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RESUMEN

La secrecion de las gonadotropinas es regulada por diferentes sistemas de
neurotransmision, entre ellos el sistema serotoninergico. Existen evidencias
controversiales que muestran la participacion de este sistema en la regulacion de
la secrecion de las gonadotropinas y la ovulacién. Por ello en el presente estudio
se analizaron los cambios en la actividad de los sistemas serotoninérgico,
dopaminérgico y noradrenérgico del hipotalamo durante el desarrollo prepuberal
de la rata hembra. Asi mismo, se estudiaron los efectos de la eliminacién de la
informacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del
rafe, por medio de la lesion de dicho nucleo al final de la fase infantil (dia 21) 6 en
la fase juvenil (dia 24, 27 6 30), sobre la pubertad, el crecimiento y la maduracién
folicular, la primera ovulacion y los cambios en la actividad de los sistemas
serotoninérgico, dopaminérgico y noradrenergico.

La concentracion de serotonina (5-HT), dopamina (DA) y noradrenalina (NA)
y la actividad de la neurona serotoninérgica presento variaciones a lo largo del
desarrollo del animal prepuber. Ademas, la actividad de la neurona serotoninérgica
fue alta al final de la fase infantil (dia 21) y juvenil (dia 39), mientras que una
menor actividad en el dia 24 y 27 de edad.

La lesion del nucleo dorsal del rafé efectuada al final de la fase infantil
retrazo la edad de la apertura vaginal y del primer estro en comparacion con su
grupo con operacion simulada (39.9+1.03 vs. 4561094, p<0.05), en cambio
cuando se lesiond el nucleo en la fase juvenil no se modificaron tales parametros.
En el dia del primer estro vaginal ninguno de los animales lesionados en el dia 30
ovuld (12/16 vs 0/14, p<0.05) y el numero de los foliculos preovulatorios
cuantificados en los ovarios de estos animales fueron atrésicos (5.33+0.88 vs
1.7510.32, p<0.05). En cambio, en los animales lesionados en los 21, 24 6 27 dias
de edad la proporciébn de animales que ovularon al estro no se modificé en
relacion con su respectivo grupo con operacion simulada (7/9 vs 6/12; 13/14
v§10/12: 10/10 vs. 8/13, NS respectivamente). Sin embargo, el nimero de ovocitos
liberados por animal ovulante se incremento en los animales con lesion del rafé en
el dia 24 6 27 de edad (9.5+04 vs 7.4204; 95205 vs 7.720.4, p<0.05,
respectivamente) y en los ovarios de estos animales disminuyo el indice de atresia
en los foliculos preovulatorios.

En el dia del primer estro vaginal, la concentracion de serotonina en el
hipotalamo de todos los animales lesionados disminuyd significativamente (21
dias, 0.12120.03 vs 0.99+0.1; 24 dias, 0.19+0.01 vs 0.92+0.09; 27 dias, 0.1410.01
vs 0.93:0.07; 30 dias, 0.1240.02 vs 0.9410.3, p<0.05 respectivamente) y se
incrementd la actividad de la neurona serotoninérgica. La disminucion de la
concentracion de 5-HT en el hipotalamo fue evidente a las 48 horas de la lesion no
se observaron modificaciones en las concentracion es de DAy NA.
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En los animales con lesion del rafé en el dia 30, en los que se observo el
bloqueo de la ovulacién, el reemplazo hormonal con 10 u.i. de gonadotropina
corionica humana (hCG por sus siglas en inglés) indujo ovulacién en el 60 % de
los animales y el numero de ovocitos liberados fue igual a su grupo con operacion
simulada (7.020.6 vs 7.71£0.4, NS).

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten sugerir que,
las modificaciones observadas en los animales con lesidn del nucleo dorsal del
rafé durante la fase juvenil, no se correlacionan con los cambios en la
concentracion de serotonina en el hipotalamo. Estos resultados posiblemente
estan vinculados a la actividad de otros sistemas de neurotransmision como el
catecolaminérgico y GABAergico. Ademas, los resultados apoyan la idea de que
el sistema serotoninergico del hipotalamo, que se origina del nucleo dorsal del rafé
participa en los mecanismos neuroenddcrinos que regulan el inicio de la pubertad
y la primera ovulacion, y que su participacion varia durante el desarrollo del
animal.



SUMMARY

Serotonin, among others, is one of the neurotransmitters participating on the
regulation of gonadotrophin secretion and ovulation Because there is contradictory
evidence on the role of serotonin in this control, the present study was designed to
analyze whether there are changes in neuronal activity of serotoninergic,
dopaminergic and noradrenergic systems associated with the prepubertal
development of the female rat. The effects of the decrease of serotoninergic
hypothalamic-input arising from the dorsal raphe nucleus, produced by lesion of the
dorsal raphe nucleus performed at end of infantile period (21-day), or different
stages of the juvenile (24, 27, or 30-day) on the puberty, follicular development, first
ovulation and changes of activity of serotoninergic, dopaminergic and
noradrenergic systems, were also analyzed.

The concentration of serotonin, dopamine and norepinephrine in the
hypothalamus, as well as the activity of serotoninergic neuron, showed changes
during the prepubertal period, with higher values on days 21 and 30 of age, and
lower on days 24 and 27.

In comparison with sham-operated animals, the age of vaginal opening and
first vaginal estrous was delayed in rats with a lesion on the dorsal raphe nucleus
performed at the end of the infantile period (39.941.03 vs. 45.610.94, p<0.05), while
differences with sham-operated animals on these parameters were not observed in
animals with a lesion performed during the juvenile period. On the day of first of
vaginal estrous, none of the animals with a lesion performed on 30-day old
ovulated (12/16 vs. 0/14, p<0.04) and in the preovulatory follicies, the atresia was
increased (5.33+0.88 vs. 1.75+0.32, p<0.05). Differences in ovulation rate in
animals with a lesion performed on days 21, 24 or 27, were not observed (7/9 vs.
6/12; 13/14 vs. 10/12; 10/10 vs. 8/13). The number of ova shed by ovulating animal
was increased in those rats with a lesion performed on 24 or 27-day old animals
(9.5620.4 vs. 7.410.4; 9.510.5 vs. 7.720.4, p<0.05), while the follicular atresia in the
ovaries of these animals diminished significantly.

On the day of first vaginal estrous, the serotonin-hypothalamic
concentration was reduced in all animals with a lesion in the dorsal raphe nucleus
(21-day, 0.12+¢0.03 vs. 0.9910.1, 24-day, 0.1920.01 vs. 0.9240.09;, 27-day,
0.1410.01 vs. 0.93+0.07, 30-day, 0.12+0.02 vs. 0.9410.03, p<0.05), while the
serotoninergic-neuronal activity was higher - than in sham-operated ones.
Differences in the dopamine and norepinephrine concentrations in these animals,
were not observed.

The administration of 10 u.i. of human chorionic gonadotrophin (hCG) to
animals with a lesion on 30-day old induced ovulation in 60 % of the animals, and
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the number of ova shed by ovulating animals was similar to control ones (7.020.6
vs. 7.710.4).

The results obtained in present study suggest that the modifications in
spontaneous ovulation, induced by lesion the dorsal raphe nucleus, do not depend
on the hypothalamic serotonin content. Such results could be explained by
modifications in the cathecholaminergic and GABAergic systems. Present results
support the idea that the participation of the serotoninergic-system, arising from
the dorsal raphe nucleus, on the neuroendocrine mechanisms regulating the onset
of puberty and the first ovulation, varies with the maturation of the animal.
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INTRODUCCION

La secrecion de las hormonas estimulante del foliculo (FSH por sus siglas
en inglés) y luteinizante (LH por sus siglas en inglés) es regqulada por el
hipotalamo, centro que sirve de via final comun en la integracion de todos los
factores externos e internos que participan en este mecanismo. La relacion entre el
hipotalamo y la hipdfisis en la regulacion de la sintesis y la secrecion de las
gonadotropinas se realiza por intermedio de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH por sus siglas en inglés), que es liberada en la eminencia
media y llega a la hipdfisis via el sistema de conexion vascular denominado
sistema porta hipotalamo-hipofisiario (Fink, 1986, 1988. Freeman, 1994 Silverman
et al, 1994) (Fig. 1).

La GnRH es un peéptido sintetizado por neuronas especializadas,
denominadas GnRHeérgicas. Por estudios de inmunocitoquimica se ha mostrado
que sus somas se localizan en el 6rgano vasculoso de la lamina terminal, en la
region preoptica medial, el hipotalamo anterior, los nicleos arcuato vy
supraquiasmatico, la eminencia media y otras estructuras del sistema nervioso
central. La distribucion de los mismos no es uniforme en los diferentes nucleos

hipotalamicos (Freeman, 1994; Silverman et al, 1994).

Segun diversos autores, en el hipotalamo existen dos "centros” reguladores
de la liberacidon de las gonadotropinas. El "centro tonico", localizado en los nucleos
arcuato y ventromedial, también denominadd area hipofisiotréfica, que regula la
secrecion basal de las gonadotropinas en cantidades suficientes para estimular el
desarrollo de los foliculos ovéricos y la secrecion de estrogenos: y el "centro
ciclico”, en el que participan el area predptica e hipotalamica anterior y el nucleo
supraquiasmatico, responsables de la liberacion preovulatoria de las

gonadotropinas y que culmina con la ovulacion (Fink, 1988; Freeman, 1994).
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Fig.1. Eje hipotalamo-hipdtisis-ovario en el control del ciclo ovarico por la hormona
estimulante del foliculo (FSH) y hormona luteinizante (LH). La secrecion de las
gonadotropinas es regulada por la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH). La modulacion de la secrecion de la GnRH, por los mecanismos de

retroalimentacion estimulante e inhibitorio que ejercen los estrogénos ovaricos .
(Fink, 1988).



Existen evidencias experimentales que muestran que en la regulacion de la
secreciéon de la GnRH participan las hormonas ovaricas (estrogenos,
progesterona) y varios sistemas de neurotransmisores como el catecolamineérgico,
colinérgico y serotoninérgico, cuyos somas neuronales se localizan a nivel intra y
extrahipotalamico (Freeman et al, 1994; Hamon et al, 1986, Hery et al, 19/6;
Kordon et al, 1980, 1994: Weiner et al, 1988). Con base en diversos estudios se ha
postulado que la noradrenalina y la acetilcolina estimulan |a liberacion de la GnRH,
la dopamina la inhibe y la serotonina pueden tener efectos inhibidores o
estimulantes, dependiendo del modelo experimental, del medio ambiente hormonal
en que se encuentre el animal o de ambos (Cramer y Barraclough 1978; Kordon et
al, 1994, Meyer y Eadens, 1985, Montagne y Calas, 1988, Vitale et al, 1984).

Entre los neurotransmisores que regulan la secrecion de la GnRH, tambien
se encuentran los aminoacidos como: el glutamato, el aspartato, que estimulan la
sintesis y liberacion de la GnRH (Carbone et al, 1992; Goroll et al, 1994) y el
aminoacido gama amino butirico (GABA) y los peptidos opioides que la inhiben
(Mena-Valdivia et al, 1995).

Se ha sugerido que las neuronas serotoninérgicas modulan la secreciéon de
las gonadotropinas por sus acciones sobre las neuronas productoras de la GnRH.
Por estudios de inmunocitoquimica y autorradiografia se ha mostrado que a la
region preoptica medial y la eminencia media llegan axones que hacen sinapsis
con las neuronas secretoras de la GnRH y aproximadamente el cinco porciento de
estas fibras son serotoninérgicas (Kiss y Halasz, 1985). Estas evidencias permiten
sugerir que en la region preoptica medial, la serotonina puede modular la actividad
de la neurona GnRHérgica y como consecuencia la secrecion de las
gonadotropinas (Soghomonian et al, 1988). Ademas, en ambas regiones existe una
estrecha relacion entre las terminales nerviosas serotoninérgicas y las secretoras
de noradrenalina y dopamina (Jennes et al, 1982; Soghomonian et al, 1988). Por lo

anterior se sugiere que las fibras serotoninérgicas modulan directamente |a



sintesis y liberacién de la GnRH, o indirectamente por sus efectos en la actividad
de las neuronas liberadoras de la noradrenalina y dopamina (Jennes et al, 1982;

Kiss y Halasz, 1985; Montagne y Calas, 1988; Soghomonian et al, 1988).

Los estrogenos que son producidos por el complemento anatomo-funcional
formado por la teca interna y las células foliculares de los foliculos en crecimiento,
y la progesterona, secretada principalmente por el cuerpo liteo, actuan sobre el
hipotalamo y la adenohipofisis donde regulan sus respuestas a las acciones de
otras hormonas y neurotransmisores (Fink, 1988; Freeman, 1994, Dominguez et al,
1991). Se ha mostrado que las neuronas productoras de la GnRH no tienen
receptores a estrogenos (Shivers et al, 1983), lo que permite pensar que los
estrogenos estimulan la secrecion preovulatoria de la GnRH y de las
gonadotropinas por intermedio de otro tipo de neurona que hace sinapsis con esta
neurona Silverman et al, 1994). Al parecer los estrogenos y la progesterona
regulan la secrecion de la GnRH al modular los diferentes sistemas de
neurotransmision (Freeman, 1994, Montagne y Calas , 1988).

Las hormonas esteroides modulan la tasa de recambio de la serotonina,
dopamina y noradrenalina, asi como la expresion de sus receptores en el
hipotalamo. Ademas, los receptores a las monoaminas son proteinas, por 1o que es
posible pensar que las hormonas ovaricas estan involucradas en regular su
sintesis y degradacion (Beigon et al, 1980; Montemayor et al, 1980).

Organizacion del sistema serotoninérgico en el sistema nervioso central

La inervacion monoaminérgica del SNC ha sido estudiada mediante técnicas
de histofluorescencia, inmunocitoquimica y autoradiografia, 1o que ha permitido
identificar en el hipotalamo fibras noradrenérgicas, dopaminérgicas y
serotoninérgicas (Crowley y Enland 1981; Kordon et al, 1980; Takeuchi, 1988).



Los cuerpos neuronales de las terminales nerviosas que contienen
serotonina se localizan en el nucleo del rafé, el que esta formado por un grupo de
6 a 9 paquetes celulares localizados en la parte anterior del mesencefalo (Crowley
y Enland, 1981, Frazer y Hensler 1993; Frankfurt et al, 1981, Soghomonian et al,
1988; Takeuchi 1988). Con base en la distribucion de estas células, al nucleo del
rafé se le divide en: dorsal, medial y del puente. El nucleo dorsal corresponde a los
paquetes de somas neuronales B7 y B6 situados en la porcion ventral de la
sustancia gris periacueductual; el nucleo medial del rafé, conformado por el
paquete B8 y parte del B9, se localiza entre el nucleo central superior y lineal del
mesencefalo; el nucleo del puente que comprende del paquete B1 al B5 esta

situado mas caudalmente (Frazer y Hensler, 1993; Takeuchi, 1988 )(Fig. 2).

Las fibras serotoninérgicas ascienden desde los nucleos dorsal y medial
hasta el hipotalamo, la corteza cerebral, el hipocampo, la amigdala, areas rostrales
del sistema limbico, al érgano vasculoso de la lamina terminal y la eminencia
media. Esta inervacion viaja dentro o en posicién ventral al haz medial del cerebro
anterior (Frazer y Hensler, 1993; Kiss y Halasz, 1985; Soghomonian et al, 1988;
Takeuch'i, 1988). En el hipotalamo las fibras serotoninérgicas estan distribuidas en
diversas regiones, como son los nucleos supraquiasmatico, que recibe un gran
aporte de fibras serotoninérgicas que al parecer se originan principalmente del
nucleo medial, el area preodptica, los nucleos paraventricular y arcuato y
dorsomedial cuya inervacion es moderada y se origina en los nucleos dorsal y
medial. El sistema serotoninérgico del puente envia sus fibras hacia el bulbo y la
meédula donde forma tractos descendentes que terminan a diferentes niveles
(Soghomonian et al, 1988; Takeuchi, 1988).

Tambien se ha sugerido que parte de la serotonina hipotalamica proviene
de neuronas cuyos somas se localizan en el nucleo dorsomedial del hipotalamo
(Montagne y Calas, 1988). Debido a que en este nucleo, es alta la densidad de las

terminales serotoninérgicas se penso6 que la serotonina tritiada presente en ese



BULBO CORTEZA
[ OLFATORIO

NUCLEO
TRIGEMINO
ESPINAL

ESPINAL
EMINENCIA MEDIA

Fig. 2. Localizacion de los paquetes celulares productores de la serotonina. Corte sagital del cerebro de la rata en el
que se muestra la localizacion de los somas de las neuronas productores de serotonina (B1, B2, B3, B4, BS, B6, B7,
B8, B9) y la inervacion de las diferentes estructuras del sistema nervioso central. C.Put, nucleo caudado-putamen;

G.Pal, globus pallidus; T, talamo y H. Habénula ( Frazer y Hensler, 1993).



lugar se debia a la recapturada en la (3H)-5HT en la terminal y no a la sintetizada
en el soma serotoninérgico. Sin embargo, el hecho de que cuando se realiza la
deaferentacion del hipotalamo, la serotonina no disminuya por completo en él, dio
lugar a apoyar la idea de la presencia de somas neuronales productores de la

amina en el propio hipotalamo (Montagne y Calas, 1988).

La concentracion de serotonina en la eminencia media disminuye en
animales con lesion electrolitica del nucleo dorsal del rafé, en los que tambien se
observa la degeneracién de las fibras serotoninérgicas que llegan a la misma. La
interpretacion de estos resultados es que parte de las terminales serotoninérgicas
que se encuentran en la estructura se originan en el nucleo dorsal del rafe
(Palkovits et al, 1977). Segun algunos autores, en la eminencia media existe una
estrecha relacion espacial entre las fibras nerviosas serotoninérgicas y las
productoras de la GnRH (Jennes et al, 1982; Vitale et al, 1984).

Por estudios de autoradiografia se han caracterizado cuatro tipos de
receptores a la serotonina, que se encuentran ampliamente distribuidos en el
hipotalamo y otras estructuras del SNC, los cuales estan relacionados con
diferentes funciones. Cada receptor tiene diferentes subtipos que se designan con
una letra. En el hipotalamo se localizan los receptores 5-HT1a, 5-HT1b, 5- HT1c,
5-HT1d y 5-HT2. En cambio, el receptor 5-HT3 se ha identificado tnicamente en
neuronas periféricas (ganglio cervical superior y nervio vago), asi como en el
cordon espinal (Frazer y Hensler, 1993; Morilac y Ciaranello, 1993; Prazantelli,
1992).

En el sistema nervioso central la sintesis de la serotonina es regulada por
diversos mecanismos. El| precursor de su sintesis es el triptofano, el que es
transportado a través de la barrera hematoencefalica por un proceso mediado por
el acarreador membranal de aminoacidos neutros, por el que compiten otros

aminoacidos (Frazer y Hensler, 1993). Es posible que esta competencia sea de



gran importancia fisiolégica en la regulacion de las concentraciones de triptofano
cerebral y para la sintesis de serotonina (Frazer y Hensler, 1993, Schaechter y
Wurtman, 1990). Los cambios en la actividad de! acarreador se manifiestan en un
aumento o una disminucién, segun sea el caso, del triptofano intracelular
disponible para la accién de la enzima triptofano hidroxilasa, lo que se traducira en

el aumento o la disminucion de la sintesis de serotonina.

Dos son los factores que intervienen directamente en la regulacidon de la
sintesis de la serotonina; uno las concentraciones de triptofano intracelular y el
otro la actividad intrinseca de la enzima triptofano hidroxilasa que transforma e!
triptofano en 5-hidroxitriptofano (Bourgoin et al, 1977, Schmidt y Sanders-Bush,
1971, Schaecter y Wurtman, 1990).

Diversos estudios del desarrollo ontogénico de este sistema de
neurotransmision han mostrado que las neuronas serotoninergicas se encuentran
entre las primeras células que maduran en el sistema nervioso central y que la
inervaciéon serotoninérgica de todas las estructuras que lo conforman, culmina en
la tercera semana del desarrollo prepuberal (Lidov y Molliver;1982a, b; Wallace et
al, 1982).

Participacién del sistema serotoninérgico en la regulacion de la secrecién de
las gonadotropinas.

En la rata existe poca informacion sobre las vias serotoninérgicas que
llegan al hipotalamo y que estan vinculadas con la regulacion de la secrecion de
las gonadotropinas y el inicio de |la pubertad. Se describe que el sistema
serotoninérgico estimula (Brown, 1971; Ruzsas et al, 1982, Vitale et al, 1987; Vitale
y Chiocchio, 1993) o inhibe (O'steen, 1964, 1965; Parisi et al, 1983; Vitale y
Chiocchio, 1993) la secrecién de gonadotropinas, en particular la LH. Estos

hallazgos contradictorios pueden ser explicados con base en las diferencias



temporales, hormonales y los modelos experimentales empleados en los diversos

estudios.

En el animal prepuber, durante la fase juvenii el tratamiento sistémico con
- serotonina, inhibe la superovulacion inducida por la administracion de la
gonadotropina de suero de yegua prenada (PMSG por sus siglas en inglés). Este
resultado permite sugerir que la serotonina inhibe la secrecion de las
gonadotropinas y en particular la LH (O’'steen, 1964. 1965). En cambio, Brown
(1971) observo que el bloqueo farmacoldgico de la sintesis de serotonina inducido
por la administracion del metiléster de p-clorofenilalanina inhibe la liberacion
endogena de la FSH, lo que le lleva a pensar que la serotonina ejerce un efecto

estimulatorio sobre la secrecion de esta gonadotropina

En la rata hembra tratada con serotonina en el dia doce de vida, se observé
aumento en la concentracion de FSH, mientras que cuando el mismo tratamiento
se realiza en el dia del nacimiento o veinte no se observaron cambios, resultados
similares a los observados en los machos de las mismas edades (Becu-Villalobos
et al, 1989, 1990).

La administracion de serotonina ¢ 5-hidroxitriptofano (precursor inmediato
de la sintesis de serotonina) a ratas de dieciséis o veinte dias de edad, resuité en
la estimulacion de la secrecion de LH. Cuando el mismo tratamiento se realizo en
los dias 21-26 no se observaron efectos sobre las concentraciones plasmaticas de
LH, mientras que cuando la estimulacion del sistema serotoninérgico se realizé a
los 30 dias de edad, la concentracion de la hormona disminuyo significativamente
y no se modifico la de la FSH (Arias, et al, 1990; Bécu-Villalobos y Libertun, 1986:
Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Justo et al, 1989; Moguilevsky et al,
1985, 1990). En cambio, cuando los mismos tratamientos se realizaron en ratas
macho se observo un incremento en la secrecion de la FSH sin que se modificara

la de la LH. Cuando estos experimentos se realizan en ratas macho castradas a las
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48 h de vida, la respuesta al incremento en las concentraciones de serotonina es
similar a la observada en las hembras (Justo et al, 1989, Moguilevsky et al, 1987,
1990). Estos resultados indican que la participacion del sistema serotoninergico
en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas es diferente durante el

desarrollo del animal prepuber y dependen del sexo del animal.

