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En el presente trabajo me wstudit 1a posible existencia de
lateralizacion en los mecanismos colinérgicos hipotaladmicos que
participan en la regulacion de la funcién del avario.

En la rata hambra, la actividad de 1a enzima acetilcolines-
terasa del hipotdlamo presenta variaciones circhdicas a Jo largo
del ciclo estral., La actividad de la wnzima (en nMol sustrato
hidrolizado/min/mg proteina) sn el 1ado derecho fue menor que ®n
el izquierdo, aunque no alcanzd la significancia wseleccionada
(181 + 4.7 ve 193 + 4.8, P=0.06). La actividad enzimadtica mostro
sus  mbximos valores a Jlas 29,00 horas vy los minimos a las 17.00
horas de todos los dias del ciclo estral (222 + 10.3 ve 117 4
4.%, P<0.0%) En el dia del estro, la AChE (en nMol wustrato
hidrolizado/min/mg tejido) alcanzd los valores mAs elevados en @)
dia del westro y los menores fusron observados en wl dla del
proestro (12.9 % 0.5 vs 10.3 + 0.4, PC0,05),

En la rata macho, la actividad enzimbtica del hipotalamon, ei
cerebelo, el cuerpo sstriado y @1 bulbo depende de la integridad
de los nervios vago. La seccitn del vago fzquierdo indujo dismi-~
nucion de la actividad de 1a enzima en todas las estructuras,
mientras que la seccibn del vago derecho la aumentd. Al parecer,
el vago izquierdo tiene un papel estimulante sobre la actividad
enximitica, mientras que ®! vago derecho seria inhibitorio.

El bloquso del sistema colinérgico (implante de stropina a
las 13.00 horas del dia del sstro) en el lado derecho del hipo-
thlamo anterior bloqued la ovulacitn en el 100 % de los casos,
mientras que cuando se realizd en @] lado izquierdo, todos 1los
anima ovularon (8/8 ve 0/8, P<0,01). Cuando los mismos implan-
tes ue realizaron en @l diestro i, el blogueo de la ovulacién fue
seme jante en los grupos con implante en el hipotadlamo derecho o
izquierdo (B/10 y 8/9). Estos resultados apoyan la {dea que al
sistema muscarinico hipotaldmico que regulas la funcidn de! ovario
presents lateralizacion, la cual depende de) dia del ciclo estral
que se considera,

La lesidn del lado derecho o izquierdo del hipotdlamo ante-
rior provocd disminucidn del nOGmero de ovocitos 1iberados por
cada ovario, de la tasa de animales ovulantes y alterd el cicle
estral del animal. Por el contrario, la lesién del hipotadlamo
nadio o posterior no modificd ninguno de los parAmetros antes
seftal ados. Sin embargo, en los animales con lesiédn unilateral del
hipotadlamo madio sl ovario derecho fué capdz de compaensar la .pa
disminucién de ovocitos liberados por el ovario izquierdo. El
peso de los ovarios aumentd sdlo en &1 grupo con lesibn del )ado
derecho del hipotdlamo medio o posterior.



En el animal hemicastrado, la respuesta de cadas ovario a la
lesibn unilateral del hipotdlamo es di ferente. La lesion de uno
de los lados del hipotalamo anterior inhibe la hipertrofia ovula-
toria compensadora del ovario ipsilatersl a la lesidn y no afecta
al contralatersl, mientrss que la lesién unilateral del hipoth-
lamo medio provocd disminucién de la hipertrofia aovulatoria com—
pensadora de ambos ovarios, pero efectos fueron mids ovi-
dentess sobre sl ovario derscho. Ademds, la hipertrofia compensa~
dora del ovario derecho parece depender de 1a integridad de ambos
lados del hipothlamo.

Los resuyltados del presente estudio sugieren que en la
regulacion de la funcidn del ovario, la participacion del sistema
colinérgico presenta lateralizacitn y varta a 1o largo del ciclo
astral. Asf mismo, la "sficlencia funcional del ovario® (namero
de avocitos liberados en funciétn del peso) presanta elesentos de
lateralizacitn, va que en el anims]l hemicastrado la “eficiencia
funcional * del ovario fzquierdo es mayor que la del derecho.




