluto (TA) o inyectadas por via intraperitoneal con vehiculo (Vh) o
con anestesia (K+X) a los 20 dias de edad y autopsiadas en el dia del primer estro
vaginal.

TA Vh K+X
Peso corporal (g) 1273+ 54 1174+ 4.4 1422 +52*
Masa ovarica (mg) 33.0+ 3.0 39.2+ 0.7 45.1+29
Peso de utero (mg) 171.6+129 161.3+5.9 189.5+16.7

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

En comparacion con los grupos de animales anestesiados, en los animales con operacion
simulada (microinyeccién de vehiculo en el nucleo LC izquierdo o derecho) no se
observaron diferencias significativas en la edad de la apertura vaginal y del primer estro
vaginal, el nimero de ovocitos liberados, la tasa de animales ovulantes (Cuadro 3), el
peso corporal, del itero y de la masa ovarica (Cuadro 4). En los animales con OS derecha
el dia de la canalizacion el 66% de ellos presentaron en el frotis vaginal células
escamadas, el 11% células nucleadas y el 22% restante leucocitos. Mientras que en los
animales con OS izquierda el 30% presentaron estro en el frotis vaginal, el 20% proestro
y el 50% restante diestro.
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Cuadro 3. Tasa de animales ovulantes y la media + e.e.m. de la edad de la apertura
(EAV), del primer estro vaginal (EPE) y del niumero de ovocitos liberados de ratas
con anestesia (K+X) o con operacion simulada del nucleo del locus coeruleus
izquierdo (OSI) o derecho (OSD) a los 20 dias de edad y autopsiadas en el dia del
primer estro vaginal.

K+X osl 0SD
n 10 10 9
EAV (dias) 37.0+ 1.3 40.7+0.8 40.7+1.2
EPE (dias) 39.7+1.2 44.0+ 1.0 415412
:‘j;:;:;de 78412 6.7+0.7 52+1.0
TAO 9/10 8/10 8/9

Cuadro 4. Media £+ e.e.m. del peso corporal (PC), de la masa ovarica y del utero de
ratas anestesia (K+X) o con operacién simulada del nidcleo del locus coeruleus
izquierdo (OSI) o derecho (OSD) a los 20 dias de edad y autopsiadas en el dia del
primer estro vaginal.

K+X oSl 0osD
Peso corporal (g)
142.2+5.2 131.2+5.1 120.6 £3.6
Masa ovarica (mg)
451+29 47.5+43 41.5+2.2
Peso de utero (mg)
189.5+16.7 194.7 £ 15.5 171.4+9.9

En el hipotdlamo anterior, medio y posterior medio de los animales con operacion
simulada izquierda o derecha se observo una mayor concentracion de MHPG y la relacion

[MHPG/NA] en comparacion con el grupo de anestesia (Cuadro 5).
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En comparacion con el grupo de animales con inyeccién de vehiculo, la concentracion de
NA no se modificd, mientras que MHPG se encontrd por debajo de la sensibilidad del

meétodo en los animales con anestesia (cuadro 5).
En comparacién con el grupo de animales con anestesia, la concentracion de NAy MHPG

fue mayor a la sensibilidad del método en los animales con operacién simulada izquierda
(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Media + e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido), de noradrenalina
(NA), acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y de la actividad de la neurona
noradrenérgica [MHPG/NA] en el hipotdlamo anterior, medio y posterior de ratas
tratadas con vehiculo (Vh), anestesia (K+X) o con operacién simulada izquierda
(OSI) o derecha (OSD) y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

NA MHPG [MHPG/NA]

Hipotalamo Anterior

Vh 1.63+0.15 <0.0001 --
K+X 1.55+0.27 <0.0001 --
0sl 1.39+0.07 0.59+0.18 0.34+0.14
0osD 1.53+0.17 0.37+0.15 0.33+0.19

Hipotalamo Medio

Vh 1.33+0.15 <0.0001 --
K+X 1.54+0.33 <0.0001 --
0sl 1.61+0.22 0.57+0.14 0.50+0.36
osD 1.38+0.28 1.08 +0.59 0.83+0.33

Hipotalamo Posterior

Vh 1.00+0.72 0.36+0.27 -
K+X 0.50+0.36 <0.0001 --
Osl 0.63+0.13 1.13+0.52 0.32+0.16
0sD 0.53+0.20 0.40+0.21 1.00£0.70

< concentracién por debajo de la sensibilidad del método (0.0001ng).
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Cuadro 6. Media + e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA), acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en la hipofisis de ratas tratadas
con vehiculo (Vh), anestesia (K+X) o con operacion simulada izquierda (OSI) o
derecha (OSD) y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

GRUPO NA MHPG
Vh <0.0001 0.06 £ 0.04
K+X <0.0001 <0.0001
OS-1 0.06 £0.02 1.03+0.17
0Ss-D <0.0001 <0.0001

< concentracion menor a la sensibilidad del método (0.0001 ng).