Las respuestas observadas en los diferentes estudios en la participacion del
sistema serotoninérgico sobre la modulacibn de la secrecidon de las
gonadotropinas, posiblemente estan relacionadas al medio ambiente esteroide
en que se encuentra el animal. Ademas, las diferencias que se presentan entre la
hembra y el macho pueden estar vinculadas a las acciones que las hormonas
testiculares ejercen sobre los centros nerviosos hipotalamicos, durante su proceso
de maduracion y cuya diferenciacion se realiza durante la etapa postnatal
inmediata (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1989; Moguilevsky et al, 1987).

La desnervacion farmacologica inducida por la administracion de la p-
cloroanfetamina, inhibidor de la sintesis de serotonina, en animales de 15y 30 dias
de edad resultd en el adelanto de la edad de la apertura vaginal y del primer estro
vaginal e incrementd del numero de ovocitos liberados por animal ovulante,
mientras que en otras edades los resultados observados son inversos, es decir
retraso de la edad de apertura vaginal y del primer estro, o no se modifica ninguno
de los parametros antes mencionados (Ayala et al, 1993). Estos resultados nos
permiten sugerir que la serotonina participa en los mecanismos neuroendocrinos
que regulan la secrecidn de las gonadotropinas y en la reactividad del ovario a las
mismas, donde sus efectos seran estimulatorios o inhibitorios dependiendo del

desarrollo prepuberal del animal donde se realicen las manipulaciones.
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Participacion del nucleo dorsal del rafé en la regulacion de la secrecion de

las gonadotropinas.

1. Animal adulto

Los resultados obtenidos en diferentes modelos experimentales, senalan
que los sistemas serotoninérgicos que se originan en el nucleo dorsal y medial del
rafé participan de manera diferencial en la regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-
gbnada, especialmente la ovulacion, tanto en el animal adulto como en el
prepuber. Segun algunos autores, el nucleo dorsal del rafé estimula la secrecion
de las gonadotropinas (Héry et al, 1978, Meyer, 1978, Morello y Teleisnik, 1985,
1988; Vitale et al, 1987), mientras que otros sostienen que la inhibe (Arendash y
Gallo, 1979).

En la rata y el raton macho, la administracion intraventricular de serotonina
disminuye o inhibe la secrecion de la FSH y la LH, efecto que depende de la
dosis administrada (Van de Kar et al, 1985). En ratas machos con lesion del
nucleo dorsal del rafé y la region ventromedial, por inyeccion del neurotéxico 5,7-
dihidroxitriptamina, la concentracion de LH en el plasma disminuye
significativamente. Este efecto no es modificado por la castracidn. Lesiones
similares en el nucleo medial del rafe, area predptica o hipotalamo anterior no
modifican la secrecion de la LH (Van de Kar et al, 1980). Estos resultados permiten
suponer que la inervacion serotoninérgica que se origina en el nucleo dorsal del
rafé, que inerva al hipotalamo medio basal, ejerce una influencia estimulatoria en la

secrecion de la LH.

En la rata hembra adulta castrada, la estimulacion electroquimica del nucleo
dorsal del rafé inhibe la secrecion de la LH durante todo el tiempo en que se
mantiene la estimulacion. Con base en este experimento, se puede suponer que la

informacion serotoninérgica proveniente del nucleo dorsal del rafé inhibe la

!



sintesis y liberacion de la LH (Arendash y Gallo, 1979). En la rata macho castrada
con implante de estradiol, la secrecion de LH disminuye cuando se seccionan las
fibras serotoninérgicas que se originan en el nucleo dorsal del rafé, mientras que
no se modifican cuando se elimina la informacién proveniente del nucleo medial
(Héry et al, 1978). En cambio, la lesion electrolitica del nucleo medial del rafé no
modifica la liberacion de LH inducida por la progesterona en la rata hembra
ovariectomizada (Barofsky, 1975, 1979). Estos resultados llevaron a los autores a
sugerir que la serotonina ejerce un efecto estimulatorio sobre los mecanismos que
inducen |a liberacion fasica de la LH. Ademas que, la integridad del nucleo dorsal
del rafé es importante para que se produzca este evento, en tanto, que el nucleo

medial no parece ejercer una funcion importante,

Sin embargo, la idea de que el nucleo del rafé medial no participa en los
eventos que regulan la secrecion de las gonadotropinas es contradictoria a lo que
otros autores han encontrado. En la rata hembra ciclica la estimulacién eléctrica
del nucleo medial del rafé realizada en la tarde del proestro, bloquea la ovulacién y
disminuye la concentracion de LH en plasma, mientras que cuando se lesiona el
nucleo medial del rafé, se observan los mismos efectos. Estos resultados apoyan
la idea de que la informacién que se origina en este nucleo ejerce una influencia
inhibitoria en la secrecion preovulatoria de la LH , en tanto que la que se origina en
el nucleo dorsal estimula la secrecion de la LH (Morello y Taleisnik, 1985: Morello
et al, 1989).

2. Animal prepuber

En ratas prepuberes la lesion de los nucleos dorsal y medial del rafé
provocada por la administracion de la 5,7- dihidroxitriptamina, bloquea la ovulacion
inducida por la PMSG y disminuye la recaptura de la serotonina en la eminencia
media y el nucleo arcuato (Meyer,1978). Con base en estos resultados, los autores

sugieren que la inervacion serotoninérgica que se origina en el nucleo dorsal del
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rafé, y posiblemente el medial, modulan de manera estimulatoria la secrecion de

las gonadotropinas y la ovulacion.

La existencia de los resultados contradictorios sobre la participacion del
sistema serotoninérgico en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas
puede ser el reflejo de las diferencias temporales y hormonales de los diversos
modelos biolégicos y condiciones experimentales en las que se realizaron los
estudios. También se ha postulado que existen diferentes sistemas
serotoninérgicos separados anatomica y funcionalmente. Se ha sugerido que las
neuronas serotoninérgicas que terminan en la eminencia media ejercen un control
inhibitorio sobre la secrecion de las gonadotropinas (centro inhibitorio), mientras
que en el area preoptica se localiza el centro estimulatorio o pasivo ( Johnson y
Crowley, 1986; Kordon et al, 1994).

Pubertad

La capacidad de un animal para reproducirse es el resultado de la
coordinacion de los componentes neuroendocrinos del sistema reproductor
(Adams y Steiner, 1988; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Goldman, 1981;
Ojeda et al, 1983; 1993; Ramirezr 1973).

Se define a |a pubertad como la fase biologica del individuo en la que
ocurren los eventos neuroendocrinos y fenotipicos que enlazan fa inmadurez con
la madurez sexual. Esta fase es regulada por diversos mecanismos
neuroenddcrinos en los que participan las gonadas, el hipotalamo, la hipdfisis, las
adrenales, el timo y la tiroides entre otros (Adams y Steiner, 1988; Ojeda 1994,
Ramirez, 1973).

En la hembra de los roedores, se defiene ia pubertad como el dia en el que

se produce la canalizacion espontanea de la vagina. Este evento y la aparicion del
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primer estro vaginal son el resultado del estimulo provocado por los estrégenos
secretados por el ovario (Ojeda et al, 1986, 1990; Steinetz, 1973). Segun Ramirez
(1973), la apertura vaginal en la rata ocurre entre los 35 y 45 dias después del
nacimiento. El frotis vaginal en ese momento tiene las caracteristicas de proestro
0 estro y la ovulacion ocurre dentro de las 24 o 48 h posteriores a la canalizacion

vaginal.

Los mecanismos involucrados en la regulacion del desarrollo de la pubertad
comprenden una serie compleja de eventos interrelacionados que se manifiestan
en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada durante el desarrollo del animal prepuber.
Las funciones del ovario (secrecion de hormonas y ovulacion estan reguladas por
sefales neuroendocrinas que se originan en el hipotalamo (secrecion de la GnRH),
la hipofisis (secrecion de las hormonas FSH, LH y prolactina) y del propio ovario
(secrecidbn de estrogenos, progesterona, inhibina, otros polipéptidos y
neurotransmisores (Adams, 1988, Goldman, 1981; Ojeda y Urbanski, 1986, 1988,
1994, Ramirez, 1973).

Fases de la etapa prepuberal en la rata hembra

La rata es uno de los modelos bioldgicos mas utilizados en el estudio de la
regulacion del inicio de la pubertad. Con base en parametros morfolégicos y
fisiologicos, Qjeda et al, (1988) dividen el lapso comprendido entre el nacimiento
y la pubertad, en cuatro etapas. neonatal, infantil, juvenil y peripuberal.

Etapa neonatal. Abarca desde el nacimiento hasta el dia siete de vida. Esta etapa
se caracteriza por la falta de "madurez" del eje hipotalamo-hipdfisis-génada, que
se traduce por la baja concentracion plasmatica de las gonadotropinas y porque
los ovarios son muy poco sensibles o insensibles a las gonadotropinas exogenas.

Los receptores a la FSH aparecen en las células de la granulosa después del dia
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cuatro de vida y los receptores a LH después del dia diez (Adams y Steiner, 1988,
Ojeda y Urbanski, 1988, 1994).

Durante los primeros cuatro o cinco dias de vida el ovario es relativamente
insensible a las gonadotropinas. Al parecer esta falta de respuesta se debe al bajo
contenido de receptores a las gonadotropinas, sin embargo, ya existen foliculos en
desarrollo . Las celulas de |a granulosa deil foliculo ovarico presentan receptores a
la FSH a partir del dia cuatro y su numero aumenta hasta el dia dieciseis (Ojeda et
al, 1983, 1990).

Infantil. Se extiende desde el dia ocho al veintiuno de vida. En esta fase suceden
una serie de cambios en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada que representan |os
primeros eventos neuroendocrinos que culminan con la pubertad. Durante esta
etapa no funciona el feedback estimulante o inhibitorio de los estrégenos sobre la
secrecion de LH, tal y como sucede en el animal adulto (Qjeda y Urbanski, 1994).

En la fase infantil los patrones de secrecién de la FSH y LH son diferentes.
La concentracion sérica de la FSH se incrementa hasta alcanzar valores maximos
alrededor de los dias diez y quince de vida, desciende en el dia veinte, y
permanece baja hasta poco antes de la primera liberacién preovulatoria de la
hormona (proestro temprano). Mientras que, la concentracion de la FSH se eleva
de manera tonica, la liberaciéon de la LH es en forma desorganizada (Ojeda et al,
1988; Ojeda y Urbanski, 1994).

Por estudios de inmunocitoquimica se observdo que el desarrollo de Ia
neurona GnRHérgica del area hipotalamica anterior e hipotalamo medio basal,
culmina durante el desarrolio prepuberal de la rata. En la fase neonatal e infantil el
soma de las neuronas es regular, mientras que entre la 4a y 5a semana de vida el
desarrollo dendritico de la neurona es completo (Araki et al, 1975; Wray y Hoffman,

1985). Al parecer los estrogenos son uno de los factores que participan en la

15



regulacion del proceso de desarrollo dendritico de la neurona GnRHergica (Glass
et al, 1986).

La implicacion funcional de este proceso de diferenciacion de la neurona
GnRHérgica no se conoce con exactitud. Sin embargo, es posible que este
involucrado también en el incremento en el numero de conexiones sinapticas
(Jennes et al, 1985, Wray y Hoffman, 1985). Esta idea es apoyada por que en
algunos nucleos del hipotalamo, como el arcuato y en otras estructuras del SNC
del animal en desarrollo, el numero de formaciones sinapticas aumenta durante el

desarrollo del animal (Aghajanian y Bloom et al, 1967; Silverman et al, 1994).

Estos hechos posiblemente sean una explicacion a o observado por Ojeda
et al, (1994), quienes sefalan que durante la fase infantil la secreciéon de la GnRH
es de forma desorganizada, pero suficiente para inducir el pico de FSH y los picos
esporadicos de LH durante la fase infantil. Por lo que la falta de maduracién
(morfolégica y funcional) del sistema productor de la GnRH se refleja en el patron

de secrecion de las gonadotropinas que se presenta durante esta fase.

Otro factor que posiblemente puede contribuir a la regulacién del patron de
secrecion de las gonadotropinas en la fase infantil, es la mayor reactividad de la
hipofisis a la GnRH. Este incremento en la reactividad de la glandula parece estar
vinculado al aumento en el numero de los receptores a la GnRH. Se ha mostrado
que el numero de sitios de union y la afinidad de los mismos aumentan a partir del
dia cinco, alcanzan su maximo alrededor del dia veinte y disminuyen a partir del
dia 40 (Dalkin et al, 1981; Ojeda y Urbanski, 1988).

Durante la fase neonatal, el mecanismo de retroalimentacion negativa que
ejercen los estrogenos sobre el eje hipotalamo-hipdfisis no es funcional (Ojeda et
al, 1983, 1990, Raum y Swerdloff, 1986). Estudios bioquimicos y autoradiograficos

han mostrado que en esta fase del desarrollo en el SNC y la hipofisis existen
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receptores a los estrégenos (Andrews y Ojeda, 1977) La falta de unién de los
estrogenos puede ser explicada por la existencia de altas concentraciones de la a-
fetoproteina en el plasma, molécula que se caracteriza por su gran afinidad por los
estrégenos, lo que resultaria en la falta de estrogenos libres que puedan unirse a
- sus receptores (Frawley y Henrick, 1979). Por lo que las altas concentraciones
FSH en plasma durante la fase infantil serian debidas a la inefectividad de los
mecanismos de retroalimentacion inhibitoria de los estrégenos (Andrews y Ojeda,
1977; Frawley y Henrick, 1979, Ojeda y Urbanski, 1994).

Al final de la fase infantil (dia dieciséis) la concentracion de la «-
fetoproteina empieza a disminuir y como consecuencia aumenta la concentracion
de estrégenos libres en el plasma (Frawley y Henrick, 1979). Este evento permitiria
que los estrogenos ejerzan su efecto de retroalimentacion inhibitoria sobre el SNC
y la hipdfisis, lo que explicaria la disminucion de la concentracion de la FSH en
plasma después del dia dieciséis (Ojeda y Urbanski, 1988, 1994).

La alta concentracion de la FSH durante la fase infantii parece ser
necesaria para el desarrollo folicular normal y la formacién de sus propios
receptores. Tal interpretacion es apoyada por las evidencias que sefialan que la
administracion de propionato de dihidrotestosterona durante la etapa infantil inhibe
la secrecion de la FSH y la aparicion de sus receptores, lo que provoca que
cuando el animal alcanza la etapa juvenil no existen foliculos en desarrolio (Meijs-
Roelofs et al, 1990). Ademas, los estrogenos producidos por el foliculo en
desarrollo estimulan la proliferacion de las células de la granulosa y modifican la
respuesta de éstas a la FSH. A su vez la FSH estimula la formaéién de sus propios
receptores y junto con los estrégenos inducen la formaciéon de los de la LH (Gore-
Langton y Armstrong, 1994, Greenwald y Shyamal, 1994).

Juvenil. Inicia en el dia 22 y culmina alrededor de los dias 30-32, dependiendo de

la cepa de animales en estudio y de las condiciones ambientales en las que se les
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mantiene. Durante esta etapa se completan las conexiones funcionales definitivas
entre el hipotalamo, la hipdfisis y el ovario. Se caracteriza por la desaparicion de
la secrecion desorganizada de la LH, y la disminucidn de la secrecion de la FSH.
Durante esta fase el animal responde al estimulo estrogénico con secrecion de LH

y ovulacion (Ojeda et al, 1983).

Durante la fase juvenil el ovario crece y presenta ondas de crecimiento
folicular y atresia bajo la influencia de bajas concentraciones de LH y FSH.
Ademas de las hormonas mencionadas, se ha mostrado que otras dos hormonas
hipofisiarias participan en la regulacion de la maduracidn del ovario. la
somatotropina u hormona de crecimiento (GH) (por sus siglas en ingles) y la
prolactina. La concentracion plasmatica de ambas es baja durante la fase infantil y
se incrementa gradualmente (Adams, 1988, Goldman, 1981 Ojeda et al, 1990).

4).-Peripuberal. Al igual que la fase juvenil, su duracién es variable y culmina con
la apertura vaginal y la primera ovulacion. Se caracteriza por que se presentan las
primeras manifestaciones del aumento de la actividad estrogénica en el utero y en
la vagina. Asi mismo se establecen las diferencias en la secrecién matutina y
vespertina de la LH (Ojeda et al, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994 )

A medida que se llega a la pubertad, aumenta el niumero de receptores
ovaricos a la FSH hasta alcanzar su maximo. Al mismo tiempo se incrementa el
numero de los receptores ala LH, efecto que es dependiente de la misma FSH, de
los estrogenos, la prolactina y la hormona de crecimiento. Estudios in vitro
muestran que la prolactina y la hormona de crecimiento favorecen el desarrollo
folicular ya que estimulan la formacion de receptores a la LH en las células de la
granulosa (Ojeda vy Urbanski, 1994). En respuesta a este evento, aumenta la
secrecion de los estragenos, por lo que se sugiere que tanto la prolactina como la
hormona de crecimiento actuan de manera sinérgica en los efectos estimulatorios
de la LH sobre el ovario (Ojeda et al, 1990). Aunado al aumento en el nimero de
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receptores a la LH en la gbnada, disminuyen los receptores a la GnRH en las
células de la granulosa, lo cual resulta en un aumento en la actividad

esteroidogeénica (Dalkin et al, 1981).

Conforme el animal madura, los sistemas neuromoduladores estimulantes
(sistema catecolaminérgico, serotoninérgico y aminoacidos) actuan en el
hipotalamo y sus efectos muestran que la activacion sincronizada de la secrecion
de las neuronas GnRHérgica. Ademas, estos sistemas son activados durante los
dias que preceden el primer proestro (Ojeda et al, 1994). A nivel hipotalamico, el
aumento en la liberacion pulsatil de la GnRH resulta en el incremento en la
concentracion de la noradrenalina en el area preoptica medial, 1o que resulta en la
liberacion de las gonadotropinas, las que a su vez estimulan el crecimiento de los
foliculos en el ovario y la secrecion de estrogenos (Advis et al, 1978; Wuttke et al,
1980).

Se ha mostrado que en los dias previos a la apertura vaginal (proestro
temprano) la tasa de recambio de la serotonina y la noradrenalina aumentan,
mientras que disminuye |a de la dopamina. Al parecer estos cambios en la
actividad de los diferentes sistemas de neurotransmision estimulan la secrecion de

la GnRH, de la LH y como consecuencia la primera ovulacién (Advis et al, 1978).

Como consecuencia de lo factores antes mencionados, la concentracion
plasmatica de estrogenos secretados por el ovario aumenta bruscamente para
luego disminuir rapidamente ("pico de estrogenos”), lo que desencadena la
liberacion fasica de GnRH. La secrecion preovulatoria de la GnRH, que alcanza
una magnitud similar a la que se presenta en la tarde del proestro en el animal
adulto, estimula la secrecion fasica de las gonadotropinas. E! incremento en las
concentraciones plasmaticas de éstas se acompana del crecimiento y la
maduracion folicular que culmina con la ovulacion (Goldman, 1981; Ojeda et al,
1983).
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Teoria del gonadostato

La teoria del gonadostato explica el inicio de la pubertad y propone que
conforme el animal madura, disminuye la sensibilidad del eje hipotalamo-hipdfisis a
los esteroides gonadales. En el animal prepuber, los esteroides gonadales ejercen
un efecto inhibitorio sobre la sintesis de las gonadotropinas, por lo que el SNC y la
hipéfisis son mas sensibles a los efectos inhibitorios de los esteroides gonadales
que en el animal adulto, lo que explica que en la fase puberal las concentraciones
plasmaticas de la FSH y la LH sean bajas. A medida que el animal madura la
sensibilidad disminuye y como consecuencia aumenta la sintesis y la liberacion de
las gonadotropinas, o que culmina con la ovulacion (Advis et al, 1979; Goldman,
1981; Raum et al, 1980). Los cambios en la sensibilidad del hipotalamo a los
estrogénos son mediados por los diferentes sistemas de neurotransmision, entre
ello el sistema serotoninérgico (Raum y Swerdioff, 1986)

Al parecer, el conjunto de eventos neuroendocrinos que caracterizan el
desarrollo del animal prepuber y que culmina con la pubertad y la primera
ovulacion, esta vinculado a la accion de los diferentes sistemas de
neurotransmision y entre ellos el sistema serotoninérgico. Sin embargo, hasta el
momento las evidencias experimentales existentes sobre la participacion de la
inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del
rafé son contradictorias. Por ello, para continuar con el analisis de la participacion
de este sistema de neurotransmision en la regulacion de la pubertad, se decidio
utilizar como modelo de experimentacién a la rata en las fases infantil y juvenil,
segun la clasificacion propuesta por Ojeda et al, (1988, 1994), en las cuales se
realizd la eliminacion de la informacion serotoninérgica del hipotalamo que se
origina en el nucleo dorsal del rafé y se evaluaron los efecto producidos en la edad
de la apertura vaginal, primer estro vaginal, primera ovulacién, crecimiento y
maduracion folicular y se analizé su posible correlacion con los cambios en la

actividad de! sistema serotoninérgico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con base en los antecedentes presentados, se puede considerar que el
sistema serotoninérgico modula los mecanismos neuroendocrinos que regulan la
secrecion de la GnRH, las gonadotropinas y la ovulacion. Segun la informacion
disponible, los estudios realizados sobre la participacion de la inervacion
serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del rafé sobre la
secrecion de las gonadotropinas y la ovulacion, se han realizado sin tomar en
cuenta la edad o el ‘ambiente hormonal” en que se encuentra el animal en el cual

se realizan las manipulaciones de este nucleo.

En el presente proyecto se estudid la participacion del sistema
serotoninergico que se origina en el nucleo dorsal del rafé sobre los mecanismos
que regulan la pubertad y la primera ovulacion, por medio del analisis de los
efectos de la desnervacion serotoninérgica del hipotalamo producida por la lesion
del nucleo dorsal del rafé realizada en la etapa infantil o juvenil de la rata, sobre
las edades de la apertura y el primer estro vaginal, la ovulacion espontanea, las
concentraciones de la serotonina, las catecolaminas y sus metabolitos principales
en el hipotalamo, asi como las variaciones en el tamafio y distribucion folicular en
el ovario,
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HIPOTESIS

En los mecanismos neuroenddcrinos que modulan la pubertad y la primera
ovulacién, la participacion de la informacion serotoninérgica que se origina en el
nucleo dorsal del rafé y que liega al hipotalamo, es diferente en las etapas infantil y
juvenil. Por ello la lesion de este nucleo provocara efectos estimulantes o
inhibitorios sobre |a secrecion de las gonadotropinas que resuitaran en cambios
en la primera ovulacion, los que dependeran de la etapa en que se encuentra el

animal en el momento en que se realicen las manipulaciones.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacion del sistema serotoninérgico del hipotalamo que se origina
en el nucleo dorsal del rafé sobre los mecanismos neuroenddcrinos que modulan
pubertad y primera ovuiacion en la rata.
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METAS

1.-Describir las variaciones en las concentraciones de serotonina, noradrenalina,
dopamina y algunos de sus metabolitos (5-HIAA. MHPG, DOPAC), en el

hipotalamo de animales en las etapas neonatal, infantil. juvenil y peripuberal.