INTRODUCCION

Es bien conocido que varias funciones del sistema nervioso
central (8NC) de las mam! feros presentan asimetrfa, es decir que
la funcién sn el lado derecho es diferente del izquierdo (29).
Por ejemplo, los movimjentos del lado derecho del cuerpo son
regulados por la corteza cerebral izquierda; parte de la infor-
macidn visual del njo derecho y la sensacitn tacti) originada en
la parte derecha de) cuerpo se proyectan sobre la corteza del
lado izquierdo (44). En e! ser humano desde la etapa fetal, el
Ar de Wernicke (regitn que regula e} habla) extd mds desarro-
1 n @l hemisferio fzquierdo que en e@! derecho, indepandien-
temente de la lateralizacion de! sistema motor voluntario. Por
otra parte, las funciones relacionadas con @) "estado de Animo"
del humano también estadn lateralizadas, vya que la administracion
de amital s0dico en la car6tida izquierda produce depresion,
mientras que-si se realiza en la derscha produce suforia (44).
En algQunos ca la asimetrta funcional también depende del sexo
del animal en tudio (14, 20, 49, B82),

Lam diferencias funcionales de la corteza cerebral no pare-
cen estar vinculadas con variaciones significativas en las con-
centraciones de aminodcidos y neurotransmisores (346, %4), ni con
los sitios de unibn especificos a serotonina o dopamina (37). En
cambio, se ha descrito la exintencia de diferencias signifi-
cativas en la concentracién del Acido gamma amino butirico (GABA)
entre e} lado derecho y e! tzquierdo de varias estructuras del
cerebro humano (34), En la rata, se ha mostrado quwe la concentra-
cion de noradreanalina en el lado izquierdo de la regién anterior
del taAlamo mayor que en el derecho, mientras que en la regién
.posterior esta relacitn es inversa (61),

En Jos Gltimos diez afow, resultados expsrimentales de va-
rine autores han mostrado que la requlacion newroendocrina que
wjerce el hipotdlamo sobre la funciétn del eje hipobfisis-qénada

presenta asimetria (4, 16, 19, 20. .50, 31, 32, 3%, 52, 59, 40 ). . .

Al parecer, A&sta no seria solamente a nive) central, =sino que
axisten datos que sugieren que las gbonadas, en particular el
ovario, también presenta lateralizacion en sus mecanismos de
regulacién (146, 19), Ew de h r notar que esta lateralizacion
Qeneralmente s® pone de manfiesto luego de realizar lesiones,
astimulaciones o extirpaciones de alguna estructura.

ANATONIA DEL HIPOTALAMO

El hipotAlamn estd delimitado rostro-caudalmente por el
quiasma Ooptico y los cuerpos mamilares (45) vy lateralmente por
los wsurcos hipotaldmicos laterales. Tomando como referencia al
111 Ventriculo, @] hipothlamo se puede dividir en tres grandes



reQionesy la periventricular, la medial y la lateral. La region
periventricul ar constituye la parte del hipotdlamo que rodea al
111 Ventriculo, La regién lateral contiene vias multisindpticas
asceandentes y descendentes, como el haz medial del cerebro ante-
rior, el cual corre a través de) hipotMlaso lateral y se proyecta
rostralmente a varias regiones del cerebro anterior, Muchos de
aminérgicas localizadas el tallo
carsbral se dirigen a través de sste haz hacia regiones neocorti-
cales. La regitn medial del hipothlamo esta separada de la regiodn
lateral por las columnas descendentes del fornix. Esta region
contiene la mayorfa de las agrupaciones neuronsles del hipotdlamo
denominadas nacleos.

Begtn la distribucidn de los nGcleos del hipotblamo, éste we
puede dividir en 1 anterior, medio y posterior. E1 hipotalamo
anterior contiene los siguientes ndcleos:t el paraventricular
(NPaV) , el predptico medial (NPopM), el pretptico lateral
{(NPopL), el supradptico (NSop), el supraquiasmitico (NSCh) y el
anterior (NAn). En @) hipotAlamo medio se localizan 1os nacleos:
dorsomedial (NDM), ventromedial (NVM), arcuato (NAr), tuberal
{NT) v @) periventricular (NPeV). En e) hipotdlamo posterior xe
ancuentrant ol mamilar medial (NMM), @l mamilar lateral (NML), w]
mamilar intermedio o intercalado (NMI) y el posterior (NP)
(Figura 1).

l.La mayoria de lam fibras de conexidn del hipotalamo son
bidireccionales, excepto el haz hipotalamo-hipofisario, el cual
contiene los axones de las neuronas del NPaV y del NSop, que
inervan la hipbdfisis posterior. Ademds, el hipotdlamo recibe una
via afersnte directamente desde la retina, que finaliza princi-
palmente en el NSCh.