En la figura 10 se muestra el area de lesion del LC de los animales que recibieron donde
se observé que la lesibn comprendia la totalidad del nucleo izquierdo o derecho. Solo
aquellos animales con lesiones completas del LC fueron

incluido en el anélisis.
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Figura 10. Diagrama de corte coronal del cerebro de la rata, en el que representa
esquematicamente la lesion completa del nucleo LC. El area sombreada en color
rojo representa la extension del area de lesion inducida por 10 o 75 pug de N-2-
cloeroetil-N-2-bromobenzilamina. A) Lesion del nacleo derecho B) Lesién del
nucleo izquierdo. Locus coeruleus (LC), cuarto ventriculo (4V), tercer l6bulo
cerebelar (3Cb), tracto piramidal (py) (Tomada y modificada de Paxinos y Watson,
2007).
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No se observaron diferencias significativas en la edad de la apertura y del primer estro
vaginal, el numero de ovocitos liberados (Cuadro 7), del peso corporal y de la masa
ovarica (Cuadro 8). En comparacion con el grupo de animales con lesion completa
izquierda inducida con 10 ug, se observo que el peso del utero fue mayor en comparacion
con su respectivo grupo de lesiébn completa con 75 pg (Cuadro 8). En el dia de la
canalizacion vaginal se observo que el 40% y el 36% de los animales lesionados con 10
0 75 pg de DSP4 respectivamente, presentaron en el frotis vaginal células en escama,

40% y 9% células nucleadas y el 20% y 55% restante leucocitos.

Cuadro 7. Tasa de animales ovulantes y la media + e.e.m. de la edad de la apertura
(EAV), del primer estro vaginal (EPE) y del niumero de ovocitos liberados de ratas
con operaciéon simulada (OSI) o con lesién completa izquierda (LCI) inducida por
lamicroinyeccion de 100 75ug /0.5 uL de DSP4 alos 20 dias de edad y sacrificadas
en el dia del primer estro vaginal.

oSl 10 pg 75 pg
LCI
n 10 10 11
EAV 40.7£0.8 39.1+1.4 37.7+0.4
EPE 44.0+1.0 41.7+1.2 47.7+1.0
Numero de ovocitos 6.7+0.7 7.4+0.8 74+1.1
TAO 8/10 7/10 9/11
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Cuadro 8. Media + e.e.m. del peso corporal (PC), de la masa ovarica, de las
adrenales y del utero de ratas con operacién simulada (OSI) o con lesion completa
izquierda (LCI) inducida por la microinyeccion de 10 0 75 ug / 0.5 pL de DSP4 a los
20 dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

osl

10 ug 75 ug
LCI
131.2+5.1 122.4+5.5 1284+ 59
Peso corporal (g)
.. 475143 42.8+3.6 431+ 4.2
Masa ovarica (mg)
194.7 £ 15.5 161.8+7.4 204.1+14.4 #

Peso del utero (mg)

# p<0.05 vs. grupo LCI 10ug (Prueba de ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

En los animales con lesién completa derecha, independientemente de la dosis de DSP4
se observé disminucién de la tasa de animales ovulantes en relacién con el grupo de
operacion simulada, sin modificarse la edad de la apertura vaginal, del primer estro
vaginal, ovocitos liberados (Cuadro 9), el peso corporal, del Gtero y de la masa ovarica
(datos no mostrado). En el dia de la canalizacién vaginal se observé que el 30% y el 40%
de los animales lesionados con 10 o 75 pug de DSP4 respectivamente, presentaron en el
frotis vaginal células en escama, 40% y 14% células nucleadas y el 30% y 43% restante

leucocitos.