2.-Describir la actividad de las neuronas serotoninérgica, dopaminergica vy
noradrenérgica en el hipotalamo de ratas sacrificadas en las etapas neonatal,

infantil, juvenil y peripuberal.

3.-Comparar los efectos de la lesion del nucleo dorsal del rafe, realizada en las
etapas infantil o juvenil, sobre la edad de la apertura, primer estro vaginal y la

primera ovulacion.

4.-Medir las concentraciones de serotonina, dopamina, noradrenalina y algunos de
sus metabolitos (5-HIAA, MHPG, DOPAC), en el hipotalamo de animales con
lesion en el nucleo dorsal del rafé realizada en las etapas infantil o juvenil.

5.-Comparar los efectos de la lesion del nucleo dorsal del rafé realizada en las
etapas infantii o juvenil, sobre la actividad de las neuronas serotoninérgica,

dopaminérgica y noradrenergica del hipotalamo.
6.-Estudiar los efectos de la lesidon del nucleo dorsal del rafé realizada en las

etapas infantil o juvenil, sobre el crecimiento folicular y el proceso de atresia del
ovario.

7.-Analizar la respuesta ovulatoria del animal con lesion del nicleo dorsal del rafé

al final de la fase juvenil, al estimulo con gonadotropina exégena.
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MATERIALES Y METODOS

Procedimientos Generales

Se utilizaron ratas hembras recién nacidas, en diferentes etapas del
desarrollo prepuberal y en el momento de la pubertad, de la cepa Cll-ZV, las
cuales fueron mantenidas en condiciones controladas de iluminacion 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 (dia 21 de vida) y al alimento (Nutri-Cubos, Ralston

Rations USA) y al agua desde ese momento hasta el sacrificio.

Se colocaron 6 crias por camada (cinco hembras y un macho), para evitar
que la disponibilidad del alimento madificara el desarrollo del animal, ya que se ha
mostrado que la deficiencia nutricional en los primeros estadios de vida, influyen
en la maduracion del sistema nerviso central y sexual del animal (Salas et al,
1991). Ademas, durante el tiempo en que los animales permanecieron con sus
madres en el nido no se marcaron, ni manipularon para evitar que, en la madre se
incrementara la actividad del lamindo del area urogenital de sus crias y se
provocaran cambios en la edad de inicio de |a apertura vaginal. El incremento en
esta actividad en la madre provoca cambios en la maduracion reproductiva (Salas
Torreno, 1991 ).

Procedimiento de autopsia

Los animales fueron sacrificados por decapitacion, entre las 08.00 y las
09.30 a.m. A la autopsia se disecaron los ovarios y el utero, los que se pesaron
en balanza de precision. Se busco la presencia de ovocitos en las trompas
uterinas y cuando estuvieron presentes se les contd con la ayuda de un
microscopio estereoscopico. El peso de los organos se expresd en miligramos

(pesos absolutos).
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Medicion de serotonina, dopamina, noradrenalina, 5-HIAA, DOPAC y MHPG.

A cinco animales de cada grupo experimental se les extrajo el cerebro, el
que se colocd en solucion salina helada (0 °C), se disecé el hipotalamo, y este
ultimo se almacené a -70 °C hasta la cuantificacion de la serotonina (5-HT), las
catecolaminas (dopamina (DA) y noradrenalina (NA)) y sus respectivos metabolitos
(acido 4, hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG por sus siglas en inglées), acido
3,4-dihidroxifenil acético (DOPAC por sus siglas en inglés) y el acido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA por sus siglas en ingles) por cromatografia de liquidos de
alta resolucion (CLAR) (Hadfield et al, 1985).

Para la diseccion del hipotalamo se consideraron los limites descritos por
Blejer, y Siggelkow, (1979), rostraimente el quiasma optico, la banda diagonal de
Broca, comisura anterior y nucleo acumbens; lateralmente la substancia
innominata, el globus pallidus y los surcos hipotalamicos laterales; caudalmente

por los cuerpos mamilares dorsalmente la profundidad del corte fue de 3 mm.

El hipotalamo se pesd en balanza de precision al 0.1 mg, se homogeneizo
en acido perclérico al 0.1 N en frio y se centrifugd a 12000 r.p.m. durante 30
minutos a -4 °C. El sobrenadante se filtré6 con papel de poro de 0.2 ym. La
fraccion asi obtenida fue inyectada en el sistema de cromatografia que consistio de
una bomba, un detector electroquimico (Bioanalytical system), modelo LC4, en
condiciones que fueron previamente descritas (Hadfield et al, 1985). Los
resultados de la concentracion de los neurotransmisores y sus metabolitos fueron

expresados en ng/mg de tejido.

Se ha reportado que la actividad de la neurona serotoninérgica se puede

estimar por los siguientes criterios (Shannon et al, 1986):

1).-Concentracion de su metabolito, el 5-HIAA.
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2).-La relacion | 5-HIAAJ/[5-HT].

3).-La tasa de acumulacién del 5-hidroxitriptofano, después de la administracion
de un inhibidor de la transformacién de este a serotonina.

4).-La tasa de acumulacion de serotonina.

5).-La tasa de disminucion del 5-HIAA después de la admisitracion de un inhibidor

de la monoamino oxidasa (enzima que degrada la 5-HT en 5-HIAA).

Al parecer los tres primeros, son indices validos para estimar la actividad de
la neurona, debido a que las dos primeras representa la tasa de utilizacion del
neurotransmisor y la tercera es un indice de la tasa de sintesis de la amina. Por
ello, se considerdé como actividad de la neurona serotoninergica, dopaminérgica y
noradrenérgica, la relacion propuesta por Kerdelhue et al (1989) y Shannon et al
(1986).

[Metabolito del neurotransmisor]

Actividad NeUronNal =  =~-~ss=scemeamcamcamcacammcmmeccm o —————

[Neurotransmisor]

Estudio de la poblacion folicular

El analisis de la poblacion folicular se efectud en el ovario derecho e
izquierdo de tres animales de cada grupo experimental, tomados al azar. Los
ovarios fueron fijados en solucién de Bouin, incluidos en parafina, se realizaron
cortes seriados a 10 um, tenidos con hematoxilina-eosina. Se revisaron todos
los cortes y con la ayuda de un ocular micromeétrico se medi¢ el diametro mayor y
el perpendicular a éste, en todos los foliculos que presentaron bien definidos el
nucleo y el nuciéolo del ovocito. Con el valor de los diametros medidos de cada
foliculo se calculd el diametro promedio y fueron clasificados segun los
parametros propuestos por Hirshfield y Migdley (1978) en las siguientes
categorias:
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1).-Foliculos pequenos: diametro <350 pm
2).-Foliculos medianos: diametro 350-500 pm

3).-Foliculos preovulatorios: diametro >500 ym

Independientemente de su diametro, los foliculos se consideraron atrésicos
cuando se presentd al menos una de las siguientes caracteristicas: picnosis de las
células de la granulosa, descamacion de las celulas de la granulosa en el antro

folicular, engrosamiento de la teca, alteracion del ovocito (Hsueh et al, 1994).
Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la edad de la apertura y del primer estro
vaginal, el numero de ovocitos liberados por animal ovulante y el numero de
foliculos, se analizaron por la prueba de Kruskal-Wallis. El peso corporal y de los
érganos, el diametro promedio de los foliculos sanos y atrésicos, la concentracién
de serotonina, catecolaminas, de sus metabolitos y de la actividad neuronal se
analizaron por la prueba de analisis de varianza multiple (ANDEVA) seguida de |a
prueba de Tukey. Los resultados de la tasa de animales ovulantes se analizaron
por la prueba de probabilidad exacta de Fisher o por Ji?. Sélo se consideraron
significativas aquellas diferencias en las cuales la probabilidad fue igual o menor al
5%. '
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1.- Estudio de la ontogenia del sistema serotoninérgico del hipotadlamo a

partir del nacimiento hasta el primer estro vaginal.

Este experimento fue disefado para analizar si existen variaciones en la
concentracion de la serotonina, catecolaminas y de la actividad neuronal del
sistema serotoninérgico en el hipotalamo durante el desarrollo posnatal de la rata

hembra.

Para ello ratas recién nacidas, de dos, cuatro, seis, ocho, diez, doce,
catorce, dieciseéis, dieciocho, veintiuno, 26, 28, 30, 32, 34, 36 y 37 dias de edad
fueron sacrificadas y en el hipotalamo se cuantifico la concentracidén de serotonina,
catecolaminas y sus metabolitos (Hadfield et al, 1985). Otro grupo de animales fue
controlado diariamente hasta que se presenté l|a apertura vaginal y a partir de ese
momento se tomaron frotis vaginales diarios, los que fueron tedidos con
hematoxilina-eosina y analizados al microscopio. Un grupo de animales fueron
sacrificados en el dia que presentaron el primer estro vaginal (dia 37.50.4).

RESULTADOS

1. Sistema serotoninérgico

La concentracion de serotonina en el hipotalamo aumento significativamente
desde el dia dos hasta el dia ocho de vida y se mantuvo en esas concentraciones
hasta el dia catorce. En el dia dieciséis se observé una disminucién significativa
respecto a los dias anteriores. A partir del dia dieciocho se presentd un aumento
y en el dia 26 se alcanzaron concentraciones similares a las de los dias ocho a
catorce. En los dos dias previos al primer estro vaginal, la concentracion de
serotonina hipotalamica volvié a descender. La concentracion de 5-HIAA no mostrd

cambios paralelos a los de la amina, ya que aumentd en forma constante desde el
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nacimiento hasta el dia 34. Las modificaciones en la concentracion del metabolito
se hicieron paralelas con las del neurotransmisor en los dias previos inmediatos al
primer estro vaginal (Fig. 3). Este no paralelismo en las concentraciones del
neurotransmisor y su metabolito se evidencian claramente al analizar la actividad

de la neurona serotoninérgica.

La actividad de la neurona serotoninérgica presentd variaciones a lo largo
del desarrollo posnatal del animal. En los dias posteriores al nacimiento la
actividad fue alta, pero después disminuyo y en el dia dieciséis se incrementé para
volver a disminuir. En el dia veintiuno la actividad de la neurona es intermedia y
disminuyo nuevamente en los dias 24 y 26, mientras, que en el 30 presentéd la

maxima actividad y al primer estro vaginal disminuy6 ligeramente (Fig. 3).
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Fig. 3. Media de la concentracion (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y del
acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) y de la actividad de la neurona
serotoninérgica (5- HIAA/5-HT) en el hipotalamo de ratas hembras sacrificadas a

diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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2. Sistema dopaminérqico

La concentracion de DA y DOPAC en el hipotalamo de los animales
sacrificados en la etapa neonatal, estuvo por debajo de la sensibilidad del método
(0.01 ng). A partir del dia doce se detecto DA y DOPAC y en el 28 se observo un
aumento significativo, para después disminuir. En el dia del primer estro vaginal la
concentracion de este neurotransmisor fue muy baja y la de su metabolito, fue
ligeramente menor a la DA. En los dos dias previos a la apertura vaginal se

mantuvo baja y se incrementd en al primer estro vaginal (Fig. 4).

La actividad de la neurona dopaminergica no presentd grandes variaciones
del dia doce hasta los dias previos a la apertura vaginal, con excepcion de un
ligero aumento en el 36. En el dia del primer estro vaginal la relacion DOPAC/DA
se incremento significativamente (Fig. 4).

3. Sistema noradrenérgico

La concentracién de NA en el hipotalamo aumentd conforme la edad del
animal. En el dia catorce se observd un incremento significativo, para después
disminuir ligeramente y aumentar nuevamente en el dia 28 y se mantuvo constante
hasta el 36. En el dia del primer estro vaginal, la concentracion de la NA aumento
significativamente respecto a los dias anteriores. Durante el desarrollo del animal
no se observo paralelismo en la concentracion de NA y su metabolito, ya que
este no se detecto a partir del nacimiento hasta el dia diez, y mientras que su
concentracion aumenté ligeramente desde el dia 26 y permanecié constante hasta
el dia de la apertura vaginal. La actividad de la neurona noradrenérgica fue

semejante a lo largo del desarrollo del animal (Fig. 5 ).
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Fig. 4. Media de la concentracion (ng/mg de tejido) de dopamina (DA) y del acido
3.4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y de la actividad (DOPAC/DA) de la neurona

dopaminérgica en el hipotalamo de ratas hembras sacrificadas a diferentes

edades del desarrollo prepuberal.
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Fig. 5. Media de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA) y del
acido 4 hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) y de la actividad de la neurona
noradrenérgica (MHPG/NA) en el hipotalamo de ratas hembras durante el

desarrollo prepuberal.
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Peso corporal y de organos

En la figura 6 se muestran los cambios en el peso corporal y del ovario
desde el nacimiento hasta el dia del primer estro vaginal. Se observa que el peso
de los animales fue siempre en aumento, siendo este incremento mas evidente
desde el dia 21 hasta el dia en que el frotis vaginal presenté caracteristicas de
estro. En los primeros dias los cambios en el peso del ovario no son paralelos al
crecimiento de los animales, en cambio a partir del dia 26 hasta el primer estro
vaginal ¢l peso de la génada muestra un aumento mas o menos paralelo con el

del peso corporal.

Las modificaciones del peso del utero en funcién de la edad de los
animales, desde el nacimiento hasta el dia 34 del desarrollo, son paralelos con los
cambios en el peso corporal. Sin embargo, el peso del utero aumenté en los dias
cercanos a la apertura vaginal y al primer estro tal aumento fue mayor (Fig. 6).

Estos resultados muestran que durante el desarrollo prepuberal del animal
existen variaciones en la concentracién de serotonina y de la actividad de este
sistema de neurotransmision. Posiblemente los cambios observados estan
vinculados con la maduracion de los mecanismos neuroenddcrinos del eje
hipotalamo- hipéfisis-génada que culmina con el inicio de la pubertad y primera

ovulacion.

Ademas, se observa que la actividad de la neurona serotoninérgica es alta
al final de la fase infantil (dia 21) y juvenil tardia (dia 30), pero es menor en la
juvenil (alrededor de los dias 24 y 27). Con base en estos resuitados se decidid
analizar los efectos de la lesion del nucleo dorsal del rafé, realizada en las etapas
infantil o juvenil, sobre la edad de la apertura y del primer estro vaginal y de la

primera ovulacion.
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Fig. 6. Media del peso corporal (g), del ovario (mg) y del utero de ratas hembra

absoluto sacrificadas a diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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2.- Estudio de los efectos de la lesion del nucileo dorsal del rafé, en la etapa

infantil y juvenil, sobre la ovulacion espontanea.

Con el fin de analizar si la inervacidon serotoninergica del hipotalamo que se
origina en el nucleo dorsal del rafé, resulta en modificaciones del inicio de la
pubertad (lo que estaria vinculado a influencias estimulatorias o inhibitorias sobre
la secrecion de las gonadotropinas y de las hormonas ovaricas), se estudiaron los
efectos de |a lesion electrolitica del nucleo dorsal de!l rafé realizada en animales al
final de la fase infantil o a la mitad y al final de la etapa juvenil, sobre la pubertad

espontanea y la primera ovulacion.

Para ello, se utilizaron ratas hembras de 21 (fase infantil), 24, 27 6 30 dias
de edad (fase juvenil) a los cuales se les realizd la lesidn electrolitica del nucleo

dorsal del rafé y fueron sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
PROCEDIMIENTO DE LESION

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (40 mg/kg.
peso) por via intraperitoneal (i.p.), seguido de anestesia complementaria con éter
cuando fue necesario. Los animales se montaron en un aparato estereotaxico, se
secciond piel, se perford el craneo con una fresa odontoldgica, el electrodo con
una inclinacion de 30°, (conectado a un generador de lesiones por
radiofrecuencia), se introdujo hasta alcanzar el nucleo dorsal del rafé, siguiendo
las coordenadas del atlas de Sherwood y Timiras (1970). Para realizar la lesion
completa se llegd al area correspondiente y se dejo que la punta del electrodo
alcanzara una temperatura de 70 °C durante 5 segundos. Las coordenadas
empleadas para introducir el electrodo hasta el sitio de lesion, en los animales de
las diferentes edades fueron las siguientes: 21 dias de edad (AP 0.4 mm, L 3.1
mm, DV 6.1mm), 24 dias (AP 0.4 mm, L 3.1 mm, DV 6.2 mm); 27 dias (AP 0.5 mm,
L 3.2 mm, DV 6.2 mm)y 30 dias (AP 0.7 mm, L 3.3 mm, DV 6.4 mm).
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Como grupos testigo se utilizaron dos tipos de animales:

1. Ratas de las mismas edades, que fueron tratados como los animales lesionados,

pero no se paso corriente por el electrodo (operacion simulada).

2. Animales sin tratamiento que fueron sacrificados en el dia del primer estro

vaginal (testigo absoluto).

El peso corporal inicial de los animales que conformaron los grupos con
operacion simulada o con lesidn del nucleo dorsal del rafe fue similar en cada edad
(21 dias: 48.8+1.65, 453+1.3; 24 dias 56.61£1.1, 57 8+1.1, 27 dias 63.240.7,
62.0£0.8; 30 dias 70.2+1.0, 70.0%1.2, respectivamente)

Para localizar la trayectoria del electrodo y el sitio de lesion de los animales
de los diferentes grupos, a la autopsia el cerebro de los animales se fijo en formol
al 10 % durante 24 h y se realizaron cortes seriados a 120 um de espesor en el

cridstato y se tifleron con violeta de cresilo (Luna, 1975)

Otros grupos de animales con lesion del nucleo dorsal del rafé, con
operacion simulada 6 testigo absoluto, a la autopsia se diseco y peso el hipotalamo
y se cuantifico la concentracion de serotonina, catecolaminas y sus respectivos
metabolitos. En los ovarios de los animales de los distintos grupos se realizo el

estudio de la poblacion folicular.

RESULTADOS

La operacion simulada realizada a cualquier edad provoco retraso de Ia
edad de la apertura vaginal y del primer estro vaginal, pero no se observaron
diferencias significativas en la tasa de animales ovulantes, el nimero de ovocitos

liberados por animal ovulante, ni en el peso corporal y de los ovarios. El peso del
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ttero unicamente se modifico en el grupo con operacion simulada efectuada en el

dia 21 (Tablas | y il).

Tabla |. Edad de la apertura vaginal (EAV), del primer estro (EPE) (dias),
numero de ovocitos liberados (media £ e.e.m.) y tasa ovulatoria (Numero de
animales ovulantes/numero total de animales) de ratas testigo absoluto (TA)
o con operacion simulada (OS) a diferentes edades y sacrificadas en el dia
del primer estro vaginal.

GRUPO EAV E PE TASA DE ANIMALES | NUMERO DE
OVULANTES OVOCITOS
TA 36.9+0.3 37.5+0.39 20/24 7.120.3
OS 21 DIAS | 39.9+1.03 | 41.0¢0.75* 7/9 8.0+0.6 "
OS 24 DIAS | 4162092 * | 42.110.94 * 13/14 7.4+0.4 t
[ OS 27 DIAS | 41.2:0.76 * | 42.2+0.85 * 8/13 7.740.4
OS 30 DIAS | 42.0+0.39* | 42.6+0.46 * 12/16 7.540.4

* p<0.05 vs. grupo TA (Prueba de Kruskal-Wallis).

Tabla ll. Mediate.e.m. del peso corporal (g), de los ovarios y del utero (mg) de
ratas testigo absoluto (TA) o con operacion simulada (OS) a diferentes
edades y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

GRUPO PESO CORPORAL OVARIOS UTERO
TA 107.3%1.5 36.111.3 169.315.7
OS 21 DIAS 113.923.6 36.9+2.2 128.447.4 *
OS 24 DiAS 114.118.1 31.0¢56 160.7426.5 “
OS 27 DIAS 111.743.6 32.241.5 152.147.6. "
OS 30 DIAS 113.743.9 29.611.8 146.647.3.

* p< 0.05. grupo TA (Prueba de ANDEVA seguida de Tukey).
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La concentracion de NA en el hipotalamo no se modificod en los diferentes
grupos con operacion simulada, en cambio la concentracion de su metabolito
aumenté cuando la operacion se efectud en el dia 30. En los animales de 21 y 27
dias, la cantidad de DA aumento y la de DOPAC disminuyd independientemente
de la edad (Tabla ill). La concentracion de serotonina y su metabolito no se

modificaron por la operacion simulada.

Tabla lll. Mediaze.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA), 4,hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG), dopamina (DA) y del acido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) de ratas testigo absoluto (TA) o con
operacion simulada (OS) a diferentes edades y sacrificadas en el dia del
primer estro vaginal.

GRUPO NA MHPG DA DOPAC
TA 3.74+0.31 0.21+0.07 0.07+0.005 | 0.81+0.04
OS 21 DIAS 2.6010.27 0.17£0.007 0.34+0.07 * | 0.1420.03 *

OS 24 DIAS 3.76+0.48 0.29+0.06 0.2940.07. | 0.15%0.09 *

OS 27 DIAS 2.160.18 0.20+0.01 0.98+0.02 * | 0.09+0.001 *

OS 30 DIAS 3.1510.49 0.4540.25* | 0.22:0.009 | 0.17+0.09 *
* p<0.05 vs. grupo TA (Prueba de ANDEVA seguida de Tukey).

Debido a que los animales con operacién simulada a los 21, 24, 27 6 30
dias, sacrificados en el dia del primer estro vaginal, presentaron diferencias
significativas en comparacion con los animales del grupo testigo absoluto, en
algunos de los parametros estudiados, los efectos producidos por la lesion del

nucleo dorsal del rafé fueron comparados con los del grupo de operacion simulada
correspondiente.

L.a lesion del nucleo dorsal del rafé se extendio rostralmente desde el borde

caudal del nucleo del nervio tracalis y parte de la sustancia gris periacueductual y
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caudalmente abarcd los limites de la sustancia gris periacueductual (Fig. 7).
Lateralmente abarcé los limites de la sustancia gris periacueductual y ventralmente
con el borde dorsal del fasciculo longitudinal medial, ademas la lesion abarcod en

su totalidad al nucleo dorsal del rafé (Fig. 8).
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Fig. 8. Representacion esquematica de la extension de la lesion del nucleo dorsal
del rafé en un corte coronal. El area sombreada representa la lesion. C: corteza;
SGP: sustancia gris periagqeductual; FLM: fasciculo longitudinal medial; NDR:
nucleo dorsal del rafé (Torhadb del Atlas de Sherwood y Timiras, 1970).
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1. Edad de apertura vaginal y edad del primer estro.

Las edades de apertura y del primer estro vaginal fueron significativamente
mayores en los animales con lesion del nucleo dorsal del rafé, realizada en el dia
21, mientras que no se observaron diferencias significativas en aquellos operados
a los 24, 27 y 30 dias de edad (Tabla V).