Las proyeccionmes aferentes y eferentes del brea caudal del
hipotaélamo viajan en el haz medial del cerebro anterior, en el
haz mamilotegmental y en ] fasctculo longitudinal dorsal. Las
astructuras mis dorsales del cerebro estdn interconectadas con el
hipotAlamo por msedio del haz mamilotaldmico, el fOrnix vy la
‘entria tarminal.,

El hipotalamo mecreta diferentes péptidos, algunos de los
cuales son liberados a la circuleacibn local o acttlan sobre sus
células blanco a distancia. Otros paptidos son liberados en el
espacio sinAptico, donde acthan como neurotransmisores.

La mayorta de las neuronas peptideérgicas del hipotalamo
proyectan axones istema limbico v a otras estructuras rela-
cionadas con el sistema nervioso auténomo (44, 84).




OR1GEN Y DISTRIBUCION DE LA8 FIBRAB COLINERGICAB Y
CATECOLAMINERGICAS DEL HIPOTALAMO.

Eniste poca informacitn wmobre las vias colinergicas que
1legan al hipotalamo vincul adas con la requlacibdn de )a secrecion
de las gonadotropinas. En el cerebro anterior de la rata, se ha
descrito la existencia de dos vias colinérgicas: la via tegmental
dorsal y la ventral. La primera, formada por fibras que contjensn
tanto colinestera inespecifica (ChE) como acetilcolinesterasa
(AChE), we origi en ! nocleo cunej forme de la formacion
reticulada awsencefbdlica y se proyecta hacia el tectum, el Area
pretectal, los cuerpos geniculados, e) tdlamo y el aistema
ltsbico, Las +¢ibras de 1la via tegmental ventral, que =so6lo
contienan AChE, se originan en la sustancia negra y el Area
tegmental ventral del cerebro medio, atraviesan el hipotdlamo vy
@] subtélamo hasta llegar al tallo cersbral. Desde aquf, muchas
neuronas que contienen AChE sw proyectan a todas las regiones de
la corteza cerebral y del bulbo olfatorio (36).

En el nacleo supramamilar del hipotadlamo se ha ohservado una
densa agrupacién de células que contienen AChE (38), mientras que
en @l hipotadlamo posterior y lateral existen celulas aisladas de
4ste tipo, excepto en la parte rostral de este altimo (36).

Otra area hipotaldmica rica en células que contienen AChE es
®] brea predptica (POA), las que envian axones hacia }a amiqdala
a traves de la estria terminal. En el hipotAlamo dorsal también
existen chlu)as AChE pomitivas, que we proyvectan hacia el globus
palidus y e) ntcleo talbmico reticilar, l.os HECh, NPeV y MAr
tienen pocas fibras AChE, mientras que alqunas de las células de
los nacleos mamilares, del NSOp y NPaV tienen moderada canti-
dad de Ja enzims, peroc sus axones carecen de wlla (38, 54&). La
desferentaciotn de) hipotalamo medio basal (MBH) modifica ligera-
mente 1a actividad ChE wn @1 NAr y NVM, sin modificar la de la
eminencia media. Eston resultados sugieren la existencia de una
via colinérgica tuberoinfundibular semejante a la dopaminerqgica,
1a que podria ser responsable de las modi ficaciones neuroendocri-
nas provocadas por agentes acetilcolinomiméticos (estimulantes o
inhibitorios) (36).

En 1a rata macho adulta, la corteza, el cerabro medio, el”
puente, e] bulbo, 1a smigdala y @1 niclec caudado presentan un
patrén circaAdico en su contenido de AChE (63). La concentracién
mixima sm observa durante la fase de luz, espec{ficamente 2 horas
antes de iniciarse la § obscura (16100 h) del ciclo luz/obscu-
rida En tanto que en el hipotalamo, el cerebelo y 1a adenohi-~
pofisis aunque tambidn muestran este patrdn circhdico, no existe
diferencia significativa entre la concentracidn mxima y minima
a enzima.