En el hipotalamo anterior de animales con lesién completa izquierda inyectados con 75
pg de DSP4 se observd una mayor concentracion de NA, en comparacion con su
respectivo grupo con operacion simulada. Mientras que MHPGH fue menor en

comparacion con el grupo lesién completa (10 pg) (Gréfica 1).
En el hipotalamo anterior y medio de los animales con lesion completa derecha inducida

por la microinyeccion de 75 pg de DSP4 la concentracion de MHPG fue menor a la
sensibilidad del método (< 0.0001 ng) (Gréfica 1y 2).
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Cuadro 9. Tasa de animales ovulantes y la media £ e.e.m. de la edad de la apertura
(EAV), del primer estro vaginal (EPE) y del nUmero de ovocitos liberados de ratas
con operaciéon simulada (OSD) o con lesion completa derecha (LCD) inducida por
lamicroinyeccién de 100 75ug /0.5 uL de DSPs alos 20 dias de edad y sacrificadas

en el dia del primer estro vaginal.

OosD 10 ug 75 ug
LCD
n 9 10 7
EAV (dias) 40.7+1.2 38.5+0.8 38.4+0.6
EPE (dias) 415+1.2 41.1+0.9 40.7+1.3
Numero de ovocitos 52+1.0 7.0+1.0 3314
TAO 8/9 7/10 3/7*

* p<0.05 vs. grupo OSD (Prueba de Fisher).

En el hipotdlamo medio de los animales con lesién completa izquierda inyectados con 75

ug la concentracion de MHPG fue menor a la sensibilidad del método. Mientras que NA

fue similar en los animales con lesion independientemente de la dosis con respecto a su

grupo de operacion simulada (Gréfica 2).

En comparacién con el grupo con operacion simulada, la concentracion de MHPG en el

hipotalamo posterior fue menor a la sensibilidad del método en los animales con lesién

completa izquierda y derecha con 75 ug (Grafica 3).
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Gréfica 1. Media + e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA) y de 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y la relacion entre [MHPG/NA] en el
hipotalamo anterior de ratas con operacién simulada izquierda (OSl) o derecha
(OSD) o con lesién completa izquierda (LCI) o derecha (LCD) inducida por la
microinyeccion de 10 0 75 ug / 0.5 uL de DSP4 a los 20 dias de edad y sacrificadas
en el dia del primer estro vaginal. *p<0.05 vs. grupo OSI (Prueba de ANDEVA
seguida de la prueba de Tukey).
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Grafica 2. Media + e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA) y de 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y la relacion entre [MHPG/NA] en el
hipotalamo medio de ratas con operacion simulada izquierda (OSI) o derecha
(OSD) o con lesién completa izquierda (LCI) o derecha (LCD) inducida por la
microinyeccion de 10 0 75 pg / 0.5 uL de DSP4 a los 20 dias de edad y sacrificadas
en el dia del primer estro vaginal.
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Gréfica 3. Media + e.e.m. de la concentracién (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA) y de 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y la relacion entre [MHPG/NA] en el
hipotalamo posterior de ratas con operacion simulada izquierda (OSI) o derecha
(OSD) o con lesion completa izquierda (LCI) o derecha (LCD) inducida por la
microinyeccion de 10 o 75 ug / 0.5 pL de DSP4 a los 20 dias de edad y sacrificadas
en el dia del primer estro vaginal.
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En comparacién con el grupo de animales con operacion simulada en la hipdfisis de los

animales con lesion completa del locus coeruleus izquierdo independientemente de la

dosis la concentracion de NA'y MHPG fue menor a la sensibilidad del método (Grafica 4).

La concentracion de NA y su metabolito en la hipofisis fue menor a la sensibilidad del

método en los animales con operacion simulada derecha o con microinyeccién de DSP4

en LC, independientemente de la dosis de 10 o 75 pug de DSP4 (Cuadro 10).

Cuadro 10. Media £ e.e.m. de la concentraciéon (ng/mg de tejido) de noradrenalina

(NA) y de 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en la hipdéfisis de ratas con

operacion simulada izquierda (OSI) o derecha (OSD) o con lesién completa

izquierda (LCI) o derecha (LCD) inducida por la microinyeccién de 10 o 75 ug / 0.5
UL de DSP4 a los 20 dias de edad y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