Tabla IV. Edad de apertura vaginal (EAV) y edad del primer estro vaginal (EPE)
(mediate.e.m) de ratas con operacion simulada (OS) o lesion del nucieo
dorsal del rafé (LNDR) a diferentes edades del desarrollo prepuberal y
sacrificadas al primer estro vaginal.

GRUPO n EAV EPE
21 DIAS
0S 9 39.941.03 41.0+0.75
LNDR 12 45.610.94 46.6+0.90 *
24 DIAS
0S 14 41.6+0.92 42 1+0.94
LNDR 12 40.810.94 42 5+1.03
27 DIAS
0S 13 41.240.78 42 2+0.85
LNDR 10 41.010.56 43.0+0.52
30 DIAS
0S 16 42.0+0.39 42 60.46
LNDR 14 42.2+0.66 43.1+0.61

* p<0.05 vs. grupo con OS (Prueba de Kruskal-Wallis).

2. Tasa de animales ovulantes y numero de ovocitos liberados.

Ninguno de los animales lesionados en el dia 30 de edad ovulo en el dia de
su primer estro vaginal. En cambio, en los animales en los que la lesion se realizé
a los 21, 24 6 27 dias de edad, la proporcion de animales que ovularon al primer
estro vaginal fue similar a su respectivo grupo con operacion simulada. El nimero
de ovocitos liberados por animal ovulante aumentd significativamente en los
animales con lesion del nucleo dorsal del rafé efectuada a los 24 y 27 dias de edad
(Tabla V).
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animales con lesion del nucleo dorsal del rafé efectuada a los 24 y 27 dias de edad
(Tabla V).

Tabla V. Tasa de animales ovulantes (numero de animales ovulantes/nimero
total de animales) y media £ e.e.m. del numero de ovocitos liberados por
ratas con operacion simulada (OS) o con lesion del nucleo dorsal del rafé
(LNDR) a diferentes edades del desarrolio prepuberal y sacrificadas el dia del
primer estro vaginal.

l GRUPO TASA DE ANIMALES NUMERO DE
OVULANTES OVOCITOS
21 DIAS
[ 0S 719 8.0+0.6
LNDR 6/12 7.0:0.4
24 DIAS ”
oS 13/14 7.4+0.4
LNDR 10/12 9.7+0.4 &
27 DIAS
oS 8/13 7.740.4 |
LNDR 10/10 9.5+0.5 &
30 DIAS
0S 12/16 7.540.4
LNDR 0/14 * 0

* p<0.05 vs. grupo con OS (Prueba de Fisher).
& p<0.05 vs. grupo con OS (Prueba de Kruskal-Wallis)

3. Peso corporal y de érganos.

En relacion con su grupo con operacién simulada, el peso corporal, de los
ovarios y del utero de los animales lesionados en el nucleo dorsal del rafé a los 30
dias de edad fue significativamente menor. Tales diferencias no ocurrieron en los
animales operados a los 21, 24 6 27 dias (Tabla V).
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Tabla VI. Peso corporal (g) de los ovarios y del utero (mg) (media t e.e.m.) de
ratas con operacion simulada (OS) o con lesion del nucleo dorsal del rafé

(LNDR) a diferentes edades del desarrollo prepuberal y sacrificadas el dia del
primer estro vaginal.

T,

GRUPO n PES OVARIOS | UTERO
CORPORAL 4
21 DIAS
0S 9 113.9+3.6 36 9422 128.4+ 7.4
LNDR 12 111.344 .1 29 512 4 132.6+10.8
24 DIAS
0S 14 114.148.1 31.0¢56 160.7426.5
LNDR 12 111 843.3 30.2+1 6 149169 |
27 DIAS \
0S 13 111.743.6 322415 152 1276
LNDR 10 113.741.2 35412 8 149.4+7 4
30 DIAS |
0S 16 113.7+3.9 29.6+1.8 146.617.3 |
LNDR 14 100.6+3.2 * 218+1.4* 117.24102 *

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

4. Poblacion folicular.

Debido a que los resultados del diametro folicular promedio y la distribucién
de los foliculos por rango entre el ovario izquierdo y el derecho en cada grupo
experimental fueron similares, el analisis comparativo de los resultados de la
~ poblacion folicular, se realizo agrupando los datos obtenidos en ambas gdnadas

para cada grupo experimental.

El diametro promedio de los foliculos de los animales con lesion del ntcleo
dorsal del rafé no se modificd en ninguna de las edades estudiadas. E| didmetro
promedio de los foliculos sanos y atrésicos de los ovarios de los animales con
lesidn fue semejante a los grupos con operacion simulada. Sin embargo, se
observo que en todos los grupos estudiados los foliculos mas grandes eran

atrésicos .
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En los ovarios de todos los grupos con lesion, el numero promedio de los
foliculos cuantificados fue semejante a su respectivo grupo con operacion
simulada. Sin embargo, la distribucidon de foliculos por tamafio muestra, con
excepcion de los animales operados al dia 21, la tendencia al aumento en el
numero de foliculos pfeovulatorios (>500 um), siendo esta diferencia
estadisticamente significativa cuando la destruccion del nucleo se realizd a los 30
dias de edad (Tabla Vi,

pequeiios (<350 um) y medianos (350-499 um) presentes en cualquiera de las

Fig. 9). La lesion no modificé el numero de foliculos

edades estudiadas. Todos los foliculos preovulatorios de los ovarios de los
animales con lesion realizada al dia 30 de edad fueron atrésicos. En cambio, en
los animales operados al dia 24 6 27 se observo la tendencia al incremento en el
porcentaje de foliculos sanos, lo que no llegd a ser estadisticamente significativa
(Fig. 9).

Tabla Vil. Namero de foliculos (media £ e.e.m.) en los ovarios de ratas con
operacion simulada (OS) o con lesion del nucleo dorsal del rafé (LNDR) a
diferentes edades del desarrollo prepuberal y sacrificadas el dia del primer
estro vaginal.

GRUPO | FOLICULOS ISTRIBUCION _
TOTALES < 350 ym 350-500 um >500 ym
21 DIAS
oS 72.3+3.9 63.643.5 6.7+1.1 20405
& LNDR 78.0+7.7 67.0%7.2 92+1.4 1.720.8
24 DIAS
oS 107.8+3.7 05.2+4.2 10.841.2 1.840.4
LNDR 97.3+8.4 86.816.4 8.2+1.5 23112
127 DIAS
0Ss 96.05.2 81.545.5 12.041.6 2.510.4
|___LNDR 81.7411.7 68.849.7 9.042.5 3.8+0.8
30 DIAS |
| 0S 86.8+4.5 73.144.5 117215 2.0+0.4
LNDR 109.249 8 94.747.4 9.0+2.8 5 5408 *

* p<0.05 vs. grupo con OS (Prueba de Kruskal-Wallis).
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*P<0.05vs OS

Fig. 9. Media del numero de foliculos preovulatorios atresicos de los ovarios de
ratas con operacion simulada (OS) o con lesion del nucleo dorsal del rafé (LNDR)
a diferentes edades del desarrollo prepuberal y sacrificadas el dia del primer estro
vaginal.

5. Concentracion de serotonina y catecolaminas.

La concentracion de serotonina en el hipotalamo de los animales con lesion
del nucleo dorsal del rafé disminuyé de manera significativa, independientemente
de la edad a la cual se realizd la destruccidn del nucleo, mientras que la
concentracion de su metabolito el acido 5-hidroxi-indolacético no se modifico. La
actividad de la neurona serotoninérgica se incremento en todos los animales con

lesion del rafé el que fue mayor cuando la operacion se efectud a los 30 dias de
edad (Fig. 10).
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Fig. 10. Media de la concentracion (ng/mg de tejido) de: a) serotonina (5-HT), b)
acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) y c¢) actividad de la neurona serotoninérgica
en el hipotalamo de ratas hembras con operacion simulada (OS) o con lesion del
nucleo dorsal del rafé (LNDR) a diferentes edades del desarrollo prepuberal y

sacrificadas el dia del primer estro vaginal.
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La concentraciéon de dopamina en el hipotalamo de los animales
lesionados el dia 24 y 27, disminuy® significativamente en relacion a su grupo con
operacién simulada. Sin embargo, en los animales de 27 dias con operacion
simulada o lesion del rafé, la concentracion de DA fue mayor que en el dia 24.
Este parametro no se modifico en el hipotalamo de los animales lesionados en las
otras edades estudiadas. La concentracion DOPAC no presentd cambios
significativos en ninguno de los grupos de animales (tabla VIIt). Estos hechos se
reflejan en el analisis de la actividad de la neurona dopaminérgica, donde se
observo la tendencia al aumento de la misma en los animales lesionados a los 21,

24 6 30 dias de edad, aunque no se alcanzo significacion estadistica (Tabla VIlIl).

Tabla Vill. Media t e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) dopamina
(DA) y del acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y de la actividad de la
neurona dopaminérgica en el hipotalamo de ratas con operacion simulada
(OS) o con lesiéon del nucleo dorsal del rafé (LNDR) a diferentes edades del
desarrolio prepuberal y sacrificadas el dia del primer estro vaginal.

GRUPO DA DOPAC ACTIVIDAD DE
LA NEURONA
21 DIAS
0S 0.34+0.07 0.14+0.03 0.43+0.09
LNDR 0.24+0.11 0.25+0.09 1.0440.32
24 DIAS
0S 0.29+0.07 0.15+0.09 0.51+0.20
__LNDR 0.08+0.006 * 0.20+0.06 2.63+0.98 *
27 DIAS
0S 0.98+0.02 0.09+0 00 0.09+0.002
__LNDR 0.51+0.04 * 0.120 006 0.19+0.01
30 DIAS
0S 0.22+0.009 0.1720.09 0.780.47
LNDR 0.19£0.12 024+003 | 1.26+0.18

‘-'—p<0.05 vs. grupo con OS (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

La concentracion de noradrenalina y su metabolito el MHPG en el
hipotalamo de los animales lesionados en el nicleo dorsal del rafé, alos 21, 24 y

30 dias de edad, no se modificé de manera significativa, en comparacion con los
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animales con operacion simulada. En los animales lesionados en el dia 27 de vida,
se observé disminucion significativa en la concentracion de MHPG, lo que se

reflejo en una menor actividad de la neurona noradrenérgica (Tabla IX).

Tabla IX. Media ¢ e.em. de la concentracion (ng/mg de tejido) de
noradrenalina (NA), del 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) y de la
actividad de la neurona noradrenérgica de ratas con operacion simulada (OS)
o con lesion del nucleo dorsal del rafé (LNDR) en el hipotalamo de ratas
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo prepuberal y sacrificadas el
dia del primer estro vaginal.

GRUPO NA MHPG ACTIVIDAD DE LA
NEURONA
21 DIAS
“ 0S 2.60£0.27 0.170.007 0.06+0.008 "
LNDR 4.011+0.43 0.18+0.02 0.05+0.01
|24 DIAS
OS 3.7610.48 0.29+0.06 0.08+0.02
u ' LNDR 4.52+0.15 0.20+0.03 0.05+0.008
27 DIAS
0S 2.161x0.18 0.20+0.01 0.09+0.005
LNDR 3.1310.24 0.08+0.04 * 0.02+0.01 *
M 30 DIAS
0S 3.15+0.49 0.45+0.25 0.15+£0.04
LNDR 3.96+0.17 0.4920.14 0.13120.04

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

Los resultados obfenidos en este estudio permiten suponer que durante el
desarrollo del animal prepuber el sistema serotoninérgico del hipotadlamo que se
origina en el nucleo dorsal del rafe, participa de manera diferencial en los
mecanismos neuroendadcrinos que dan lugar a la primera ovulacion. La falta de
ovulacion observada en los animales de 30 dias con lesion del rafé dorsal, nos
permite pensar que la informacion que se origina en este nucleo regula de manera
estimulante la secrecion de la LH, ya que ninguno de los animales con lesion
ovuld, independientemente de que en el ovario se observaron foliculos

preovulatorios. Por lo que es posible que esta respuesta es una consecuencia de;
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- Falta de secrecion de LH
- Falta de respuesta del ovario ala LH
- Una combinacion de ambos eventos

Para analizar este punto, se decidio realizar el siguiente experimento.

3. Efecto del reemplazo hormonal en animales con lesion del nucleo dorsal
del rafé.

Para estudiar si la falta de ovulacion en los animales de 30 dias con lesion
del nucleo dorsal del rafé esta vinculada a la falta de secrecion del "pico
preovulatorio” de la LH, en los animales de esta edad se efectud la lesion del

nucleo dorsal del rafé y se realizd el reemplazo hormonal con hCG.

| Para ello, a ratas hembras de 30 dias de edad con la lesién del nucleo
dorsal del rafé, en el dia 40 se les administré 10 u.i. de gonadotropina corionica de
mujer embarazada (hCG) (Sigma Chemical Co. St. Louis M.O. EE. UU.) por via
s.C. y se sacrificaron 20 horas después de la administracion de la hormona.

Para analizar si el bloqueo de la ovulacion en estos animales es una
consecuencia de modificacidbnes en la presencia de los receptores a la hormona
luteinizante, se decidio realizar la identificacion por inmunocitoquimica de los
receptores a la LH en el ovario de los animales con lesién del nucteo dorsal del
rafe en el dia 30 (Bukovsky et al., 1993 ).

En un grupo de hembras de 30 dias se efectud la lesion del nucleo dorsal
del rafé. Como grupo testigo se utilizaron animales con operacién simulada o
animales intactos. En todos los animales se registro la edad de la apertura vaginal
y del primer estro, momento en el cual se realizd la autopsia. A la autopsia los
ovarios fueron disecados, fijados en O.C.T. (Miles Inc. Elkhart, IN) y congelados en

nitrogeno liquido. Las muestras fueron almacenadas en hielo seco a -70 °C hasta
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la posterior cuantificacion de los receptores a la LH, la cual fue realizado por el Dr.

Bukovsky en la Universidad de Tennessee, Knoxville USA

RESULTADOS

1. Tasa de animales ovulantes y numero de ovocitos

E! reemplazo hormonal con hCG provoco que el 60 % de los animales con
lesion del nucleo dorsal del rafé ovularan y el numero de ovocitos liberados por

animal ovulante fue igual al del grupo con operacion simulada (Fig. 11).

2. Receptores ala LH.

En los ovarios de los animales testigo absoluto y con operacion simulada
sacrificados al primer estro vaginal, se observaron receptores a LH en los foliculos
en desarrolio y en los cuerpos luteos recién formados (Fig. 12a). En cambio, en los
animales con lesidon del rafé, sacrificados en el dia del primer estro vaginal, se
observaron foliculos preovulatorios. En estos foliculos la distribucién de los
receptores a la LH fue similar a la que se presenta en un animal en la tarde del
proestro y se identificaron en las células de la teca y de la granulosa , sin embargo,
su densidad es menor (Fig. 12b).

52,



TASA DE OVULANTES
100% -

80% -

60%

40% -

20% -

0%

1 NUMERO DE OVOCITOS
0 ~1

8- e

{JuNDR NLNDR+KCG

®p<0.05 va LNDR

Fig. 11. Respuesta ovulatoria (tasa de animales ovulantesy numero de

ovocitos liberados por ratas con lesion del nucleo dorsal del rafé en el dia 30 y
estimuladas con 10 u.i. de hCG.
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Los resuitados de estos estudios permiten sugerir que el blogqueo de la
ovulacion observado en los animales con lesion del nucleo dorsal del rafe en el dia
30, pudo deberse a una alteracion en la secrecion preovulatoria de la LH que
precede la primera ovulacion, ya que el tratamiento con hCG restauro la ovulacion
en los animales con lesién. Otra explicacion es que se haya modificado la
respuesta del ovario a dicha hormona, debido a que en los ovarios de estos
animales los receptores a la LH estuvieron presentes. pero posiblemente su

expresion se modifico.

Sin embargo, con estos resultados no es posible concluir si los efectos
diferenciales observados en la ovulacion en los animales con lesion en la fase
media y final de la etapa juvenil, son debidos a modificaciones en la actividad de
la neurona serotoninergica, dopaminérgica y noradrenergica del hipotalamo,
desde el momento de la lesion hasta el dia del primer estro vaginal, o del
crecimiento y la maduracion folicular en los ovarios de estos animales. Por ello, se
decidid efectuar un analisis temporal de los cambios en el sistema serotoninérgico,
dopaminérgico y noradrenérgico del hipotalamo y del crecimiento y maduracién

folicular en los animales que presentaron modificaciones en la ovulacion.

4.- Estudio temporal de los cambios producidos en el sistema
serotoninérgico del hipotalamo de ratas prepuberes, por la lesion del nucleo

dorsal del rafé.

Para analizar si los cambios en la ovulacion observados en |0s animales con
lesion del nucleo dorsal del rafé en animales de 24, 27 ¢ 30 dias de edad, se
pueden explicar por modificaciones en la concentracion de serotonina,
catecolaminas y de la actividad de las neuronas serotoninérgica vy
catecolaminérgica, desde el momento de la lesion hasta el dia del primer estro
vaginal o por cambios en el crecimiento folicular de los ovarios de estos animales,

se realizaron los siguientes experimentos.
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Ratas hembras de 24, 27 6 30 dias de edad (fase juvenil) se les realizo la
lesion del nucleo dorsal del rafé como y grupos de animales fueron sacrificadas
cada 48 horas a partir de que se hizo la lesion, hasta el dia del primer estro
vaginal. En el hipotalamo de estos animales se cuantificd la concentracion de
serotonina, catecolaminas y sus metabolitos. En los ovarios de los animales
lesionados el dia 27 y 30 se realizo el estudio de la poblacion folicular. Como
grupos de comparacion se utilizaron animales intactos o con operacion simulada

sacrificados a |las mismas edades que los animales con tesion,

Como grupo testigo de comparacion d los ocho dias posteriores a las
intervenciones, se emplearon los animales sin tratamiento sacrificados el dia del
primer estro vaginal, debido a que el primer estro vaginal se presentd a los
37.5%0.4 dias.

RESULTADOS

Animal de 30 dias

1. Concentracion de serotonina y catecolaminas.

En la fig. 13 se muestran los resultados de la concentracion de serotonina
(a), 5-HIAA (b) y de la actividad de la neurona serotoninérgica (c) en el hipotalamo
de las ratas hembras con operacion simulada o lesion del nucleo dorsal del rafe,
sacrificadas cada 48 horas a partir de la lesion En comparacion con el grupo
testigo absoluto, en los animales sometidos a operacion simulada, la concentracion
de serotonina aumentd a las 48 horas de producida la intervencion y se normalizo
posteriormente. En el dia del primer estro vaginal, la concentracion del 5-HIAA
aumento significativamente en el hipotdlamo de los animales con operacion
simulada, mientras que en comparacion con el grupo testigo absoluto, la actividad

de la neurona serotoninérgica no se modificd. En los animales con lesion del
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nlcleo dorsal del rafé, la concentracién de serotonina y del 5-HIAA disminuyd en
todos los momentos estudiados (Fig. 13 a y b). Mientras que, la actividad de la
neurona serotoninérgica aumentd en los animales sacrificados 48 horas después

de la intervencion y en el dia del primer estro vaginal (Fig. 13c).

En comparacion con los animales sin tratamiento, las concentraciones de
DA y DOPAC y la actividad de la neurona dopaminérgica, fueron modificadas de
manera paralela por la operacion simulada y la lesion del nucleo dorsal del rafé
(Tabla X).
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Fig. 13. Media de la concentracion (ng/mg de tejido) de: a) serotonina (5-HT), b)
del acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) y c¢) la actividad de la neurona
serotoninérgica (5-HIAA/S- HT) en el hipotalamo de ratas hembras testigo absoluto
(TA), con operacion simulada (OS) o con lesién del nucleo dorsal del rafé al dia

30, sacrificadas a diferentes tiempos después de realizada la lesion.
»
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Tabla X. Media £ e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de la dopamina
(DA), del acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y de la actividad de la
neurona dopaminérgica en el hipotalamo de ratas testigo absoluto (TA), con
operacion simulada (0OS) o con lesion del nicleo dorsal del rafé (LNDR) en el
dia 30, sacrificadas a diferentes tiempos después de realizada ia lesion.

u GRUPO DA DOPAC ACTIVIDAD DE ]
LA NEURONA
|2 DIAS
TA 0.26+0.06 0.15+0 02 0.63+0.09
0S 0.19+0.05 0.91¢0 18 & 13.3916.24 &
LNDR 0.21+0.08 0.86+0.08 11.43+1.18
|4 DIAS |
TA 0.33+0.08 0.1110 01 0.42+0.11 L
oS 0.50+0.04 0.211+0.03 0.4410.09
LNDR 0.52+0.03 0.18+0.005 0361002 |
6 DIAS ‘
TA 0.13+0.03 0.14+0.02 1.31+0.23 q
0S 0.33+0.02 & 0.13+0.02 0.40+0.05 & Ll
LNDR 0.34+0.04 0.13+0.02 0.41+0.11
8 DIAS |
TA 0.07+0.005 0.81+0.04 11.39+0.69 i
oS 0.50+0.09 & 0.12+0.008 & 0.37+0.12 &
LNDR 0.6820.03 0.1410.02 0.21+0.02 |
PE -
TA 0.07+0.005 0.8110 04 11.39+0.69
oS 0.22+0.009 0.17 +0.09 & 0.78+0.47 &
0.19+0.12 0.2410 03 2.41+0.78

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

En comparacién con el grupo de animales testigo absoluto, en el hipotalamo

de los animales con operacion simulada o lesion del nucleo dorsal del rafé, no se

observaron diferencias significativas en las concentraciones de NA y MHPG,

aungue la actividad de la neurona noradrenérgica aumentd significativamente en

los animales con lesion, sacrificados 96 horas después de la misma (Tabla X|).



Tabla X). Mediate.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
(NA) 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) y de la actividad de la
neurona noradrenérgica en el hipotalamo de ratas testigo absoluto (TA), con
operacion simulada (OS) o con lesion del nucleo dorsal del rafé (LNDR) en el
dia 30, sacrificadas a diferentes tiempos después de realizada la lesion.