8in ambargo, cuando la sctividad de la enzima se expresa en
funcibn  del contenido de protetna, se observan variaciones
circhdicas en @] hipotAlamo, 1as gque dependen de la presencia de
asbas gbnadas (51),

Al igual que en el & ema nervioso periférico, en el hipo-
talamo existen regiones en lss fue ss sobrelapan Areas histoquf-
micamente positivas a8 AChE y a catecolaminas, Asi, @] NSop vy el
NAr contiesnen célu AChE y dopaminaérgicas (A12), 10 cual podria
indicar 1a existencis de sitios colinoreceptivos smemejantes a los
observados en los ganglios simpaAticos periféricos (38, 71). Esta
hipttesis estarfa apoyada por @l hecho de que sn #1 hipotdlamo la
afinidad de enlance por los receptores colindérgicos ws muy alta
(77). Los wfectos de los agentes colinérgicos sobre la liberacion
de ciertas hormonas quizd ses a través de receptores colinérgicos
que se localizan @n las neuronas que sintetizan otro
neurotransmisor.

La mayoria de las +¢ibras noradrentrqicas que 1legan al
mesenchfalo y al diencéfalo 1o hacen por la via tegmental ven-
tral, 1la cual estd constituida por axones de los cuerpos nsuro-
nales que se localizan en @1  bulbo (células A1), en la oliva
inferior dorsal accesoria (células A2), en el puente (células AJ)
y @®n el locus ceruleus (células A7). Los axones de esta via
asciendsn hacia la formacién reticular media, cursan ventralmen-~
te & 10 largo del leminisco medio y continaan rostraimente en el
haz medial dwl cerebro anterior (7)., Esta via hace sinapsis en ei
NBop, el NPop, wl NAr, la capa interna de la eminencia media y el
Srea retroqui asmitica, 8¢ ha sugerido que todas las ¢ibras
noradrenérgicas que penetran a la capa interna de la weminencia
media ascienden por el taiio cerebral y muy pocas llegan & su
capa externa (81).

En 1a rats, la deaferentacidin completa o anterolateral del
MBH provoca disminucidn a 1a tercera parte de la concentracion de
noradrenatina del NAr vy 1a eminencia media. Por w) contrario, la
no modifica w1 contenido del
. En hase a estos resul -
ergicas del MBH penetran
@l haz medial del cerebro anterior (67).

tadow, se sugiere que las fibras noradr
lateralmente de

Las vias dopamindrgicas del hipotalamo y «]1 POA provienen de
los wmistemas Incertohipotalamico y 1Tuberoinfundibular. En 1la
rata, el sistema Incertohipotalamico se localiza en dos dreast
una caudal que cosprende al tAlamo, la zona incerta medial vy la
parte anterior, dorsal y posterior del hipotadlamo, y otra rostral
que sa distribuye en el NPa ®l NECh, @1 NPopM y en l1a comisura
anterior. Los cuerpos celulares del sistema Tuberoinfundibular se
localizan en ®wl NAr y parte del NPeV (38), Gus axones se proyec-
tan a la esinencia media, al tallo, 1la pars nervosa y la pars
internmedia de la adenchipofisis (49).




Dado que 1a concentracion de dopamina en @l MBH no se
modifica después de su deaferentacidn completa, se ha propuesto
que la dopsmina del hipotdlamo praoviens del grupo de células Al12
38, &7,

Las fibras serotoninérgicas ascienden desde el ntcleo dorsal
del rafe hacia @1 hipotdlamo y Areas rostrales del sistema 1im-
bico y viajan dentro o en posicidon ventral ai haz medial del
cerehro anterior (6B), Se ha sugerido que el contenido de seroto-
nina en 1 hipotdlamo proviene de neuronas que wse localizan
dentro del mismo hipotblamo, ya que la deaferaentacion total del
hipotAlamo disminuye en un &0% la concentracidn del neurotrans-
misor (7).,

Los NSop, NPaV, N8Ch, NAr y la capa interna de la eminencia
media tienen gran concentracién de noradrenalina (64, 70). La
mayor concentracion de dopamina se localiza en @l NAr v la emi-
nencia media (64), mientras que la serotonina se encuentra wmn
NAr, NBCh, NPM, ®#1 haz posterior del cermbro anterior y ] nacleo
perifornical. La menor concentraciétn de sarotonina se localiza en
la eminencia media (74),

REBULACION DE LA SECRECION DE LA HORMONA LIBERADORA DE LAS
BONADOTROPINAS (OnRH), DE LA HORMONA FOLICWLO EBTIMULANTE (FBH) Y
DE LA HORMONA LUTEINIZANTE (LH).