GRUPO

10 ug
75 ug

10 ug
75 g

OS-
LC-l
LC-I

0S-D
LC-D
LC-D

NA MHPG
0.06 +0.02 1.03+0.17
< 0.0001 < 0.0001
< 0.0001 < 0.0001
< 0.0001 < 0.0001
< 0.0001 < 0.0001
< 0.0001 < 0.0001

< 0.0001: por debajo de la sensibilidad del método.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio nos llevan a pensar que en el animal de 20 dias
de edad el sistema noradrenérgico que se origina en el nicleo locus coeruleus izquierdo
no participa en los mecanismos neuroendocrinos que regulan el inicio de la pubertad,
mientras que el nucleo derecho ejerce un efecto estimulante sobre la regulacién de la
respuesta ovulatoria. ElI hecho de que no se modificé la edad de la apertura y del primer
estro vaginal y la ovulacion en los animales con lesion izquierda, asi como la menor tasa

de animales ovulantes en el grupo con lesion derecha apoyan esta idea.

El adelanto de la edad de la apertura vaginal y del primer estro observado en los animales
inyectados con vehiculo por via intraperitoneal, posiblemente es resultado del adelanto
de la secrecion preovulatoria de hormonas esteroides inducido por estrés de la inyeccion
peritoneal. Las hormonas gonadales son factores que producen hinchazén, hiperemia y
reabsorcion de la membrana que recubre la vagina (Vazquez, 2018). En la rata se ha
mostrado que en algunas condiciones de estrés resulta en una mayor secrecion de la
hormona adrenocorticotropica (ACTH por sus siglas en inglés), glucocorticoides (Arcana
y Navasivayam, 1999; Van Raaij y col., 1997) y hormonas esteroides (McEwen, 2000;
Tilbrook y col., 2000). La ACTH produce un aumento intracelular de adenosinmonofosfato
ciclico (AMPc) que activa a la enzima adenilato ciclasa y a la P450 scc, que cataliza la
conversion de colesterol a pregnenolona e inicia la sintesis de esteroides (Vazquez,
2018).

Los estrogenos estimulan el crecimiento de las células del Gtero que toman la apariencia
cornificada, las cuales posteriormente pierden su nucleo y hay mayor secreciéon en dias
cercanos a la pubertad (Steinetz, BC., 1978; Hisano, 1977; Ojeda y Skinner, 2006). Por
lo que es posible que al inyectar el vehiculo se activo el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal
lo que resulté en el adelantd de la secrecion preovulatoria de estrégenos y por ende la
presencia del estro vaginal. El hecho de que el 80% de los animales inyectados con
vehiculo por via intraperitoneal presentaron un estro vaginal el dia que se presento la

canalizacion vaginal apoya esta interpretacion.
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El hecho de que en los animales con lesion del LC no se modifico la edad de la apertura
vaginal y del primer estro vaginal, nos lleva a sugerir que el sistema noradrenérgico que
se origina en nucleo en el animal de 20 dias no partica en los mecanismos que regulan
el inicio de la pubertad. Sin embargo, estos resultados no concuerdan con lo reportado
por Rayén (2014) quien mostrdé que en el animal juvenil de 30 dias la lesiébn quimica
unilateral del LC retrasa el inicio de la pubertad y disminuye la ovulacion. Una explicacion
a estas diferencias es que a lo largo del desarrollo prepuberal de la rata el sistema
noradrenérgico que se origina en el LC participa de manera diferencial en los mecanismos
neuroendocrino que regulan el inicio pubertad, a los 30 dias seria estimulante y a los 20

dias de edad no participa.

Glitler y Barraclough (1987), mostraron que en la rata hembra adulta la estimulacion
eléctrica del LC potencializa la secrecion de LH solo después de la despolarizacion
preliminar de las neuronas GnRHérgicas por el estimulo eléctrico del area predptica
medial (MPOA), mientras que la lesidn electrolitica bloquea la secrecion preovulatoria de
LH y el aumento de la secrecion de LH después de la ovariectomia (Anselmo-Franci y
col.,, 1997, 1999). Dichos resultados son un indicador de que la integridad de las
aferencias nerviosas del LC es esencial en la regulacion de la secrecion preovulatoria de
las gonadotropinas. El hecho de que Unicamente el 43% de los animales con lesion
derecha con 75 pug de DSP4 presentd ovulacion, y su cuenta ovulatoria fue ligeramente
menor, puede ser resultado de la disminucién de la secrecion de las gonadotropinas,
inducida por una baja actividad de la neurona noradrenérgica en el locus coeruleus. Es
posible que al disminuir la informacion noradrenérgica que llega al hipotalamo, la
secrecion de FSH y LH sea insuficiente para el mantener el desarrollo de los foliculos y
gue culminaran con la ovulacion. La FSH estimula el crecimiento y proliferacién de los
foliculos ovaricos (Erickson y Shimasaki, 2001; Hunzicker-Dunn y Mayo, 2006) y la LH
estimula la maduracion final del ovocito, la ruptura del foliculo y como consecuencia de
la liberacion del ovocito (ovulacion) y la formacion del cuerpo lateo (Hunzicker-Dunn y
Mayo, 2006; Prieto y Velazquez, 2002). En conjunto estos resultados nos permiten