‘ GRUPO NA MHPG ACTIVIDAD DE
I | LA NEURONA
2 DIAS
TA 2.70+0.16 0.28+ 0.03 0.10+0.006 I
0S 3.56+0.32 0.22+ 0.05 0.06+ 0.01
LNDR 3.15+0.18 0.21+0.06 0.07+ 0.02
| 4 DIAS
TA 2 55+0.25 0.38+0.19 0.07+0.006
l 0S 2.78+0.10 0.17+ 0.01 0.0640.004
LNDR 2.60+0.13 0.17+ 0.03 0.40+0.004 *
6 DIAS
TA 2.69+0.07 0.18+0.005 0.2120.14
0S 2.54+0.18 0.15+ 0.01 0.06+0.005
LNDR 1.56+0.11 * 0.17+0.004 0.11+ 0.01
8 DIAS
TA 3.7410.31 0.21+ 0.07 0.06+0.005
0S 2.54+0.17 0.15+0.008 0.06+0.004
LNDR 3.1240.21 0.20+ 0.03 0.06+0.012
PE
TA 3.7410.31 0.21+ 0.07 0.06+0.005
0S 3.15+0.49 0.45+ 0.25 0.15¢0.04 & |
LNDR 3.9610.17 0.49+ 0.14 0.12+0.04

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

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

2. Peso corporal y de 0rganos.

El aumento ponderal de los animales, el peso de l0s ovarios y el Utero no

fueron modificados por la operacién simulada. En cambio, el peso corporal y de!

utero de los animales con lesidon del nucleo dorsal del

rafé, disminuyo
significativamente a las 48 horas después de la intervencion y este parametro se
recupero en los animales autopsiados en los dias subsiguientes, aun cuando los
animales presentaron su primer estro vaginal, el peso corporal y del Utero fue

menor que el de los animales testigo. Mientras que el peso de los ovarios de los
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animales lesionados fue similar al del grupo con operacion simulada durante las

primeras 192 horas, pero en el dia de! primer estro vaginal el peso de la gonada

fue menor que el de los animales testigo (Tabla Xil)

Tabla Xlil. Peso corporal (g) de los ovarios y del utero (mg) (media £ e.e.m.)
de ratas testigo absoluto (TA), con operacion simulada (OS) o con lesién del
nucleo dorsal del rafé (LNDR) en el dia 30, sacrificadas a diferentes tiempos
después de realizada la lesion.

* p<0.05 vs. grupo con OS (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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[ GRUPO | n | PESO " OVARIOS UTERO |
| CORPORAL
2 DIAS I
TA 10 75.0¢1.78 27 5+0.8 64.8+1.8
0S 9 80.3+2.45 246115 76.416.6
__LNDR 10 727+1.9* 24.0%1.3 52.0+2.7 *
4 DIAS
TA 5 91.614.1 266+1.9 104.415 9
oS 6 81.3+3.6 24 5+0.6 90.1+11.8
" LNDR 5 74.4+4.0 256412 65.143.9
ﬁis DIAS
TA 6 100.5+3.3 23.9+0.8 948438 |
“ 0S 5 91.6+3.9 255413 78.615.9
_LNDR 5 86.8+3.4 243+15 72.846.0
8 DIAS
TA 24 107.3+1.5 36.1+1.4 169.4+5.7
0S 10 97.4+2.6 291411 88.9+3.2*
PL LNDR 6 100.8+3.6 240418 75.046.1
PE '
TA 24 107.3%1.5 36.1¢1.4 169.445.7
0S 16 113.743.9 29.6+1 8 146.6+7.3
LNDR 14 100.6+3.2 * 218+1.4"* 117.2¢10.2 *




3. Poblacion folicular.

En los ovarios de los animales con operacion simulada no se modifico el
numero de foliculos totales medidos y su distribucion por rango, con excepcion del
numero de foliculos preovulatorios que aumentaron a las 192 horas de la
operacion. En cambio, en las ratas con lesion del nucleo dorsal del rafé, el numero
de foliculos totales, pequenos y medianos disminuyo significativamente a las 96 6
144 horas después de producida la lesion, mientras que a las 192 horas (8 dias),
se observé el aumento en el numerc de foliculos pequenos y medianos lo que
puede interpretarse como la aceleracion del crecimiento folicular. En el dia del
primer estro vaginal, el numero de foliculos preovulatorios presentes fue el doble

que en el grupo con operacion falsa (Tabla Xlil).

El numero de foliculos sanos en los ovarios de los animales con operacion
simulada disminuyd entre las 96 y 196 horas posteriores a la intervencién. Esta
disminucion fue mas evidente en el grupo con lesion del rafé y a las 48 horas
previas a la primera ovulacidén. En los ovarios de estos animales el nimero de
foliculos sanos es muy bajo y al primer estro vaginal todos los foliculos
preovulatorios cuantificados presentaron signos evidentes de atresia (Fig. 14).



Tabla Xill. Naumero de foliculos (media £ e.e.m.) medidos en los ovarios de
ratas testigo absoluto (TA), con operacion simulada (OS) o con lesion del
nucleo dorsal del rafé (LNDR) en el dia 30 y sacrificadas a diferentes tiempos

después de realizada la lesion.

GRUPO FOLICULOS DISTRIBUCION _ POR RANGQ
| TOTALES < 390 uym 39-500m >500 pm
2 DIAS |
TA 189.0441.7 168.8+45.8 11.721.6 1.3+0 4
| os 94.219.2 84.949.4 7.241.1 2506 |
LNDR 144.8427.9 131.6+27.8 9.3+1.1 4.3:06 |
4 DIAS ’
TA 139.2+13.4 121.8+11.5 9.8+1.9 75210 |
0S 161.0+ 8.8 147.0+8.6 10.811.8 3.8+1.4
LNDR 137.2+3.5 * 120.3+3 5 * 11.641.2 5.31.1
6 DIAS
TA 136.0£13.6 117.2413.9 8.7+ 2.11 10.7£2.1 |
0S 141.3+ 3.7 117.7¢ 0.9 19.0%4.7 4.7+0.8
LNDR 1147+ 3.8 * 103.5¢2.0 * 9.242.3 2.0:06*
8 DIAS
| TA 95.8+12.2 82.0£11.0 13.441.9 1.0£0.4
0S 87.5+3.0 73.8+4.1 7.2+1.1 9.5+0.8 &
LNDR 124.0£7.0 * 98.8+4.8 * 16.842.3 * 8.3x1.5 u
|PE
TA 95.8412.2 82.0+11.0 13.0%1.9 1.0£0.4
| 0S 86.8+4.5 73.1%4.1 11.741.5 2.0£0.4
LNDR 109.249.8 94.7+7.1 9.0+2.8 5.520.8 *

& p<0.05 vs. grupo con TA (Prueba de Kruskal-Wallis).
*  p<0.05 vs. grupo con OS (Prueba de Kruskal-Wallis).
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Fig. 14. Media del numero de foliculos preovulatorios sanos con diametro >500 ym
medidos en los ovarios de ratas testigo absoluto (TA). con operacién simulada
(OS) o lesién del nucleo dorsal del rafe (LNDR) en el dia 30 y sacrificadas a

diferentes tiempos después de realizada la lesion.

Animal de 27 dias

1. Concentracion de serotonina y catecolaminas.

En comparacidon con los grupos de animales testigo absoluto, en el
hipotalamo de las ratas con operacion simulada se observé un incremento en |a
concentracion de serotonina 48 y 240 horas despues de la intervencién. En

cambio, en los grupos con lesién del rafé, el contenido de la amina disminuyé en
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todos los grupos, pero esta disminucion fue mas evidente a las 240 horas y al

primer estro vaginal (Fig 15a).

En el hipotalamo de los animales con operacion simulada la concentracion
del 5-HIAA se incremento significativamente a las 48 horas de la intervencion,
mientras que disminuyd a las 96 y 144 horas posteriores (Fig. 15b). Las
modificaciones en las concentraciones de 5-HT y su metabolito (Figs. 15a y b) se
reflejan claramente al analizar la actividad de la neurona serotoninérgica (Fig. 15¢)
donde se observd un aumento significativo a las 240 horas (10 dias) de realizada

la intervencion y en el dia del primer estro vaginal.

El analisis de los cambios en la concentracion de DA en el hipotalamo se
muestra en ia tabla XIV. En el grupo con operacion simulada la concentracion de
DA disminuyd a las 48 horas de realizada la intervencion, mientras que a las 240
horas y al primer estro vaginal se incrementd significativamente. En cambio, la
concentracion de DOPAC disminuyo a las 144 horas y al primer estro vaginal,
siendo en este dia mas evidente la disminucion del metabolito.

En el grupo con lesion del rafe, a las 48 y 144 horas de la intervencion la
concentracion de DA se incrementd y en el dia del primer estro vaginal disminuyd.
La actividad de la neurona dopaminérgica en los animales testigo absoluto fue
significativamente mayor en el dia del primer estro vaginal en comparaciéon a los
dias previos. Este evento se modificé de manera paralela por la operacién
simulada y la lesion del niicleo dorsal del rafé en el dia del primer estro (Tabla
XIV).
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Fig. 15. Media de la concentracidn (ng/mg de tejido) de: a) serotonina (5-HT), b)
del acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) y c¢) la actividad de la neurona
serotoninérgica (5-HIAA/5-HT) en el hipotalamo de ratas hembras testigo absoluto
(TA), con operacion simulada (OS) o con lesion del nucleo dorsal del rafé al dia 27,

sacrificadas a diferentes tiempos después de realizada la lesion.
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Tabla XIV. Media £ e.e.m. de la concentracion (ng/mgqg de tejido) de dopamina
(DA), del acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y de la actividad de la
neurona dopaminérgica en el hipotalamo de ratas testigo absoluto (TA), con
operacion simulada (OS) o con lesion del nucleo dorsal del rafé (LNDR) en el

dia 27, sacrificadas a diferentes tiempos después de realizada la lesion.

T

e
i

GRUPO DA DOPAC ACTIVIDAD DE
LA NEURONA
2 DIAS
TA 0.4140.04 0.2540 04 0.64+0.06
0S 0.25+0.01 & 0.1840 02 0.76+0.11
~ LNDR 0.51+0.04 * 0.2940 01 * 0.568+0.05
|4 DIAS
| TA 0.19+0.01 0.18+0 03 0.95+0.15
0S 0.13+0.02 0.1240 007 0.94+0.12
| LNDR 0.06+0.006 * 0.12+0 008 2.2040.26 *
6 DIAS
TA 0.20+0.01 0.41+0 08 2.3240.56
0S 0.1120.02 0.13:001 & 1.3020.25
LNDR 0.2040.02 * 0.13:0 008 0.6940.12
'8 DIAS
TA 0.49+0.13 0.1440 02 0.410.11
0S 0.35+0.07 0.12+0 006 0.5240.13
LNDR 0.3940.03 0.1040.003 0.27+0.02
10 DIAS
J TA 0.19+0.005 0.09+0 005 0.4740.03
0S 0.43+0.06 & 0.20+0 09 0.3040.06
LNDR 0.44+0.06 0.2240 05 0.5740.18
PE
TA 0.07+0.05 0.8110 04 12.2040.99
0S 0.98+0.02 & 0.0910 001 & n.09+0.002 &
LNDR 0 5140.04 * 0.10+0 006 0194012 |

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

En el hipotalamo de los animales con operacion simulada la concentracion
de noradrenalina disminuyo en el dia del primer estro vaginal, mientras que la
concentracion de su metabolito, el MHPG, no presentd cambios después de la
intervencion. En cambio, en los animales con lesidon la concentracion de NA
disminuyoé a las 48 horas y el MHPG en el estro vaginal (Tabla XV).
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En comparacion con el grupo con operacion simulada. en los animales con lesion

se incrementd la actividad de la neurona noradrenérgica a los 4 dias, mientras que

al primer estro vaginal ésta disminuyo significativamente

Tabla XV. Media £ e.e.m. del peso del hipotalamo (mg) y de la concentracion

(ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA),

4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol

(MHPG) y de la actividad de la neurona noradrenérgica de ratas testigo
absoluto (TA), con operacion simulada (OS) o con lesion del nucleo dorsal
del rafé (LNDR) en el dia 27, sacrificadas a diferentes tiempos después de

realizada la lesion.

, GRUPO NA MHPG ACTIVIDAD DE |
LA NEURONA
l 2 DIAS
TA 0.97+0.05 ND ]
0S 0.98+0.02 ND ]
LNDR 1.11+0.06 ND . “
'4 DIAS !
TA 1.22+0.06 0.18+0.005 0.1520.007
0S 1.30:0.03 0.18+0 005 0.130.007 “
L __LNDR 0.840.001 * 0.2040.007 0.24+0.02 *
|6 DIAS
TA 2624012 ° 0.13+ 0.01 0.05+0.007
0S 2.3310.21 0.14+ 003 0.0610.01
LNDR 2.430.16 0.21+0.007 0.09+0.008
8 DIAS
TA 2.8120.24 0.18+0.006 0.07+0.005
0S 2.60+0.12 0 170 007 0.07+0.005
| LNDR 1.910.27 0.15+0 008 0.09% 0.02
110 DIAS
TA 2.2240.52 0.14% 0.07 0.0610.004 |
0S 2.63+0.30 0.13+0.009 0.05+0.008
LNDR 2.64+0.20 0.13+0 004 0.05+0.008 J‘
PE
TA 3.7410.31 0.21+0 07 0.11+0.05 |
0S 2.6120.18 & 0.20+0.01 0.09+0.005 ““
LNDR 3.1310.24 0.08+0.04 * 0.020.01

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

* p<0.05vs. grupo con OS (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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2. Peso corporal y de 6rqanos.

Los resultados del peso corporal, de los ovarios y del utero se presentan en
la tabla XVI. E! peso corporal de los animales con operacion simulada o con lesion
del rafé, disminuyo significativamente a las 48 horas de la intervencion y se
recuperd en los dias subsiguientes. No se observaron cambios en el peso de los
ovarios, mientras que el peso del utero disminuyo tanto en los animales con lesidén
como en los que se practico la operacion simulada excepto a las 240 horas (10
dias), momento el que el peso del utero de los animales con lesion fue
significativamente mayor que el de los animales testigo absoluto, mientras que, el
de los animales con lesion falsa fue significativamente menor. No se observaron
diferencias en el peso del utero, en los tres grupos de animales sacrificados en el

dia del primer estro vaginal.

3. Poblacion folicular

El numero de foliculos totales medidos y su distribucion por rangos, fue
similar en los animales con lesion falsa y los testigos absolutos, con excepcion de
las 96 horas después de la operacion donde se observo la disminucién del nimero
de foliculos totales, pequefos y medianos. En los animales con lesion del nucleo
dorsal del rafé sacrificadas 48 ¢ 240 horas después de producida la lesién
disminuyé el numero foliculos medianos. En los otros periodos estudiados no se
observaron cambios (tabla XVII).
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Tabla XVI. Peso corporal (g) de los ovarios y del utero (mg) (media t e.e.m.)
de ratas testigo absoluto (TA), con operacion simulada (OS) o con lesion del
nucleo dorsal del rafé (LNDR) en el dia 27, sacrificadas a diferentes tiempos
después de realizada la lesion.

| GRUPO n | PESO CORPORAL OVARIOS UTERO
2 DIAS
TA 11 68.7+0.9 238116 57.7+2.4
" 0S 11 60.2+1.6 & 21610 8 449429 &
LNDR 11 54.0+1.4 * 22 9:08 48 8+1.8
4 DIAS
TA 10 71.4%1.4 218407 54.31+2.6
0S 9 72.9+3.4 24 911 3 57.1+1.8
LNDR 10 64.743.2 23841 1 49.4+1.7 *
6 DIAS
TA 9 91.242.5 27 6205 92.9+3.0
0S 5 85.2+2.4 28 521 9 58.8+1.8 &
_LNDR 5 76.6+4.5 23 240 8 52.9476 |
8 DIAS
TA 6 91.545.4 286105 81.616.9
0S 8 89.3+4.0 28 411 2 82.2¢4.9 |
LNDR 8 79.3+2.6 2521 1 57.8+3.5*
'10 DIAS
TA 5 99.6+1.9 26 410 6 80.842.3
0S 8 93.432 5 24 611 4 59.9+4.5 &
LNDR 6 94.7+2.9 27 421 1 150.1411.3 *
PE
TA 24 107.3+1.5 36 11 4 169.315.7
0S 13 111.7+3.6 32 211 5 162.1+7 6
LNDR 10 113.741.2 35412 8 149.417 .4

& p<0.05 vs. grupo con TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
" p<0.05 vs. grupo con OS (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey
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Tabla XVIl. Namero de foliculos (media + e.e.m.) en los ovarios de ratas
testigo absoluto (TA), con operacion simulada (OS) o con lesion del nucleo
dorsal del rafé (LNDR) en el dia 27 y sacrificadas a diferentes periodos del
desarrolio prepuberal.

GRUPO FOLICULOS DISTIRIBUCION
| TOTALES < 390 ym 390-500um >500 pm
2 DIAS
TA 146.046.7 127.746.6 18.31+2.3 0.0
0S 152.5%10.7 146.4110.9 6.240.9 & 0.0
LNDR 194.3+16.1 183.0+£16.3 11.3¢1.4 * 0.0
4 DIAS
TA 162.8+22.8 150.2424.1 11.341.94 1.340.5
0S 91.8+15.5 & 89.3+14.3 & 2.330.8 & 0.2¢0.2
LNDR 125.7+11.2 119.2411.2 4.8+0.3 0.0
6 DIAS
TA 102.74¢11.1 94.7+11.1 5.2+0.7 2.8+0.3 ]
0S 127 84126 118.33+12.4 6.5+0.8 3.0¢0.5
LNDR 120.3+7.8 112.8+7.6 4.8+1.8 2.740.3
10 DIAS
TA 77.415.2 56.8+5.2 10.4+1.2 8.4+0.8 |
0S 87.322.7 69.6+1.8 9.7+1.4
LNDR 81.546.3 52.645.8 19.3+1.3*
PE
TA 95.8412.2 82.0+11.0 13.0¢1.9
0S 96.015.2 81.5¢5.5 12.0+1.6
LNDR 81.7+11.7 68.849.7 9.042.5

& p<0.05 vs. grupo con TA (Prueba de Kruskal-Waliis)
* p<0.05 vs. grupo con OS (Prueba de Kruskal-Wallis)

En los dias previos a la apertura vaginal y en el dia del primer estro vaginal,

el numero de foliculos preovulatorios presentes fue similar en relacion al grupo con

operacion simulada (Fig. 16). El niumero de foliculos sanos fue mayor en los

ovarios de los animales a las 240 horas de haber realizado la lesion, en los que se

observo el incremento en el peso del utero.
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Fig. 16. Media del numero de foliculos preovulatorios sanos con diametro < 500
iwm en los ovarios de ratas testigo absoluto (TA), con operacién simulada (OS) o
lesion del nucleo dorsal del rafé (LNDR) al dia 27, sacrificadas a diferentes

tiempos después de realizada la lesion.

Animal de 24 dias

1. Concentracion de serotonina y catecolaminas.

En la figura 17 (a, b y ¢) se muestra la concentracién de serotonina, de su
metabolito y de la actividad de la neurona en el hipotalamo de animales con
operacion simulada o con lesion del rafé realizada en el dia 24 de vida y

sacrificados a diferentes tiempos luego de la intervencion. En los animales con
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operacion simulada la concentracion de la amina disminuyo entre las 192 y  las
288 horas posteriores a la intervencion. En cambio, en todos |los grupos con lesion
del rafé la concentracion de serotonina disminuyo en relacion a sus respectivos
grupos testigo con operacion simulada. Tal disminucion fue mas evidente en los

dias cercanos la apertura vaginal.

En el hipotalamo de los animales con operacion simulada la concentracion
del 5-HIAA fue mayor que en sus testigos absolutos a partir de las 144 horas
posteriores a la intervencion, con excepcion de las 192 y 240 horas, donde se este
evento se invirtio. En los grupos con lesidon del rafé se observo la tendencia a la
disminucion de la concentracion del 5-HIAA, la cual fue estadisticamente

significativa entre las 96 y 384 horas posteriores a la lesion (Fig. 17b).

La actividad de la neurona serotoninérgica disminuyo a las 48 horas de la
operacion simulada, mientras que a las 288 y 336 horas este evento se invirtio.
En cambio, cuando se realizé la lesion la actividad de la neurona aumenta, pero
unicamente a las 48 y 144 horas de evolucion y al primer estro vaginal en relacion

Con sus respectivos grupos con operacion simulada (Fig 17c).
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Fig.17. Media de la concentracion (ng/mg de tejido) de: a) serotonina (5-HT), b)
del acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) y c) de la actividad de la neurona
serotoninergica (5- HIAA/5-HT) en el hipotalamo de ratas hembras testigo absoluto
(TA) o con operacion simulada (OS) o lesidn del nucleo dorsal del rafé (LNDR) al

dia 24, sacrificadas a diferentes tiempos después de realizada la lesion.
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En el hipotalamo de los animales con operacion simulada aumento la
concentracion de DA a los catorce y dieciseis dias posteriores a la intervencion,
mientras que, la concentracién de su metabolito disminuyé de las 192 horas
posteriores a intervencién hasta el dia del primer estro vaginal. La actividad de la
neurona dopaminérgica disminuy¢ de las 336 horas posteriores a la intervencion

hasta el dia del primer estro vaginal (Tabla XVIiI).

Cuando se realizo la lesion del rafé, la concentracion de la DA unicamente
disminuyo en el dia del primer estro vaginal y la de su metabolito y la actividad de

la neurona dopaminérgica no se modificaron (Tabla XVIli).

La concentracion de noradrenalina en el hipotalamo de los animales con
operacion simulada o lesion del nucleo dorsal del rafé no se modificé en ninguno
de los periodos estudiados. Mientras que en el grupo con operacién simulada, la
concentracion del MHPG se incrementd a las 144 y 288 horas posteriores a la
intervencion y en los animales con lesion este comportamiento se observo a las 48
horas. La actividad de la neurona noradrenérgica no se modificod por la operacién
simulada o por la lesién (Tabla XiX).

2. Peso corporal y de 6rganos.

En comparacién con el grupo testigo absoluto el crecimiento ponderal de los
animales unicamente disminuyd a los 48 horas de la operacion simulada y el peso
de los ovarios y del utero no se modificaron. Asi mismo, en los animales con
lesion del rafé no se observaron cambios en el peso de los animales y del utero. El
tamano de la gonada se mantuvo igual al grupo con operacion simulada hasta las
124 horas posteriores a la intervencidn, pero a las 196 horas disminuyd y a los 16

dias se incremento, tales diferencias no se observaron mas adelante (Tabla XX).
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Tabla XVIll. Media £ e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de la
dopamina, del acido 3, 4-dihidroxifenilacético (DOPAC) o de la actividad de la
neurona dopaminérgica en el hipotalamo de ratas testigo absoluto (TA), con
operacion simulada (OS) o con lesion del nucleo dorsal del rafé (LNDR) en el
dia 24, sacrificadas a diferentes tiempos después de realizada la lesion.