{.a OGnRH ®s @1 péptido hipotalbmico que regula la eecrecién
de 1a LH vy en parte la de FEBH. Histoquimicamente me l® ha locali-
zado en la regitn preéptica medial (POAM) vy a lo largo del
hipotdlamo anterior (HA), el NAr y la eminencia media. Esta
Gltima estructura s la que contiene la mayor concentracion de la
hormona, sequida por @1 NAr (358, 63), {(.a concentracién de GnRH
dentra del NAr no es uniforee, dado que la parte central del
nacleo (directamente por arriba de la eminencia media) contienw
@] 73X de toda la hormona del propio nicleo (&3).

La OnRH también hi sido detectada en el organum vasculosum
de la 1Amina terminal (48). Se ha pl antewado que dentro del MBH vy,
probablemente en w1 POA septal wexiste un generador de pulisos
ultradianos de GnRH en el que participan activa y sincronicamen—
te muchas células que la sintetizan (7). Ramirez vy col. (70)
sugieren que 1la comunicacién entre estas células sw realiza a
través de sefiales eléctricas entre los nexous, o quimicamente por
la accitdn de productos metasbdlicos.

Mediante @1 uso de técnicas inmunohistogquimicas o con {nmu-
noperoxidasa, se ha locslizado a Ya GNRH en las terminaciones
axénicas quw estin en yuxtaposicién con los capilares del sistema
portal hipofisario. Los cuerpos neuronales de estos axones se
localizan en la regidn del NSCh y de) NPop (aunque su contenido



de hormons es muy bhajo) (8, 6%) v en 1 region del hipotalamo
anterior y del NAr (48). Algunas de estas fibras we proyectan
hacia la amigdala y ) tallo cerebral,

Diversos autores sugiersn que ja liberacidn de 1a FSH invo-
lucra o otro factor hipotalamico (factor liberador de Ja FEH o
FBHRF)., Esta posibilided surge de varios resul tados que no
pueden ser explicados con base a una hormona hipotaldmica comin
®n la reqgulecidn de amhas gonadotropinas. Asi, en la rata macho o
heambra la lesidn bilatera) del NPaV y del hipotAlamo anterijor
dorsal provoca disminucidn de la concentracidn plasmbtica de da
FBH, sin modificar 1a concentracidn de 1a hormona literadora de
1a LH (LHRH) on 1a wminencia media (10, 24, 4%, 47, 48, 78,
Estudios i0 yitro han mostrado que la adicién de agonistas
colindérgicos y LHRH, a cultivos de células de adenchipbfisis vy
fragmentos de hipotdlamo, estimula la liberaciodn de 1a LH pere no
la de F6H (10, 26, 78). Al parecer, la regidtn que controla la
liberacidn de la FSH se encuentra ligeramente caudsl! a la que
controla la liberacion de la LH., #McCann y col (48) sugieren que
las naeuronas que swecretan el FEBHRF se localizan en el Area
hipotalamica anterior cuyos axonas se proyectan hacias la porcidn
caudal de la sminencia media.