sugerir que la lesion del LC derecho modifico la secrecion de GhnRH y como consecuencia
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de FSH y LH y que al modificar la via neural de comunicacién entre el LC y el hipotdlamo

un menor numero de foliculos alcanzaran la etapa preovulatoria.

En el hipotalamo de los animales con lesidbn no se observé modificacion en la
concentracion de NA, no concuerda con la informacion que esta benzilamina es un
farmaco que dafia selectivamente a las neuronas noradrenérgicas al formar iones
aziridium gque dafa a las proteinas de la membrana de la mitocondrial y al ADN (Szot y
col., 2010). Una posible explicacion a esta diferencia es que al disminuir el aporte de NA
inducido por la microinyeccion unilateral de DSP4 en el LC se incrementd la NA que
proviene del nucleo remanente o de los otros centros noradrenérgicos que inervan al
hipotalamo. Se ha mostrado que el area predptica recibe inervacion de A1y A2 (Clark y

col., 1999) y el hipotadlamo lateral es inervado por A7 (Holden y col., 2018).

Otra posible explicacion a que la concentracion de NA fuera normal en los animales con
lesion es que en el nicleo LC exista selectividad entre de las neuronas noradrenérgicas
a la accion de la bromobenzilamina como lo han propuesto algunos autores (Jaim-
Etcheverry y Zieher, 1980; Jonsson y col., 1981; Archer y col., 1984, Fritschy y Grzanna
1989, Zhang y col., 1995; Ross y Stenfors, 2015). Zhang y colaboradores (1995) mostré
que en el macho adulto la administracion sistémica de 50 mg/kg de DSP4 disminuye el
namero de neuronas Yy fibras inmunoreactivas a DBH en la regién posterior de LC y no
modifica la parte anterior del ndcleo. Sin embargo, hasta el momento no es claro el

mecanismo de neurotoxicidad.

El incremento de la concentracion de NA en el hipotalamo anterior de los animales con
lesion de LC izquierdo no concuerda con lo descrito por otros autores. Acevedo (2017)
afirma que, en la rata hembra de 20 dias de edad, la inyeccion intraperitoneal del DSP4
no modifica la concentracion de NA. Una posible explicacién de dicha diferencia es que
es posible que exista un mayor aporte del neurotransmisor por las neuronas de la region
A2 que llegan a la regién del hipotalamo (Dahlstrém y Fuxe 1965) en respuesta a la

disminucién de la informacién noradrenérgica inducia por lesion del LC.
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El hecho de que en la hipofisis de los animales tratados con 75 pg de DSP4 la
concentracion de MHPG esté por debajo de la sensibilidad del método y disminuyera la
actividad de la neurona noradrenérgica concuerdan con los resultados obtenidos por
Rayon (2014) quien observo que en la rata hembra de 30 dias la lesion quimica unilateral
de LC disminuye la concentracion de NA en la glandula. En conjuntos estos resultados
nos permiten suponer que existe una relaciéon neural entre el LC y la glandula. Sin
embargo, hasta el momento no existe informacion anatémica que apoyen esta idea, pero
es posible pensar que al microinyectar el neurotéxico en el LC disminuyo el aporte de NA
a la hipdfisis. Bicknell y colaboradores, (1988) proponen que en la rata macho adulto la
hipofisis posterior recibe inervacion de la region A2.