& p<0.05 vs. grupo con TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
p<0.05 vs. grupo con OS (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

*
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GRUPO DA DOPAC ACTIVIDAD DE LA
l | NEURONA
2 DIAS
TA 0.22+0.01 0.13+0.01 0.58+0.04
oS 0.19+0.33 0.15+0.02 0.77+0.09
LNDR 0.21+0.04 0.1410.18 0.64+0.04
4 DIAS
TA 0.4240.05 0.1040.02 0.2340.03
oS 0.430.02 0.0910.05 0.21+0.11
LNDR 0.36+0.02 0.0940.02 0.27+0.07
6 DIAS
TA 0.19+0.02 0.08+0.004 0.42+0.05
oS 0.24+0.02 0.09+0.02 0.3740.05
LNDR 0.47+0.25 0.12+0.01 0.47+0.12
8 DIAS
TA 0.2640.06 0.15+0.02 0.63+ 0.1
oS 0.1840.008 0.06+0.003 & 0.39+0.06
_LNDR 0.19+0.009 0.06+0.003 0.3110.02
10 DIAS 1
TA 0.29+0.06 0.10%0.01 0.46+ 0.1
oS 0.23+0.01 0.07+0.006 & 0.3140.02
| LNDR 0.19+0.009 0.07+0.04 0.36+0.02
12 DIAS |
TA 0.12+0.04 0.28+0.13 1.3240.23
ﬁw oS 0.360.11 0.18+0.04 0.64+0.14 &
LNDR 0.3510.04 0.05+0.04 015:013 |
14 DIAS N
TA 0.07+0.005 0.81+0.04 12.20%0.1.
0S 0.6740.07 & 0.14£0.02 & 0.2240.04 & i
LNDR 0.370.06 0.11+0.01 0.3240.05
16 DIAS
TA 0.07+0.005 0.81:0.04 12.20% 0.1
0S 0.35£0.02 & 0.19:0.02 & 0.59+0.11 &
LNDR 0.33£0.01 0.16+0.02 0.48+0.06
PE
TA 0.07+0.005 0.81+0.04 12.20% 0.1
oS 0.29£0.06 & 0.15£0.09 & 1.4041.20 &
| LNDR 0.08+0.006* 0.200.06 263098




Tabla XIX. Media £ e.e.m. del peso del hipotalamo (mg) y de la concentracion
(ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA),
(MHPG) y de la actividad de la neurona noradrenérgica en el hipotalamo de
ratas testigo absoluto (TA), con operacion simulada (OS) o con lesion del

nucleo dorsal del rafé (LNDR) en el dia 24, sacrificadas después de la lesion.

——

e
——

4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol

& p<0.05 vs. grupo con TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
* p<0.05 vs. grupo con OS (ANDEVA seguida de |a prueba de Tukey).
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. W — e —— S
GRUPO NA MHPG ACTIVIDAD DE
LA NEURONA
2 DIAS
TA 2.6310.09 0.2840.02 0.25:0.14
0S 2.97+0.15 0.3440.01 0.11+0.004
___LNDR 2.8240.07 n.4840.04 * 0.1740.02
4 DIAS
TA 2.85+0.18 0.450.12 0.16+0.04
0S 3.2340.02 N.62+0.001 0.19+0.001
LNDR 2.99+0.05 0.63+0.01. 0.2110.002 |
6 DIAS
TA 2.85+0.14 0.24+0.008 0.08+0.007
0S 3.07+0.12 0.34:0.02 & 0.11:0.01 I
LNDR 3.33+0.25 0.29+0.03 0.09+0.01
8 DIAS I
TA 2.70£0.16 0.28+0.03 0.25%0.16
oS 2.70+0.06 0.2410.01 0.09+0.01
LNDR 2.95+0.05 0.30+0.01 0.10£0.007 |
10 DIAS
TA 2.69+0.19 0.19+0.01 0.0710.004 |
0S 3.29+0.12 0.22+0.02 0.0740.005 |
__LNDR 3.55+0.21 0.2110.02 0.06+0.006
12 DIAS
TA 2.69+0.07 0.1910.006 0.1720.11
0S 3.1310.15 0.6410.05 & 0.20+0.01
__LNDR 3.6310.25 0.63+0.03 0.18+0.02
14 DIAS
TA 3.74+0.31 0.2120.07 0.0610.005
0S 3.99+0.39 0.66+0.03 0.1710.02
| LNDR 3.11£0.03 0.49+0.06 0.16+0.02
116 DIAS
TA 3.74+0.31 0.21+0.07 0.06+0.005
0S 2.8610.37 0.55+0.03 0.20+0.02
LNDR 2.47+0.15 0.60+0.02 0.24+0.01
PE '
TA 3.740.31 0.21+0.07 0.06+0.005
0S 3.7610.48 0.2920.06 0.08+0.02
LNDR 4.52+0.15 0.20+0.03 0.04+0.008




- Tabla XX. Peso corporal (g) de los ovarios y del utero {mg) (media t e.e.m.)
de ratas testigo absoluto (TA), con operacion simulada (OS) o con lesién del
nucleo dorsal del rafé (LNDR) en el dia 24, sacrificadas a diferentes tiempos
después de realizada la lesion.

& p<0.05 vs. grupo con TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
* p<0.05 vs. grupo con OS (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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A T e e L
l GRUPO n PESO CORPORAL OVARIOS UTERO |
2 DIAS
TA 75.642.9 2372 1 57.842.8 i
0S 5 71.616.6 24 7207 53.2+1.8
LNDR 5 65.25.8 235118 47.142.0
| 4 DIAS
TA 11 67.0+1.6 24 3310 51.5+2.7
0S 6 58.5+3.6 & 24 4116 46.242.5
LNDR 10 52.3+1.8 229109 43.3+1.8
6 DIAS
TA 5 75.642.9 23 742 1 57.842.8
0S 5 71.616.6 24 730 7 53.2+1.8
LNDR 5 65.215 8 235118 471420 |
8 DIAS I
TA 5 72.842.7 27241 1 66.4+2.6
0S 5 81.45.4 282109 58.6+3.0
LNDR 6 66.745.0 22 7¢11° 53.3+3.7
[10 DIAS
TA 5 75.62.9 23744 12 57.842.85
0S 5 71.616.6 247407 63.2+1.8
LNDR 5 65.2+5.8 235318 47.122.0
| 12 DIAS
TA 6 100.543.3 239+08 94.8+3.8
oS 5 89.4+3.0 25042 3 84.7+3.1
LNDR 5 89.4+3.7 257420 60.845.2
14 DIAS
TA 5 107.3¢1.5 36.1214 169.025.7
0S 5 99.015.3 23421 08& £8.613.2 &
LNDR 7 86.345.2 282:10°" 64.2+4.4
'FG DIAS
TA 5 107.321.5 36 121 4 169.015.7
0S 5 108.41.6 29 431 4 122.1£12.3
IL LNDR 5 105.645.5 27 3819 141.3%21.1
PE
| TA 24 107.321.5 36.131.4 169.345.7
oS 14 114.412.2 31013 160.717.1
LNDR 12 111.823.3 30.2:16 149.016.9



| ESTA TESIS MO [rpr
DISCUSION IR OBE (4 BlbuoiEa

Los resultados de este estudio permiten sugerir que el sistema
serotoninérgico del hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del rafe participa
de manera estimulante o inhibitoria en la modulacion de los mecanismos

neuroendocrinos que culminan con la pubertad y la primera ovulacion.

La participacion del sistema serotoninérgico en la regulacion de la
secrecion de la GnRH y las gonadotropinas que culminan con |a primera ovulacion
seria diferente durante el desarrollo postnatal de la rata. Diversos estudios
experimentales sefalan que la funcion de este sistema de neurotransmision es
controversial. Las divergencias reportadas en la literatura sobre la participacion de
la 5-HT pueden deberse a que en la interpretacion de los datos no se consideran
ni |a edad del animal en la que se realizan las manipulaciones experimentales, ni el
medio hormonal. Con base en los resultados de este estudio tales variables
parecen ser de gran importancia en el analisis de la participacion del sistema
serotoninérgico en la regulacidn de la pubertad.

Nuestros resultados muestran que la eliminacion de la informacion
serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del rafé al final
de la fase infantil (dia 21), resulté en el retraso de la edad de la apertura vaginal y
no modificé el crecimiento y maduracion folicular, ni la primera ovulacion. Mientras
que cuando dicha manipulacion se realiza en la parte media de |a fase juvenil (dia
24 y 27) se incrementa la respuesta ovulatoria y disminuye el proceso de atresia
folicular. En cambio, cuando la eliminacion del nucleo se realizd al final de la fase
juvenil (30 dias) se blogued la ovulacion y el proceso de atresia se incremento.
Estos eventos apoyan la idea de que los cambios observados por la eliminacion
de la informacion serotoninérgica del nucleo dorsal del rafé dependen de la edad

del animal en la cual se realizan dichas manipulaciones.
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Nuestros resultados sobre la cuantificacion de la 5-HT en el hipotalamo son
semejantes a los reportados por Watts y Stanley (1984) en que la concentracion
de 5-HT es baja durante la primera semana de vida de los animales y aumenta
conforme el animal madura. Estos hechos nos permiten sugerir que en los dias
cercanos al nacimiento este sistema de neurotransmision no esta aun desarrollado
por completo. Esta afirmacion es apoyada por los estudios de Lidov y Molliver
(1982a, b); Whitaker y Azmitia (1980), quienes mostraron que las bajas
concentraciones de 5-HT en el neonato estan aparejadas a un numero reducido
de neuronas serotoninérgicas funcionales. Los axones de estas neuronas invaden
la mayoria de las areas del telencéfalo en el dia 21 de gestacion, mientras que la
inervacion del hipotalamo y de las otras estructuras del SNC culmina en la tercera

semana de vida del animal.

Otro de los factores que puede explicar la inmadurez del sistema
serotoninergico en el neonato, son los cambios en la biosintesis de la 5-HT
vinculados a la disponibilidad del triptofano, ya que existen evidencias de que en
la rata neonatal y adulta la concentracion de 5-HT varia en forma paralela a las del
triptofano cerebral (Zeisel et al, 1981). Asi mismo, la actividad de la triptofano
hidroxilasa, enzima limitante de la biosintesis del neurotransmisor, es baja al
nacimiento y en el dia 20 presenta una actividad similar a la del adulto (Deguchi y
Barchas 1972).

Con base en estos datos, es posible pensar que el cambio en la
concentracion de la 5-HT en el hipotalamo es un reflejo del nimero de neuronas
serotoninergicas  funcionales y su desarrollo dendritico, asi como de la
disponibilidad del aminoacido precursor y de la actividad de la ftriptofano
hidroxilasa. La concentracion de 5-HIAA en el hipotalamo depende de la tasa de

serotonina liberada y su metabolizacion por la enzima monoamino oxidasa A
(MAO
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A) (Bourgoin et al., 1977). Por lo que la alta concentracion del 5-HIAA en el
hipotalamo durante los primeros 4 dias del desarrolio y su no paralelismo a las
concentraciones de la 5-HT pueden deberse a que la capacidad de
almacenamiento del neurotransmisor sea menor en las neuronas inmaduras, por
lo que la 5-HT puede ser metabolizada por la MAQO A mas rapidamente en los
animales durante la fase neonatal que en los adultos. tal y como propone Karki et
al, (1976 ) (citado en Bourgoin et al, 1977).

En nuestro estudio se muestra que la concentracion de NA y la actividad de
la neurona se hacen evidentes a partir de la fase infantil Esto nos permite sugerir
que el incremento en la concentracion del neurotransmisor pueda deberse a la
inmadurez de la neurona NA durante la fase neonatal Sin embargo, esta idea no
coincide con lo reportado por Raum y Swerdloff (1986). quienes mostraron que la
castracion de animales inmaduros incrementa el recambio de la NA y cuando se
realiza en la fase aduita su respuesta es menor. Se ha mostrado que en la fase
infantil la concentracion plasmatica de la a-fetoproteina empieza a disminuir y
como consecuencia aumenta la concentracion de estrogénos libres en plasma, lo
que permite que éstos ejerzan sus efecto sobre el SNC (Frawley y Henrick, 1979).
Por lo antes mencionado, es posible sugerir que Ios cambios observados en el
sistema noradreneérgico en el animal en desarrollo estan vinculados a los efecto de
los esteroides gonadales, ya que se ha mostrado que los estrogenos aumentan el
recambio de la NA en el hipotalamo (Axelrod et al. 1979, citado en Ojeda y
Urbanski, 1994) y que las neuronas noradrenergicas del nucleo del tracto solitario
(A2), las cuales inervan la eminencia media de! hipotalamo, poseen receptores a

estrogenos (Jennes et al, citado en Ojeda y Urbanski. 1994).
Nuestros resultados muestran que durante el desarrollo prepuberal del

animal, el sistema serotoninérgico y catecolaminérgico del hipotalamo presenta

modificaciones. Estos cambios posiblemente estan vinculados a la maduracién de
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los mecanismos neuroendacrinos que se suceden en el eje hipotalamo- hipofisis y

que influyen sobre el inicio de la pubertad.

En la etapa infantil del desarrollo prepuberal se presenta un "pico" de
secrecion de la FSH y la concentracion de LH es baja Este "pico” es esencial
para que el desarrollo folicular sea normal (Ojeda y Urbanski, 1994) y parece no
estar vinculado al sistema serotoninérgico, ya que en nuestro estudio se muestra
que en estos dias la actividad de la neurona es baja Este hecho difiere a lo
propuesto por otros autores, quienes mostraron que entre el dia 16 y 20 la
serotonina estimula la secrecion de la FSH (Becu- Villalobos et al, 1989), y la LH
(Arias et al, 1990; Moguilevsky et al, 1985). Por lo que es posible sugerir que en
los primeros dias de la fase infantil uno de los factores que modula la secrecion de
la GnRH y como consecuencia las gonadotropinas, es que existe una etapa de
sensibilizacion del hipotalamo al efecto modulador de la serotonina, lo cual se
traduce en el aumento brusco en ia concentracion de la FSH. Tal y como propone
Ojeda (1994). Ademas, Hompes et al, (1984) (citado en Ojeda y Urbanski, 1994)
mostraron que alrededor de la segunda semana de vida el sistema productor de la
GnRH es mas reactivo a un estimulo despolarizador.

Nuestros resuitados muestran que en el dia 36 de vida del animal, que
corresponde a la etapa del proestro temprano de la clasificacion de la fase
peripuberal propuesta por Ojeda et al, (1983), la actividad de la neurona
serotoninérgica se mantiene alta, la dopaminérgica disminuye y la noradrenérgica
aumenta ligeramente, estos hechos coinciden con o ya observado en el animal
prepuber por Advis et al, (1978) y en la tarde del proestro en el adulto por
Kerdelhué et al, 1989 y Vitale et al, (1984). Con base en nuestros resultados y
los de diversos autores, es posible que el pico de secrecion de las gonadotropinas
que precede la primera ovulacion esta vinculado a los cambios antes mencionados
en los diferentes sistemas de neurotransmisién que actuan en el hipotalamo
redulando la secrecion de la GnRH.
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Durante la etapa prepuberal no existe una correlacion entre la actividad del
sistema serotoninérgico y el desarrollo de los animales La curva de crecimiento
de los animales indica que su desarrollo es lento durante la fase neonatal, pera al
final de la fase infantil su crecimiento se acelera, |o cual es mas evidente en los
dias cercanos a la pubertad. Este hecho posiblemente esta vinculado al patrén de
secrecion de la hormona de crecimiento durante el desarrollo prepuberal del
animal, ya que se ha mostrado que al inicio de la fase infantil la concentracién de
GH en plasma es baja, pero se incrementa gradualmente durante la fase juvenil y
la concentracion de la hormona es mayor en esta fase que en la infantil (Ojeda y
Urbanski, 1994; Ramaley y Phares, 1980), lo cual coincide con el crecimiento del
animal observado en nuestro estudio y también a la mayor secrecion de
estrégenos.

El incremento en peso del utero durante el desarrolio prepuberal de la rata
observado en nuestro estudio, refleja la mayor concentracion de estrégenos libres
durante esta etapa de la prepubertad del animal. El crecimiento del érgano es mas
evidente a partir del dia dieciséis (etapa infantil), que corresponde a la fase en la
cual la concentracién de estrégenos libres en plasma aumenta, debido a la
disminucién de la o-fetoproteina (Frawley y Henricks, 1979). El utero es un
indicador biolégico de la presencia de estrogenos en plasma, ya que induce la
sintesis de proteinas, io cual se refleja en el crecimiento del endometrio, miometrio
y del érgano en general (Fink, 1988; Steinetz, 1973).

El retraso en la edad de la apertura vaginal acompanado de ovulacion en
los animales con lesion del nucleo dorsal del rafé al final de la fase infantil (21
dias), permite sugerir que la lesiéon afecté la secrecion de las gonadotropinas lo
que se tradujo en un retraso en la capacidad del ovario para producir estrogenos.
Ademas, en estos animales se observé la disminucion del peso corporal a los seis
y diez dias posteriores a la intervencion. Este hecho podria estar relacionado con

la disminucién en la secrecion de la hormona GH y como consecuencia retraso en
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la pubertad (edad de la apertura vaginal, primer estro y primera ovulacion) de
manera semejante a lo observado por Ramaley y Phares, 1980), cuando se inhibe
la secrecion de la GH. Se ha mostrado que esta hormona estimula el desarrollo
folicular y la formacion de los receptores a la LH en las células de la granulosa y
como consecuencia aumenta la secrecion de estrogenos (Adams, 1988; Ojeda et
al, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

Existen evidencias que senalan que la disminucion en la actividad del
sistema serotoninergico inducido por la destruccion de las neuronas productoras
de serotonina, el bloqueo de la sintesis y liberacion de la amina o de sus
receptores, provoca insominio en los animales e incrementa su actividad (Werner,
1988). En nuestro estudios de observdé que este evento se acompafio de
disminucién del peso de los animales cuando fueron intervenidos al final de la fase
infantil, mientras que en los lesionados en la fase juvenil no se modifico. Estos
hechos nos permiten pensar que posiblemente los cambios observados en los
animales con lesion en la fase juvenil, no se deban a modificaciones en el peso
corporal.

En los animales con lesién del nucleo dorsal del rafé durante la fase juvenil
(24, 27, y 30 dias), no se modificaron la edad de la apertura vaginal y ni del primer
estro vaginal. Sin embargo, dado que en los animales de 30 dias disminuyo el
peso del titero y ninguno de los animales ovuldé podemos sugerir que la secrecion
de estrégenos fue suficiente para inducir la canalizacion vaginal, pero no para que
se manifestaran los mecanismos de retroalimentacion de los esteroides gonadales

que culminan con la secrecion de la GnRH, de la LH y la ovulacién.

La eliminacion de la informacion serotoninérgica del hipotalamo que se
origina en el nucleo dorsal del rafé en los animales de 30 dias, blogued la primera
ovulacion de manera semejante a lo observado por Meyer (1978) en el animal de

la misma edad cuando se realiza la microinyeccion de 5,7-dihidroxitriptamina en el
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nucleo dorsal del rafé y recibe el estimulo con PMSG. o en la rata adulto con
lesion electrolitica del nucleo (Morello y Taleinsky. 1985) Nuestros resuitados
muestran que el efecto de la lesidn del nucleo dorsal del rafé dependié del
momento del desarrollo prepuberal del animal en la cual se realizdé la manipulacion
de este nucleo, debido a que la ovulacion se incrementa cuando se elimina dicha
informacion en el dia 24 6 27, mientras que cuando se realiza en el animal de 21

dias no se presentan cambios.

Estos resultados nos permiten sugerir que durante el desarrollo prepuberal
de la rata el sistema serotoninérgico del hipotalamo que se origina en el nucleo
dorsal del rafé participa en la regulacion de los mecanismos neuroendacrinos que
culminan con la pubertad y la primera ovulacion. En el animal de 30 dias pareceria
ser indispensable, mientras que a los 24 y 27 dias seria inhibitorio, y si se elimina
a los 21 dias su ausencia puede ser compensada. La idea de que la participacion
de! sistema serotoninérgico es diferente en los mecanismos que regulan la
secrecion de las gonadotropinas a lo largo del desarrolio del animal ya habia sido
planteado previamente (Arias et al, 1990; Moguilevsky et al, 1985, 1987; Ayala
et al, 1993).

El bloqueo de la ovulacién provocado por la lesiéon del nucleo dorsal del
rafé en el animal de 30 dias podria ser el resultado de la alteracion de la secrecion
"ciclica" de la LH, que en la rata prepuber ocurre en e! dia del proestro tardio. El
hecho de que la administracion de hCG en los dias cercanos al primer estro
vaginal restaurd la ovulacion en estos animales apoya esta idea. Al parecer la
secrecion de la FSH no se modificé por la faita de inervacién serotoninérgica que
se origina en este nucleo, dado que en los ovarios de estos animales se
observaron foliculos preovulatorios, aunque estos fueron atrésicos.

Se ha mostrado que las fibras serotoninérgicas que se originan en el nucleo
dorsal del rafé ascienden hasta el hipotalamo y la eminencia media (Takeuchi,
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1988; Frazer y Hensler, 1993). Estudios ultraestructurales han mostrado que en el
area preoptica del hipotalamo existe una especializacion sinaptica entre la terminal
serotoninérgica y la neurona GnRHeérgica (Kiss y Halasz, 1985; Jennes et al, 1982,
Soghomonian et al, 1988) y en la eminencia media con la terminal GnRHérgica
(Jennes et al, 1982; Villar et al, 1984). Estos datos anatomicos apoyan la idea de
que la faita de informacion serotoninérgica proveniente del nucleo dorsal del rafé
podria estar modulando la secrecion de la LH. Aunado a esto, en el animal adulto
se ha mostrado que cuando se realiza la lesion electrolitica del hipotalamo
disminuye la concentracion de la serotonina y provoca la degeneracion de las
fiboras serotoninérgicas que llegan a la eminencia media y disminuye la
concentracién de LH en plasma (Palkovits et al, 1977; Vitale et al, 1987).

Con base en nuestros resultados y los resultados anatémicos vy
bioquimicos de otros autores (Jennes et al, 1982; Kiss y Halasz, 1985;
Soghomonian et al, 1988; Villar et al, 1984; Palkovits et al, 1977; Vitale et al,
1987) es posible sugerir que en animal de 30 dias la inervacion serotoninérgica
que se origina en el nucleo dorsal del rafé regula de manera estimulatoria la

secrecion "ciclica" de la GnRH y de la LH que culminan con la primera ovulacién.

La lesion del nucleo dorsal del rafé no elimind completamente la presencia
de serotonina en el hipotalamo. Por lo tanto, la serotonina medida en estos
animales puede ser la que se esta sintetizando en el propio hipotalamo, ya que se
ha mostrado que al parecer en el nucleo ventromedial existen somas productores
de la amina (Takeuchi, 1987). Otra de las fuentes del neurotransmisor puede ser la
que se este sintetizando en el nucleo medial del rafé, ya que se ha mostrado que
parte de las fibras serotoninérgicas que llegan al hipotalamo se originan en este
nucleo (Takeuchi, 1988; Soghomonian et al, 1988).

Nuestros resultados no muestran una correlacion entre los cambios
observados en la ovulacion, la concentracion de serotonina y la actividad de la
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neurona serotoninérgica del hipotalamo, ya que la lesion disminuyo la
concentracion de 5-HT en el hipotalamo de todos los animales independientemente
de la edad. Aunado a esto, no se observaron cambios significativos en la
concentracion de NA y DA y ni en la actividad de estos sistemas de
neurotrasnmision. Sin embargo, se ha mostrado que el sistema serotoninergico,
dopaminérgico y noradrenérgico regulan la secrecion de la GnRH, las
gonadotropinas y la primera ovulacion (Arias et al, 1990, Moguilevsky et al, 1985,
1990). Si el sistema serotoninérgico que se origina en el nucleo dorsal del rafé es
uno de los moduladores de la secrecion de la GnRH, entonces ¢ Como es la
interaccion de este sistema de neurotransmision con la neurona productora de la
GnRH?.