La liberacidn de 1a GnRH esth bajo control catecolamindrgico
y colinérgico (5, 7, 70, 76). Con bame a los resul tados obtenidos
por diversos autores, el papel que juega la dopamina en la requ-
lacitn de la secrecitn de las gonadotropinas es contradictorio.
Estudios {n vitro ®n los que se incuba el MBH (incluyendo POA)
junto con 1a hipbéisis de ratas hembras, muestran que la dopamina
®s capdz de inhibir la secrecitbn de GnRH (79). Por el contrario,
otros autores han mostrado que la incubacién de fragmentos de
hipotAlamo ventral con dopamina estimula la liberaciétn de la
hormona. As! mismo, en Llas ratas intactas u ovariectomizadas
tratadas previamente con estrdgenos y progesterona la micro-
inyeccitn de dopamina en ) 111 Ventriculo, tienen e) mismo
efecto (48),

8in embargo, se ha mostrado que el implante de dopamina en
la parte posterior de la eminencia media provoca alteracién del
ciclo sstral de la rata (estro permanents) y disminucién del pe
del ovario, el que histolégicamente se caracteriza por la presen-
cia de foliculos en diferentes etapas de desarrollo con ausencis
de cuesrpos lGteos, resultados que sugieren que la dopamina inhi-
bid 1a liberacion de GnRRH desde la eminencia media (B80).

En ratas ovariectomizadas tratadas con estrdgencs la  inyec-
citn  intraventricular de noradrenalina o adrenalina estimulan la
liberacitn de LH, Diferentes experimentos utilizando fArmacos que
bloquean 1los receptores catecolaminérgicos o que interfieren con
su sintesis, apoyan la idea de que la noradrenalina ejerce un
papel estimulador en la liberacidn de OnRH (7, 9, 70, 7&),
mientras que la serotonina la inhibe (46, 76).
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€l papel dol sistema colinérgico en la regulacidn de la
sscrecion de las gonsdotropinas ha sido mostrado en varios astu-
dios (10, 21, 228, 26, 42, 48, 53, 57, 72, 78). €1 implante
bilateral de wsulfsto de atropina en #]1 hipotAlamo anterior
lateral de la rata hemicastrada inhibe el proceso de hipertrofia
compensadora del ovario (COH) (53), En estudios jn vitro se ha
obasrvado que la scetilcolina estimula la liberacion de la FBH y
de la LH, 86lo cuando la hipéfisis es coincubada con fragmentos
de hipotAlamo, efecto que es bloqueado por la atropina (26, 78).,
Esto sugiere que la liberacitn de GnRH es mediada por la estimu-
laci&n de receptores muscartnicos a nivel hipotalamico. Por el
contrario, 1a administracidn de nicotina durante e} periodo cri-
tico del proestro o en ratas ovariectomizadas, bloquea )a libera-
cién de LH pero no la de FBH. Bajo estas mis condiciones
experimentales, 1a administracitn de LHRH estimula la liberacian
de LH pero no la de FSH (10), resul tados que sugieren que al
menos el bloqueo de 1a liberacién de LH ocurre a través de recep-
tores nicotinicos. En la rata macho, la castraciodn provoca aumen-
to de la actividad de 1a enzima colino-acetiltransferasa y de la
concentracion de acetilcolina en 1a parte rostral del NPopM, de)
nocleo amigdaloide medial posterior vy #) Area tegmental ventral.
Efecto que ocurre junto con el aumento de |H, por lo que ue
sugieres que @n la rata macho, las Areas antes mencionadas estan
involucradas sn sistema de nsuronas colingérgicas que estimulan
la secrecitn de gonadotropinas. Por el contrario, en la rata
hembra ovariectomizada tratada con estrogenos y progesterona, la
actividad colinergica disminuys (37),

Por otra parte, tanto en la rata macho comn en 1a hembra
adulta hemicastrada, la administracién de agoniutas colinérgicos
provoca diminucién de la concentractén plasmdtica de LH y prolac-
tina (72, 73).

En estudios §jn viyp sw ha observado que algunom fArmacos que
estimulan los receptores colindrgicos, también estimulan la acti-
vidad mitotica de las cllulas de la hipdfisis que sintetizan LH
(citado en 72),

Dominguez vy col (23) mostraron que la dosis de atropina
(mng/KQ peso) necesaria para bloguear la ovulacién durante el
ciclo astral aumwnta desde el diestro | hasta ol proestro y que
los efectos de la administracion de una sola dosis del fdrmaco a
lo Jarqgo del ciclo estral dependen de la hora y del dia del ciclo
estudiado. As{ mismb, la capacidad de la atropina para bloguear
la ovulacidon parece tener un ritmo circddico que dependeria del
anbiente hormonal del animal, de Ja centidad de acetilcolina en
®] SNC o de ambos factores. Ewtos autores saugiersn que a lo
largo del ciclo estral existe un ritmo circadico de Ja secrecion
de gonadotropinas que estaria en relacién con el ritmo circadico
del sistems colinérgico.