El hecho de que la concentracién de MHPG en el hipotalamo e hipofisis de los animales
tratados con 75 pg de DSP4en el LC fue menor a la sensibilidad del método (>0.0001 ng)
es resultado del dafio de las neuronas noradrenérgicas por acciéon de la
bromobenzilamina al formar iones aziridinium, ion altamente reactivo que dafia a las
proteinas de la membrana mitocondrial, al ADN e inhibe la fosforilacion oxidativa de ATP
lo que conduce a la muerte de la célula (Ross y col, 2015). Szoty colaboradores, (2010)
mostré6 que en el macho adulto la administracion sistémica de DSP4 disminuye la
concentracion de uno de los metabolitos de NA, el 3,4-dihidroxifenilglicol en el
hipotalamo, cerebelo y LC. En conjuntos estos resultados nos llevan a pensar que existe
una alteraciéon en el metabolismo de MHPG, ya que DSP4 es un inhibidor de MAO en el

higado de rata (Lyles y Callingham, 1981).

La menor la concentracion de MHPG en el hipotalamo e hipdfisis de los animale s tratados
con la mayor dosis de DSP4 con respecto al grupo de animales que recibié 10 ug, es
resultado de una accién dosis-dependiente del farmaco sobre el metabolismo de NA, idea
planteada por otros autores. Harro y colaboradores, (1999) mostraron que en el
hipocampo de la rata macho adulto sacrificado 10 dias posteriores a la inyeccién
intraperitoneal de 5 mg/Kg de DSP4 la concentracion de NA resultdé en una reduccion del

35%, mientras que en dosis de 10 6 30 mg/Kg fue mayor (60% y 95% respectivamente).

46



El mayor peso corporal observado los animales inyectados con ketamina-xilacina no
podria ser resultado del aumento de la secrecion de la hormona de crecimiento (GH)
inducido por la anestesia. La ketamina es un anestésico disociativo antagonista no
selectivo de los receptores a glutamato del tipo N-metil-D-aspartato (Cuevas y col., 2013).
En toros (Shahab y col, 1993), cerdos (Estienne y col., 1998; Estienne y col., 2002) y
caballos (Sticker y col., 2001) se ha mostrado que la activacion de los receptores a
glutamato del tipo NMDA resulta en el incremento de la concentracion sérica de GH. Sin

embargo, hasta el momento no podemos adelantar una explicacion sobre este evento.

El mayor peso del Utero de los animales con lesion completa inducida por la inyeccién de
75 pg de DSP4, puede ser resultado de la modificacion en la secrecion de estrégenos; el
hecho que en éstos animales presentaron un ligero adelanto de la edad de la apertura
vaginal y del primer estro apoyan esta idea. Los estrogenos incrementan la
permeabilidad, la proliferacion de células de la pared, lo que se refleja en el peso del
atero (Merlo y col., 2003; Tchernitchin y Tchernitchin, 1976).

A diferencia de lo que ocurre con la lesion del LCI, la microinyeccion de DSP4 en el LC
derecho la disminuy6 la respuesta ovulatoria (proporcion de animales ovulantes y el
namero de ovocitos liberados). Esto permite sugerir que las diferencias en la respuesta
ovulatoria entre los animales con lesion derecha e izquierda es resultado de él sistema
noradrenérgico que se origina en cada nucleo y que llegan al hipotalamo participan de
manera diferencial en los mecanismos que regulan la ovulacion. Dicha idea ha sido
propuesta para otros sistemas de neurotransmision que modulan la secrecién de las

gonadotropinas como el colinérgico (Gonzalez, 2017; Lopez y col., 2017).

En suma los resultados obtenidos en este estudio, nos permiten proponer que la rata de
20 dias de edad (etapa infantil tardia) el sistema noradrenérgico que se origina en el
nucleo locus coeruleus no participa en los mecanismos neuroendocrinos que regulan el

inicio de la pubertad.

47



CONCLUSIONES
Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio proponemos que en la

rata de 20 dias de edad (etapa infantil tardia):

El sistema noradrenérgico que se origina en el nicleo locus coeruleus no participa
en la modulacion de los mecanismos neuroendocrinos que regulan la apertura
vaginal.

La informacion noradrenérgica que se origina en el nacleo locus coeruleus izquierdo
no participa en la modulacién de los mecanismos neuroendocrinos que regulan el
inicio de la pubertad y la primera ovulacion.

El sistema noradrenérgico que se origina en el nucleo locus coeruleus derecho
estimula los mecanismos que regulan la respuesta ovulatoria.

La lesion de las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus afecta de manera
diferencial el aporte de noradrenalina al hipotalamo.

Es posible que exista una comunicacion neural de tipo noradrenérgico entre el nlcleo

locus coeruleus y la hipofisis.
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