Al parecer, l|a informacion que se origina en el nucleo dorsal del rafe
estimula la secrecion preovulatoria de la LH, mientras que la que se origina en el
nucleo medial la inhibe (Morello y Taleisnik, 1985). El efecto estimulatorio que
ejerce el nucleo dorsal seria por intermedio del sistema noradrenergico del Locus
ceruleus, ya que la administracion de 5-HT en esta estructura evita el bloqueo de
la ovulacion inducido por la lesién de este nucleo. Estudios de inmunocitoquimica
han mostrado que el Locus ceruleus recibe inervacidn serotoninérgica del rafé
dorsal (Morello y Taleisnik, 1988). En cambio, el efecto inhibidor que ejerce el
nucleo medial del rafé, parecen estar mediado por sus efectos sobre la neurona
productora del GABA, como se ha mostrado en el animal adulto (Morello y
Taleisnik, 1989).

E! bloqueo de la ovulacidn observadd en los animales con lesion del rafé en
el dia 30, podria deberse a que en estos animales la inervacion serotoninérgica
que se origina en el nucleo medial del rafé es el que toma el comando de los
mecanismos de regulacion y como consecuencia active al sistema productor de
GABA y se inhiba la secrecion preovulatoria de la LH. Existen evidencias que el

efecto inhibidor del GABA, ya es evidente en el animal prepuber de 30 dias de
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edad (Moguilevsky et al, 1991). Ademas, es posible que con la eliminacion de la
informacion serotoninérgica del nucleo dorsal del rafé se pierda el efecto
estimulante que ejerce la noradrenalina sobre la neurona GnHReérgica, el que ha
sido mostrado a esta edad (Moguilevsky et al, 1990). Otro aspecto a considerar
son los resultados reportados que muestran que el nucleo del rafé contiene
predominantemente somas neuronales serotoninérgicos, sin embargo, también
contiene neuronas dopaminérgicas que se localizan el borde dorsal del nucleo y se
comunican con las del grupo A10 (Stratford y Witshafter, 1990). Por ello, no se
puede desacartar que en los cambios observados, también participe el sistema
dopaminergico. En conjunto todos estos eventos posiblemente inhibieron los
mecanismos neuroendocrinos que culmina la secrecion preovulatoria de la GnRH,
de la LH y la primera ovulacién (Esguema 1).

Los resultados del presente estudio apoyan la idea de la existencia de dos
sistemas serotoninérgicos separados anatomicamente que regulan la secrecion de
gonadotropinas de manera inversa. La informacion serotoninérgica que se origina
en el nucleo dorsal del rafé e inerva area predptica modula de manera estimulante
la secrecién de la LH, que culmina con la ovulacion y la secrecién de los
estrogenos, mientras que la que se origina en el nucleo medial y que inerva el
hipotalamo medio basal puede representar el centro inhibitorio, como ya ha sido
previamente reportado (Morello y Taleisnik, 1985; Morello et al, 1989).

El incremento en la respuesta ovulatoria observado en los animales con
lesion del nucleo dorsal del rafé en los animales con lesion en el dia 24 0 27 de
edad, posiblemente es un reflejo de la diferencia en la participacion de los
sistemas de neurotransmision en la regulacion de la neurona GnRHérgica durante
el desarrollo prepuberal de la rata (Arias et al, 1990; Moguilevsky et al, 1985,
1990, 1991). Al parecer, en el animal de 16 dias los sistemas serotoninérgico vy
noradrenergico inhiben la secrecién de la LH, mientras que el GABAérgico la
estimula (Moguilevsky et al, 1990, 1991). Por ello, si en el animal de 24 y 27 dias
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de edad se manifiesta la misma funcion de estos sistemas de neurotransmisién, es
posible que la falta de informacion serotoninergica que se origina en el rafé dorsal,
evite que manifieste el efecto inihibidor que ejerce la noradrenalina en estas
edades y que al tomar el comando el nucleo medial del rafé, se active a la
neurona productora del GABA y como consecuencia se estimula la producccion de
la GnRH y de la LH, lo cual se reflejo en la respuesta ovulatoria de estos animales

(Esquema 2).

En estos momentos no tenemos una explicacion para el hecho de que en
los animales con lesion al dia 21 no se modificé la ovulacion en el dia del primer
estro vaginal. Sin embargo, es posible suponer que la falta de efecto sea
consecuencia de que los dias 20-22 son una fase de transicion en la que el animal
es capaz de responder al estimulo de altas concentraciones de estrogenos en
plasma, con liberacion preovulatoria de LH (maduracion del mecanismo de
retroalimentacién positiva de los esteroides ovaricos), ya que previo a esta edad
el eje hipotalamo-hipdfisis es muy sensible al mecanismo de retroalimentacion
negativo que ejercen estas hormonas en la secrecion de gonadotropinas (Ojeda y
Urbanski, 1994).

La falta de ovulacion en los animales con lesion del nucleo dorsal del rafé
efectuada al dia 30, parece no ser el resultado de modificaciones en la secrecion
de la FSH en los dias posteriores a la intervencion, debido a que el crecimiento
folicular no se modificé, sin embargo, la mayoria de |os foliculos preovulatorios
presentaron signo de de atresia. Segun diversos autores, durante la etapa juvenil
se producen ondas de crecimiento folicular, evento que es regulado por la FSH,
entre otras hormonas via los cambios en la sintesis de AMP ciclico (Van Campelle
et al, 1989). Con base en estos resultados es posible sugerir que el sistema
serotoninérgico que se origina en el nucleo dorsal del rafé no modula los
mecanismos neuroenddcrinos que regulan la secrecion de la FSH y si los de la LH
tal y como ha sido postulado por otros (Arias et al, 1990; Justo et al, 1989).
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Al parecer la falta de informacion serotoninergica que se originé en el
ntcleo dorsal modifico la maduracion final de los foliculos preovulatorios, ya que la
eliminacion de esta informaciéon estimuld el proceso de atresia en este tipo de
foliculo, tal como se observo en el estudio de la poblacion folicular realizado en
los dias posteriores a la intervencion. Estos foliculos posiblemente estaban
destinados a ovular en el dia del primer estro vaginal, sin embargo, la incidencia
de atresia en los ovarios de los animales con lesion del rafé en el dia 30, aumentd
marcadamente. Segun diversos autores, en los dias cercanos a la pubertad, estos
foliculos secretan estrogenos en concentraciones suficientes para activar al
hipotalamo, lo que induce la secrecion preovulatoria de las gonadotropinas que
culmina con el crecimiento y maduracion final de los foliculos que culmina con la
primera ovulacion (Adams, 1988, Goldman, 1981, QOjeda y Urbanski. 1994,
Ramirez , 1973). Por lo que es posible suponer que este pico de secrecion de
estrogenos no se produjo, posiblemente como resultado de la disminucion de la
capacidad de sintesis de los androgenos por las células de la teca, por la
disminucion de la actividad de la C-17, 20 liasa e incremento de la progesterona: o
bien debido a la disminucion en la tasa de aromatizacion de los andrégenos a
estrogenos por la falta de la LH. Eventos que han sido observados en otros
modelos de estudio (Gore-Langton y Armstrong, 1994, Greenwald y Shyamal
1994, Hsuch etal, 1994).

La atresia del foliculo es un proceso cuyo mecanismo de regulacion es
complejo. Es dificil pensar que un solo factor explique el incremento en la atresia
observado en los animales con lesion del rafé en el dia 30. Al parecer la
disminucién del nimero de receptores a la FSH y la LH o la capacidad de union de
los mismos estan vinculados al proceso de atresia ( Gore-Langton y Armstrong,
1994, Grenwald y Shyamal, 1994; Hsueh et al, 1994). Sin embargo, en nuestro
estudio observamos que el incremento en el indice de atresia no se acompafio de
modificaciones en el nimero de receptores a la LH en el foliculo. Este hecho nos

permite pensar que en los ovarios de estos animales entre los eventos que se
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modificarén, es la expresion de los receptores a las gonadotropinas, en particular
los de la LH. Dicho fendmeno posiblemente fue uno de los factores que dieron

origen a la atresia en los ovarios de estos animales.

En cambio, en el animal de 27 dias el incremento en el numero de ovocitos
liberados por animal ovulante se acompaino de disminucion del indice de la atresia
en el foliculo. Esta respuesta diferencial del ovario a la falta de esa via neural,
posiblemente esta vinculada al desarrollo del propio ovario, que se traduce en una
respuesta diferente ante un estimulo. Esta idea es apoyada por las evidencias
experimentales que muestran que la respuesta del ovario a la administracion de
PMSG es diferente durante el desarrollo del animal prepuber, ya que el numero de
ovocitos liberados frente a un mismo estimulo hormonal disminuye conforme el
animal se acerca a la pubertad (Ojeda y Urbansky, 1994, Villavicencio et al, 1993).

El mecanismo por el cual la falta de informacion serotoninérgica del
hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del rafé, se acompaio de
modificaciones en la sensibilidad del foliculo a la LH, y que se traduce en cambios
en |a secrecion de estrogenos no se conoce. Sin embargo, es posible pensar que
existe una via de ''comunicacion neural" entre este nucleo y el ovario. Hasta el
momento no se ha mostrado que el ovario reciba un aporte neural que se origina
en este nucleo, por lo que es posible pensar que la informacién que parte de este
nucleo no actua directamente sobre el ovario, sino que su papel "modulador" seria
sobre otro tipo de via neural que actua directamente en el ovario.

Por estudios de inmunocitoquimica se ha mostrado que la prinicpal fuente
de inervacion serotoninérgica de la médula espinal se origina de los grupos
celulares B1-B3 del rafé. Sin embargo, parte de dicha inervacién también se
origina en el nucleo dorsal y medial (Halliday et al, 1995). Estas evidencias
anatomicas nos permiten apoyar la idea de una posible ‘tomunicacion neural
entre el rafé y el ovario.
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La existencia de una comunicacion de este tipo, entre las diferentes
regiones del SNC y el ovario ha sido postulada previamente por ofros autores
(Craz et al, 1989). Resultados previos han mostrado que cuando se elimina parte
de la informacion que se origina en el nucleo dorsal del rafe, el numero de ovocitos
liberados por el ovario ipsilateral a la eliminacion del nucleo se incrementa (Ayala
et al, 1994). Estas evidencias aunadas a lo ya reportado nos permiten sugerir, que
la regulacién del crecimiento y maduracion final del foliculo y la ovulacion esta

vinculada a influencias neurales, ademas de las hormonales

En conjunto nuestros resultados nos permiten sugerir que los cambios
observados involucran el desarrollo de los diferentes sistemas de
neurotrasnmision, sus relaciones entre ellos y la neurona GnRHérgica, y la
maduracion del propio ovario, que se presentan durante las diferentes fases que
caracterizan el desarrollo prepuberal de ia rata y que infiuyen en el inicio de la
pubertad. Sin embargo, los resultados de este estudio no permiten dilucidar si los
cambios en la ovulaciéon observados, se deben a la participacion de la informacion
serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del rafé sobre la
regulacion de la secrecion de la LH, en la reactividad de! foliculo ovarico a ésta; o

es una combinacion de ambos.
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Esquema 1.-Modelo propuesto de la posible regulacion de la neurona GnRHeérgica
por los diferentes sistemas de neurotransmision en el animal al final de la fase
juvenil (30 dias). El signo (+) indica efectos estimulatorios y el (-) inhibitorios. NA
noradrenalina, DA, dopamina;, 5-HT, serotonina; GABA, aminoacido gaba
aminobutirico, GnRH, hormona liberadora de las gonadotropinas; NDR, nucleo
dorsal del rafé; NMR, nucleo medial del rafe. Las lineas continuas representa las
vias que posiblemente se mantiene después de la lesion del rafé dorsal, las
discontinuas la vias que se modificaron después de la lesion.
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Esquema 2. Modelo propuesto de la posible regulacion de la neurona GnHRérgica
por los diferentes sistemas de neurotransmisién en el animal durante la parte
media de la fase juvenil ( 24 y 27 dias). El signo (+) indica efectos estimulatorios y
el (-) inhibitorios. NA, noradrenalina; DA, dopamina; 5-HT, serotonina; GABA,
aminoacido gaba aminobutirico;, GnRH, hormona liberadora de las gonadotropinas;
NDR, nucleo dorsal del rafé: NMR, nucleo medial del rafé. Las lineas continuas
representan las vias que posiblemente se mantienen después de la lesion del rafé
dorsal, las discontinuas las vias que se modificaron después de la lesion.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este estudio y en los antecedentes del

mismo podemos proponer que:

1.-En la rata hembra el sistema serotoninérgico del hipotdlamo que se origina en el
nucleo dorsal del rafé modula los mecanismos neuroendocrinos que regulan el

inicio de la pubertad.

2.-La participacion del sistema serotoninérgico que nerva al hipotalamo y se
origina en el nucleo dorsal del rafé, en la regulacion de la primera ovulacidon varia

durante la etapa juvenil del desarrollo prepuberal.

3.-Es posible que la inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el
nucleo dorsal del rafé ejerce una influencia estimulatoria en la regulacion de la
secrecion "ciclica” de la LH y de los estrogenos.

4.-L.a informacion serotoninérgica del nucieo dorsal del rafé modifica posiblemente,
por una via neural no descrita hasta el momento la reactividad del foliculo a las
gonadotropinas.

5.-E| sistema serotoninérgico del hipotalamo que se ongina en el nucleo dorsal del
rafé modula posiblemente por una via neural no descrita hasta el momento, la
maduracion y la atresia de los foliculos ovaricos, y sus efectos dependen del medio

ambiente hormonal en que se encuentre el animal.
6.-Parece exister una comunicacion neural entre el nucleo dorsal del rafé y el

medial y ambos participan en la regulaciéon de la secrecién de la LH y la primera

ovulacion.
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7.-La eliminacion de la informacion serotoninérgica del nucleo dorsal del rafé
modifica la actividad de la neurona serotoninérgica en el hipotalamo de manera

diferencial durante el desarrollo prepuber del animal.

8.-La eliminacion de la informacion serotoninérgica que se origina en el nucleo del
rafé dorsal provoca cambios en la primera ovulacion, por intermedio de otros

sistemas de neurotransmision.
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PERSPECTIVAS

De los resultados obtenidos en el estudio de la participacion del sistema
serotoninérgico de! hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del rafé, en los
mecanismos neuroenddcrinos que regulan la pubertad, surgieron diversas

interrogantes, algunas de las cuales se plantean a continuacion.

.Cudles son las causas por las que la eliminacion de la informacion
serotoninérgica del nucleo dorsal del rafé modifica la ovulacidon en el animal
prepuber, dependiendo de la edad o del ambiente hormonal cuando se elimina

dicha informacion?.

i La respuesta diferencial del animal prepuber a la eliminacion de la informacion
serotoninérgica del nucleo dorsal del rafé, se debe a modificaciones en el numero

de receptores a la serotonina en el hipotalamo o a la afinidad de los mismos?.

¢ Existe una via de informacidn neural que existe entre el nucleo dorsal del rafé y el
ovario?.

¢ Cuales son los mecanismos que se modifican en el ovario, cuando se elimina la
informacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nucleo dorsal del
rafe?.

¢La falta de la informacion serotoninérgica que se origina en el nucleo dorsal de!

rafé, modifica la afinidad de los receptores a las gonadotropinas y en particular a la
LH?.

¢Cuales son las causas por las que la eliminacién de la informacion del nucleo
dorsal del rafé provoca efectos diferenciales en la maduracion del foliculo ovarico,

los que dependen del momento en que se elimine dicha informacién?.
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41 FERTILIZATION RATE AND EMBRYO DEVELOPMENT IN
RELATION TO PERSISTENT FOLLICLES AND
PERIPHERAL ESTRADIOL-178 IN BEEF COWS,
N. Ahwmad®, F.N, Schrick, R.L. Butcher and E.K.
Inskeep. Animal and Vet. Sciences snd Obstetrics and
Gynecology, Yest Virginia University, Morgantown, Wv,
Low doses of progestogens result in persistent
follicles and ispaired fertility in cattle. Effects of
persistent follicles on recovery of oocytes/embryos,
. fertilization, and embryonic development were examined
in beef cows. To produce persistent follicles, cows
received, on Day 4 after estrus, a used Controlled
Internal Drug Releaging device, for 9 days, and two
injections of 20 w»g prostaglandin (PG) F,a,
intramuscularly, 12 hours aspart on Day 6 (PER; n =
22). Control cows received only PGF.,a on Day 6 60 they
would ovulate growing follicles (GRO; n = 22). Cows
were observed for estrus twice daily, then mated to
highly fertile bulls, Follicular development was
monitored by ultrasonography on alternate days from
two deys before treatment began until estrus, then
daily until ovulation. Cows were bled every other day
from two days before treatment began through Day 6
after mating, when uteri were flushed nonsurgically.
The ovulatory follicle had been observed longer and
was larger in PER (14 ¢ 1 days and 17.2 ¥ 0.4 mm VE.
8 t 1 days and 14.6 ¢ 0.4 ®® in GRO; P< 0.01).
Estradiocl during the four days before ovulation was
higher in PER (6,0 ¢ 0.4 pg/ml) than in GRO (3.0 ¢
0.4; P< 0.01). Recovery of eabryos was lower (64%) in
PER than in GRO (908: P< 0.05). Fertilization rate
(978) and numbers of accessory spers in the 20na
pellucida (38 t 43) did not differ with treatment.
Fewer embryos in PER had reached 216 cell stage of
developsent (148%) and were good morulse (14%) than in
GRO (868 and 738, respectively:; P< 0.01)., Death of
enbryos in cows vwith persistent follicles could be due
to effects of elevated estradiol on either oocyte
saturation or oviductal function. (Supported by USDA
Grant 89-37240-4714 and Hatch Funds)

3

4 OVARIAN AND UTERUS ACTIVITY DURING PUERPERAL
STAGE AND EARLY FETAL DEVELOPMENT IN THE COW. 1.W.
Santos*, J.P. Neves*, P.B. Gongalves, Depto. de
Clinica de Grandes Animais, Universidade de Santa
Maria, Santa Maria, Rio Grande do Sul 97119-900,
Brazil.

The aim of the present study was to characterize
the follicular growth and uterus variation during the
puerperal stage in the cow. Also, the early fetal
development was investigated by ultrasonography to
help in the early pregnancy diaghosis. Gynecological
and ultrasonographic exams were performed in all cows.
An ultrasonic machine, brand Pie Medical Inc. 450 with
8 linear transducer of 5 MHz, was used for the
ultrasonic exams, Fifteen cows were examined from B*
to 40'" day after parturition. The ovarian activity
was observed to initiate before of the 10'* day of the
puerperal stage, The onset of ovarian activity was not
influenced by the type of parturition. However, the
lochia persisted for longer period and the uterine
involution was slower when dystocia had occurred
(p<0,001). The development of the fetal anatomy was
observed until the 50'" day of pregnancy in 142 cows
of the Charolais breed. The growth of the head-rump of
the fetus and the diameter of the embryonic vesicle
was observed from 23! to 50" day after artificial
insemination. The early pregnancy diagnosis was
possible to be performed at 24.120.5 days after
fertilization., Furthermore, the development of fetal
anatomy was feasible to be investigated in the 50 days
period of pregnancy. Based on these observations, we
conclude that the ovarian activity begins in the first
days of the puerperal stage. Also, the uterine
involution, uterine contents and fetal development can
be determined by ultrasonography in the cow.

2 MODIFICATIONS [N FOLLICULAR POPULATION INDUCFD

BY LESION OF THF DORSAL RAPHE NUCLEUS LESINH

(DRN). M.E.Ayala ant R, Dominguez. UIBR. FES-Zaraqoza
UNAM. AP 9-020, Méwslco D.F.

Bilateral electrolytic )esions on the DRN of 30-day
cld rats blochked ovulation, while the same treatment
performed on 24 or 27-day old animals resulted in an
increase in the nusber of ova Bhed by ovulating
animals. When the lesion was performed on 21-day old
animals ovulation was not modified. Those animals
with ovulatjon blockade partially ovulated when hCG
was injected. BPecause the ovaries of rats with
unilateral or bllateral lesions on the hypothalamus
resulting in the blockade of ovulation show changes
in follicular growth and atresia, the follicular
population in the ovaries of control and rats with
bilateral lesions on the DRN was analyzed.

The results of the nusber and mean diameter (in um)
of healthy and stretic follicles in control (C) and
rats with a lesion in DNR are present in the table,
Group Number of folliclen follicular diameter

Healthy  Atretic Healthy Atretic

C 65.422.) 324.111.4 182.8%4,0 J24.1%4.)

21-day 63.025,0 14.5t2.7¢
24~-day 6€9.2:3.7 27.815,5
27-day 61.5%9.9 20.212.1
JO-day 69.81),9 19.5%4%6,)¢

196.0%4,5¢ 1325,3%16,0
180.0%3.5 294.24%9,0¢*
18),0%4.7 J61.0+17.0
161.023,3* 1320.5%9.6

* p<0.05 va. control qroup (ANDEVA followed by
Tukey's test)

Present results suggest that the lack of ovulation
and poor ovulatory response to hCG in those anieals
with a bilateral lesion of DNR done at 30-days of
age are related to an {ncrease in the pumber of
atretic follicles an a low follicular development,
Supported by PUIS, PADEP and DGAPA grant IN210893

44 AN AUTORADIOGRAPHIC STUDY OF ["I}hCG AND ['MJFSH
BINDING TO FOLLICLES IN EARLY POSTPARTUM BEEF COWS.

Melissa Rollosson.’ Joe W Crim' ® and Terry E. Kiser.' ® Dept. of Animal and

Dairy Science' and Dept of Zoology'. University of Georgia, Athens, GA.

Studies are not avalable which have comprehensively assessed the
binding of luteinizing hormone (LH) and follicle stimulating hormone (FSH) to
follicles on the ovaries of surhied and acutely weaned cows. The objective of this
study was (1) to demonstrate an in tu autoradiographic technique for
measurement of LH and #5H bending to lollicles on the ovary and (2) 1o determine
preliminarily the eflect of suckling on the binding of these gonadatropins to
ovarian follicles of early postpartum cows.

Mature cows, 34 1 ) ) days postpartum, were allowed to either suckie
their calves {S. n = 3) until slaughter or were acutely weaned (AW, n = 3) 72h
prior to slaughter Biood sampies were collected prior to slaughter to profile
terum LH  Ovaries were coliected at slaughter, snap frozen and serially sectinned
(30pm) on a cryostat - Gonadotropin binding was measured by incubating adjacent
sections from each ovary with $00pM ["1]hCG or 100 pM [™I]FSH. Nonspecific
binding was derermined by addition of an excess of unlabeled hCG or FSH,
respectively Shdes were rinsed. dried and then apposed to Hyperfilm-'H.

Relative grain denstties were quanufied using a computerized image analysis
program.

Neither mean serum LH nor basal serum LH concentrations differed
between treatments (p > 0 1) However, LH pulse frequency was greater (p <
0.05) in AW cows

For these intial samples. mean binding densities of gonadotropins to the
largest follicle were greater for AW than S cows, with clear differences (p = 00?)
for FSH and a suggested trend (p = 0.18) lor hCG. For the ovary with the largest
follicle. the density of hCG binding for small {<5mm) follicles also tended to he
greater (p = 007) in AW cows. Additional samples are required to clarify trends
in hCG binding  Interestingly. in both groups some cows had individual follicles Ior
which measurable binding for either hCG or FSH was absent or negligible

These first observations indicate {1) applicability of in situ
autoradiography to gonadotropin binding to the bovine ovary: (2) a quantitatively
varied population of follicies on the ovaries of early postpartum cows; and () in
initial samples, a clear change in FSH receptor content on individual largest follicles
accompanying escape from the suckling influence.
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AYALA, M. E., P. ROSAS AND R. DOMINGUEZ. Different effects of unilateral and bilateral lesions of the dorsal raphe nucleus
on puberty and first ovulation. BRAIN RES BULL 3(1) 2730, 1994.—The effects of unilateral and bilateral clectrolytic Jesions
of the dorsal raphe nuclei (DRN) of 30-day-old rats, on the spontaneous and induced ovulation, were analyzed. The bilateral lesion
and the lesion on the right side of the DRN delayed the age of first vaginal estrous. None of the animals with bilateral lesion on
the DRN ovulaled on the day of first estrous (0/8 vs. 12/15, p < (L05). The ovulation rate in animals with unilateral lesion on the
DRN was similar to sham-operated animals, but the number of ova shed by ovulating animals increased in the ovary ipsitateral
to the lesion (lesion on right DRN, right ovary: 6.5 = 0.5 vs. 4.5 = 0.4; lesion on left DRN, left ovary: 6.4 + 0.3 vs. 4.2 * 0.4,
p < 0.05). By the injection of human chorionic gonadotropin, ovulation was restored in rats with a bilateral tesion on the DRN
(3/5 vs. 0/8, p < 0,05). The present results suggest that serotoninergic input to the hypothalamus, arising from the DRN, exerts a
facititatory influences on the control of luteinizing hormone release. To explain the increase in the number of ova shed by the Jeft
and right ovary, observed in rats with an ipsilateral lesion, we suggest the existence of a neural connection between the DRN and

the ovary.
|
Serotonin

Puberty Ovulation

Dorsal raphe nuciei

Asymmelry Lateralization

THE serotoninergic innervation of the hypothalamus arises from
the dorsal and medial raphe nuclei (12). According o several
reports, the seroloninergic innervation arising from the dorsal
raphe nuclei (DRN) modulates the release of gonadotrophins
(10,14). In contrast, other reports suggest thal it has an inhibitory
role (1,2). In the female adult rat, a lesion on the DRN reduced
the concentration of serotonin in the median eminence, and was
fullowed by an increase in the preovulatory release of gonado-
trophins 48-72 h later and a decrease 35-4() days thercafter,
without affecting the number of ava shed by ovulating animals
(14). The lesion provoked by local administration of 5,7-dihy-
droxytryptamine on the dorsal and median raphe nuclei, blocked
pregnant mare’s serum gonadotrophin (PMSG) induced ovula-
tton and reduced the serotonin reuptake by the median eminence
and arquatus nuclei (10).

We have previously shown that serotoninergic denervation,
provoked by p-chloroamphetamine, reduced the ovulatory re-
sponse to PMSG treatment, and this effect was overridden by
the injection of human chorionic gonadotrophin (hCG) after
PMSG (3).

Because there is evidence for the existence of lateralization
on hypothalamic mechanisms regulating ovulation in the adult

""To whom requests for reprinis should be addressed.
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rat (5,6), we analyzed the effects of unitateral and bilateral fesions
of the DRN on spontancous and induced ovulation of prepubertal
rats.,

METHOD

Fifty-eight 30-day-old female rats of the CH-ZV strain from
our own stock were mamntained under conditions of controlled
lighting (lights on from Q500 to 1900 h) with free access to food
and tap water. Vaginal opening was determined by daily check-
ing and vaginal smears were taken after it occurred to determine
the various stages of the estrous cycle. All the animals were killed
on the morning of first vaginal estraus.

The animals were randomly allocated into the following cx-
perimental groups:

Control Group

Thirteen animals were left untouched and Killed on the day
of first vaginal estrous.

Sham-Operated Group

Fiftcen animals were anacsthetized with sodium pentobar-
bital (Anestesal, Smith Kline Norden de México, México) (35
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mg/kg body weight), placed in a stercotaxic apparatus, the
skin open®d, the skull drilled, and the clectiode introduced on
the feft or right side of the DRN but no current was passed.
The parameters used to introduce the electrode were those of
the stereotaxic atlas of Sherwood and Timiras (11): AP 1.7
mm; L 3.3 mm with an angle of 307 related to the perpendic-
ular, DV 6.4 mm,

Unilateral and Bilateral Lesions on the Ruphe Nuclei

Tweaty-five rats were anaesthetized, placed in the stereotaxic
apparatus, and the clectrode introduced as the sham-operated
group. To produce the tesion of the DRN, the clectrode (tip di-
ameter 0.7 mm; tip length 0.3 mm) was connected to a radiofre-
quency fesion maker (Radionics Inc., Burlington, MAY; the uni-
lateral lesions were induced by raising the temperature of the tip
of the electrode to 65°C for 5 s (nine rals on the left side and
eight on the right side). The complete destruction of the nuclei
(cight animals) was obtained when the tip of the celectrode
reached 70°C for § s.

Ten days after the lesion, a group of five rats with a bilateral
lesion of the DRN was injected with 10 TU of hCG {Sigma Chem-
ical Co. St. Louis, MO) subcutancously and they were sacrificed
20 h after the injection.

The animals were killed by decapitation under ether anacs-
thesia. The oviducts were dissected and tubal ova removed and
counted under a dissccting microscope. The ovaries and uterus
were dissected and weighed. Brains were fixed in 10% formalin
for at feast 48 h, sectioned on freezing microtome at 10 um, and
stained with cresyl violet, The ovaries were fixed in Bouin’s fluid,
embedded in paraffin wax, sectioned serially at 10 pm, stained
with haematoxylin-cosin, and the follicular population was stud-
ied following the method of Hisshfield and Midgley (9). Only
follicles with a mean diameter greater than 100 pym were in-
cluded.

Data on number of ova shed were analyzed by Kruskal - Wal-
fis. followed by the Mann-Whitney U-test; the weight of the
ovaries and uterus and number of follicles were analyzed by mul-
tifactorial analysis of variance (MANOVA) followed by Tukey's
test. Al values are expressed in means = SEM. Ovalation rate
tnumber of ovulating rats/number of rats treated) was analyzed
by Fisher's exact probability test.

RESULTS,

There were no differences in the age of vaginal opening. first
vaginal estrous, ovulation rate, pumber of ova shed by ovulating
animals, body, ovarian, and uterine weights, between sham-op-
erated animals on the left or right side of the DRN. For this reason
their resulis were combined to form a single sham-operated
Broup.

In comparison with the control group, the sham-aperated
animals presented a delay in the vaginal opening, and in the
first estrons. They also showed less weight of the ovaries
(V.O. 42,1 * 0.4 days vs. 37.2 = 0.4, F V.0, 42.7 * 0.5 vs,
AR 2 0.5, weight of the ovaries 3000 + 1.9 v, 37.3 + 2.3,
p = 0.08). No differences in ovulation rate, number of ova
shed by ovalating animals and body and uterine weight were
observed. For that reason the results obtained in animals with
a lesion in the DRN were compared with sham-operated ani-
mals.

Figures 1 and 2 show examples of the unilateral and bilateral
lesions produced in the DRN.

AYALA, ROSAS AND DOMINGUEZ

FIG. 1. Photomicrograph of a coronal section on the midbrain illustrating
a unilateral Jession of the dorsal raphe nuclei (ULDR); SGP, substantia
grisca periventricularis, A, agueduct. 20x,

The age of first vaginal estrous was delayed in animals with
a bilateral fesion, or with a fesion on the right side of the DRN.
In animals with unilateral lesion on the lefi side of the DRN, the
age of first vaginal estrus was similar to sham-operated rats (Ta-
ble ).

The ovulation rate in rats with a unifateral lesion on the DRN
was simitar to sham-operated animals (7/9; 7/8 vs. 12/15, non-
significant). None of the animals with bilateral lesion of the DRN
ovulated on the day of first vaginal estrous (/8 vs, [2/15, p <
0.05). The number of ova shed by ovulating animals increased
in those animals with a fesion on the right or left side of the DRN
{right side fesion 101 = LO: left side lesion 103 + 0.6 vs. sham-
operated 7.7 2 0.4, p << (L05). Such increase was observed only
in the ovary ipsilateral to the lesion (Table 1),

The weight of the ovaries diminished in those animals with a
bilateral lesion on the DRN (Table 1). Differences in body and
uterine weight were nat observed.

The number of preovulatory follicles, with a diameter > S00
pm, counted in the left ovary of rats with a lesion on the feft side
of the DRN was lower than in the right ovary (1 = 0.5 vs, 6.0 *
1.2, p < 0.05). Such difference did not occur in the right ovary
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istence of such neural information arising from the DRN, pass-
ing through, or both, which participates in the regulation of
LH release and modulates the ovulatory ability of the ipsilat-
eral ovary.
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DORSAL RAPHE NUCLE} LESIONS AND PUBERTY

FIG 2 Photomicrograph of a coronal section of the midbrain ilustrating
o complele fesion of the dossal raphe nuclei (CLDR): SGP, subsiantia
gosea penventncularis; A, aqueduct. 20x,

of 1ats with a lesion on the right side on the DRN (1 + 0.5 vs. 3
* 10y Anincrease in the number of preovulatory follicles in the
ovanies of rats with a bilateral lesion on the DRN was observed
(hEr Tvs 5208, p <0.05).

The admimistiabion of hOG 1o animals with a bilateral lesion
on the DRN induced on ubation i 60% of the animals (3/5 vs. (V
Rop < QOS5 and e numbey of avi shed by avalating animals
wis 7.0 06 The weght of the ovaries in hCG-treated animals
was higher than i tars wath bilateral lesion of the DRN, whiie
the weight of the uteras was fower (ovaries: 32 % 2.5 myg vs,
179 2 08, uterus 640 - 37 vs 131+ 15.7, p < 0.05).

LISCUSSION

The resulis suggestihat the seratoninergic innervation arising,
from the DRN plavs a stimulatory role on the mechanisms rep-
ulating pubcerty and hest ovulation,

The delay on the onset of puberty may represent a reduction
in the secrehion of estrogens by the ovary, or an alteration in the
neural mechanisms selated 1o the positive feedback effects of
estrogens to induce puberty, ar both.

In the adult tat the lesion of the DRN provaked the axonal
degeneration of seromminergic fibers and a decrease in the con.
centration of seratomnn the median eminence and in luteinizing
hormane (LH) plasma levels (13,14).

The resulis oblmnedan the present study support our previous
statement that the presence of serotomin is esseatial for the oc-
currence of the preavulatorny surge of LH (3). The absence of
ovulaton in rats with a biateral lesion of this nuciei. its resto-
ration by the adonmstianan of hCG, and the increasce in the num-
ber of preovulatory follicies in the ovaries suggest the blockage
of the release of L Such results may represent an alteration in
the sensitivity of newsal centers 1o estrogens, because the animals
open vagina and the weight of the uterus was similar to control
rats.

The incicase in the number of ova shed by the ipsilateral ovary
to a unilateral fesion on the DRN support the hypothesis of the
existence of a neursl connectinn between the contral nervous sys-
tem and the avary (5.68) Such an increase could be the result
of the excitation of & stimulatory pathway praduced by the scar
provoked by the lesion Anather possibility is the elimination of
a neural inhibitory pathway to the ipsilateral ovary,

The diffesence in the number af preovulatary follicles present
in the left or right ovary of rars with a lesion an the left side of
the DRN, supporis the wdea that the neural information arriving
to cach ovary s dissiomilar (4.7),

To our knowledpe. there is no anatomical evidence on the
existence of a newrat pathway from the raphe dorsal nuclei to
the ovary. To explan the present resulls we suggest the ex-

TABLE |

THE AGE OF VAGINAL OPENING AND FIRST VAGINAL ESTROUS, NUMBEK O OVA SHED BY THE RIGHT AND
LEFT OVARY, WEIGHT OF THE OVARIES, AND OVULATION RATE (NUMIN R OF OVULATING ANIMALS/NUMBER
OF TREATED RATS) OF RATS WITH SHAM LESION AND LESION IN 1] SIDE RIGHT SIDE. OR BOTH SIDES
OF THE DORSAL RAPHE NUCLEL AUTOPSIED THE DAY (1 1IRST VAGINAL FSTROUS

Nummber of (Ova Shed

Chroup n VO VO Lett Ovary Hipght €y gey Weight of the Uvaries
Si 15 420 2 0 427 £ 08 4200y SR N0 1Y
LDRN 4 4160 + 00 426 * UK 64 03 RRUR ! RT %26
RDRN R 438 * 0.5 44.9 + )6t 4.6 * 05 0.5 ¢ 0.S° KIE B B
BDRN R 4.0 + .5¢ 40.6 * .8t L {) 17.9 * 0.9%

Muan + SEM.

* In comparison with sham-operated group, p < 005 (Kruskal - Wallis (ollowed by the Mann-Whitney U-1est).
1 In comparison with sham-operated group, p << .05 (MANOVA foliowed by Tukey's 1est).
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Sex Differences in Coitus-induced Release of Hypothalamic
Norepinephrine and GnRH in Rabhits s Measured by Microdialyvis,
Shu-Ping Yang *. K.Y Francis Pau, Davud 1. Hess, and Harold G Spaes
Divisim of Reproductive Sciences, Oregon Regional Primate Rescarch
Cenicy, Beaverion, OR 97006,

313

Gonadotropin releasing hormone (GnRH) and tuicimzimg honmone (11
secrenon 1 ackvared by coitus i female rabbuts, and while norepinephane (NE) s
imvolved in this process, the temporal sequence for NE eflects is unclear Fuothertoe,
alhough increments in circulating 1LH andg sestosicrone (17 after mating i male sabhis
have been ancnnsistently observed, changes i male hypathalamic neurochemicals i
aswx ation with caitus remain tn he descnibed. In expeniment 1, we utibzed the technigue
of microshalysis (D) 10 examine simultaneous hypothalamic NE and GoRH selease
tefore. duning and aficr mating in boih male and female rabbus Fach sabbat received 3
femoral vein cathether and a 4 guideiube directed towasd the median eminence (MT)
via 8 headpiece. The fluid bincs were passed 1o another room wheee all samples were
cobiecied without disturhing the animals  Accumulated P> samples (Keeb s Ringer
Phosphate butler, KR} and internitient dloexd samples were coliected at - annnters als
fow 7 hours Tethered, freely moving rabtats were expuosed ta thewr watethesed parties fex
10 munutes at the beginning of the 4th hour by removing a plexglass burer. Coitiy wac
wantgmed by (he presence of sperm in the vagina. Levels pl GaRH were detemned by
isbiosmmunnassay (RIAY and NE by HPLC with elecrochomicat detechon m S0yl of
KR Concentrations of plasma LH and PRL were assayed by specilic RIAS Levels of
NE ancreased aver pre-mating values within 20 nnn of contus (430 2 1R] vs 110 1 G0
pi el 0=, P<0.05) in the femates and rematned elevared for 1-2 h. increased levels of
GnRH were also abserved within 20 min of coius ¢ 179 11295 vs 4.443 8 pp/mi) and
tmR i1 kevets remaned elevated for 3-4 h. Concommiant surges of plasma LH and I'R1
werr mavimum within th ( pre=1.6206 and (19101, peak=147 4445 K anif 19 1443
ngmi. respechively for LH and PRL, p<0 05). No sigitifican) changes i any ol the four
Mormione s were phseived in sham-mated females (n=6). Likewise, np signcant changes o
the tevels of hypothalamic GoRH and NE or plasina LH and PR). were nhserved momales
ahirr conas or sham-maling (n=4, each). To confirm these sesults, Expenment | was
wpeaied 10 males without gD headpieces. Levels ol plasma 1.1, PRE. as well as T wete
span unchanged afler coitys (=4} or sham-mating (n=6) n these male rabhis In s,
these phservaton suppon the majonty of published reports, and ate consistent wih the
tnepn that sexually dimorphic mechamsms regulatng GaRil and L1 secrenon are
pewent in the rahbit. We conclude that the hypothalamic- pituitary- gonadal avsn the two
wars of rabhus responds differentty to genital sumulation, and that the release of
mpathalamic NE increases priof to, of concurrent with, a GaRH surge in the friale.
{Supported by NIH granis RR-00163, HD-1R1RS and DK -30316)

115 THERE 1S NOT RELATIONSHIP BETWEEN SEROTONIN

" CONTENT IN THE HYPOTHALAMUS AND OVULATION,
IN PREPUBERTAL RATS WITH A LESION IN THE DORSAL
RAPHE NUCLEUS ( DRN).

M E  Ayasla, J Monroy* and R. Dominguez. Biology of Reproduction Unit.
FES 2aragoze UNAM AP 9-020 CP 15,000 México, D.F. Maxico.

$srotonin participstes in the neurcendocrine regulation of
GnkH secretion preceding ovulation. The effects of s lesion
In the DRN on first ovulstion, depend on the age of the
snisal! whan the lesion wap done partformed. To snalise if the
changea in ovulation depend on the content of serotonin in
the hypothalasus, serotonin and its @wetabolite were
quantified by NPLC in vate with a lesion in the DRN was dana
pertorwed on daye 31, 3¢, 17 or 30 of age, autopsied ths day
of firet vaginsl edtrus,

Table shows ths results (expresssd as ng/ wg of tissusl.

Group Cvulation Nusber of 5-HT S-HIAA
rate ovs shed
11 do
Sham 9 2.010.6 0,99 0. 11 19410, 1)
i evnn 6/12 10404 0,2210,03 ¢ HRTHLIN
14 da
Sham 1314 T4t0.4 1.92t.09 INLETINT
i enun 1173 B LAETIN B 0191001 * [RIPEIINE
1T dan
Sham LR 7,714 0.9210.07 071 41007
t evon 16/40 284108 D.H40.04 * Helrab}
Mdas
Sham 1116 1.510.4 0.9410.03 1.99140.32
Levinn wige ] (Lijany ¢ L2940 10 ¢

T g -

* P NS va sham group.

Prasent resultes suggest that the moditications in spontasnecus
ovulation i{nduced by DNR lesions. do not depand on the
hypothalamir esrotonin content. i

Suppozted by PADRP,
PUIS.

DGPA IN 21089%), CONACyT N171% and
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3]4 FATIERSS 0F  C1F “TATING PROLACTIN, LH AND FGH O DURING
DOPARLIRE Acon i [N b0 TERMIHATION OF ANESTRUS IH BEAGLF DOCS
¥ooontegn o L.D.M. Silva," and P Concannon
Facults of Vere:toary Mediclne, Unlversity of Liege, lLlepe,
Belpiom' vt 1o iepe nl Vetprinary Medicine, Cornell Untversity,
Ithaca. ty’

Adpintsr-at o ol a dopamine agonlst during the oblipate
snestrus ¢t evatlar v les In dogs results tn early terminatlion
of ancretiun s prens ore follicular phase and fertile ovulation
Three prowps -t dops epach were administered the dopamive
agonlst cateryg e N onpdep/day) until proestrus or for 4U davs
beginnlog 1o ear. cmean cycle day 106), mld (day 142) or Yate
{day 1785 areciy o I, FS11 and prolactin were assayed in
plasma nbhiatost every 1.3 days. The resulting lInterestroas
Intervals werre  1Vi0b], 1A60LS, and 18825 days, respectively,
and shorter er lens varlabie (p<.09) than the 1962074 days o 5
continl bitihee The duration of treatment untll proestrus wasy
7045, Jash pamt +e) davs In the early, mld, nnd late aneslpns
dopns, 1esproct vl In sach proup prolactin was reduced fionm
values at 75 daov posr sscrus (5. 81 . 0) but detectahle (7 BiO 4
npml) befere the arart of treatwment, was decyreasetd to non-
detectab-le (« & op al) or pnear-nondetectable lovels within 2.5
days, and trmatned low throughout treatment. FS5H was elevatned
At notmal aveetaa Jeurls (185120 pp/ml) pre-treatmwent, yemalned
high utt 1) goestrae in all early and mid-anestrus bitehes, but
was decreased within & ) days (77015 ng/el} fnall late anestrus
bltches, at a1 Jact before signs of induced proestrus.  FSil
reached padir Vo) in late proestrus, 2-4 days before
focteasing to evularory prak levels {(160226). IH was low
ptetreatiment (0 720 2)  Increased transfently to 4 2408 at day
3% 1o 10 of i wagps sud was then reduced until the ovulatory
PH surpe (10 Mol by The data demonstrate that prolactin.
lowering doses ot dopamine agonist can transiently elevate [J
rapidly In eariy nt late anestrus, but alter ovarlan function
sulficlent to caune negative feedback on FSH secretion more
rapidly In late than early anestrus. Therefore, changes other
than reduced pralactin and {10 elevation, and related to stage of
cycle, must he tequlied for the folllcular response of dogs to
dopamine agonlst treatment.

?
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316 ASYMAMETRY N THE ABILITY OF A UNILATERAL
IMPLANTE OF HALOPERIDOL.  [HLP] INTO THIW

PREOPTIC-ANTERIOR  HYPOTHALAMIC AREA  [POA-AHIAY

PERFORMED ON BSTRUS DAY, TO MODIFY SPONTANEOU'S

OVULATION OF THY RAT. '

J. L. Muran®. Reproduction Resesrch Unit, FES-Zarsgoza, UNAM,

API-020, CPI S, Mewico City,

The participation of the cholmergic system of POA-AHA in the regulation of
ovulation on the day of estrus () is asymmetric and Iateralized, while there
is evidence that the partiapation of the dopantinergic system of POA-ALIA is
not ‘The unilsters! unplant of 106130 pg of ILP in the right (R) o1 lefl (1)
hide of POA-AHA  bocked ovidation when was done the day of F 10
analyze if w lower dase of HEP does not hide the asymmetric response mn 1,
at 1300 h of B, evelic $-day rats were unplanted  with cholesterol (CHOL ),
HEP or 8 1 1 munture of cholesterol and HEP (MIX). into the R ap 1 side of
POA-AHA and sutopsicd on the aext expected day of £ Somic animals with
an implant of the  mndure into the right side were injecied at 13 00 h with
(mRH on the expected day of proestrus, or with estradiol benzoare (1) ny
diestrus- 2 Results are dhowti i the table:

Implant Ovulaiion rate Number of ova shed
CHOL-R-L 14710 11 9108
HIPR.L 12 P2
MIN-R (R e 0
MIN-L K 10 2406
MIN.R+GnRI Sity 93423
MIX.R+FR nig e 0

¢ po 005N compared with CHOL-R-1. and AMIV-1.

Piesent results sugpest that the dopaminegic system of POA-AHA plays an
asythmetric role in the neuroendocnne mechanisms regulating the ovulation
and the sensibility of the right side to blochade is higher than the left une

{Supported by CONACYT andd IXTAPA IN 210893)
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