Seqan diversos autores, en el hipotdlamo existen dos “"cen-
troa® raguladores de la liberacidn de gonadotropinas. E! “centro
tonico®, localizado en el NAr y NVM, o Area hipofisiotrééica.
Cuya funci6tn es regular la descarga ténica basal de gonadotro-
pinas en cantidades sufucientes que estimulen el desarrolloc de
los foliculos ovadricos y la secrecidbn de estrégencs. Y e) "centro
ciclico" en el que participan ! POA y @} NSCh, responsable de Ja
liberacion preovulatoria de gonadotropinas (3, 27), Posterjormen-
te, Barraclough (&) sugirid que 1 "centro cliclico® de libera-
citn debla ser reasignado al sitio donde se localizan los cuerpos
neuronales noradrendrgicos, esto es, en el cerebro medio, Estas
astructuras, localizadas por fuera del Area hipofisiotréfica,
modulartan (estimulando o inhibiendo) la actividad de las células
que producen BGnRH.

Dado que la tasa de recambio de la noradrenalina en la
eminencia media, @l NPopM, el NSCh y el NAr aumenta y permanece
alta durante la liberacién preovulatoria de )Jas gonadotropinas,
Barraclough (4) sugiere que la noradrenalina es la responsable de
disparar la liberacitn de la GnRH desde la eminencia media.

En la rata, 1los niveles plasmiticos de ambas gonadotropinas
varfan a lo largo de] ciclo wstral. Durante los dos primeraos dias
posteriorax a la ovulacion (diestro § vy disstro 2 ), la concan-
tracion de ambas gonadotropinas permanece relativamente baja. En
oute periodo la concentracion plasmbtica de estragenos aumenta
progresivamente como resultado de! crecimiento folicular. En la
tarde del! tercer dia (proestro), la concentraciétn de la FSH y de
la LH aumenta drAsticamentws, alcanzando su maximo entre 1aw
135100 y 19100 horas dependi endo de la cepa en estudio. La con-
centracidn maxim, @ astrégenos que se alcanza en Ja maftana del
proestro y su brusca catda, estimulan la liberacion de ls GnRH.
Kalra y McCann (41) sugieren que este control westimulante Qque
wjercen low estrégenos quizh ocurre en la amigdala medial, en al
POA © ambas, ya que los implantes de estrogenos en estos dos
sitios puedan incrementar la libheracion de la LH.

8o ha sugerido que los estrégenos no sdlo regulan la sinte-
ais de la GnRH durante el difa del proestro, sino que tamhién son
nciales para aumsntar la liberacidtn de noradrenalina durante
la tarde de #nte dia (48). Es decir, que la secrecitn de la GnRH
y de las Qonadotropinas es regulada por los esteroides sintetiza-
dos por los ovarios, Jos cuales actoan tanto en e! hipotalamo
como en la hipofisis, donde sensibilizan las céluas a la acclon
del factor hipotaldmico (Figura 2),

Beqgan Chappel y col (1%), durante la mayor parte del ciclo
astral (excepto en la tarde de) proestro}, 1os estrigenos inhiben
la liberacién de la FSH y LH, actuando sobre el centro hipotala-
mico que regula la secrecién "ténica” de la GnRH y ean consecuen-
cia de las gonadotropinas.
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€n 1a hipofinis y @l hipotAlamo de la rata, también existen
receptores muscarfinicos (1, 55, 75). E£n la hipofisie sstos pusden
ser de tipo aifa o bheta. Estos dltimos varian en nimeroc a lo
largo del ciclo estral (2, &). La eliminacion del control que
ejercen los estrégencs sobre la adenchipofisis y sl  hipotdlamo
(por castracién), afecta el comportamiento de sus receptores
muscarinicos, es decir, aumenta el namero de sitios de enlace en
®! MBH y el POA. Estos resultados apoyan la idea de que el
sistema colindrgico tambi@n participa en la regulacion de la
secrecibn de las gonadotropinas (24).

REGULACION DE LA FUNCION DEL DOVARIO

El  foliculo ovbrico es 1a unidad anatbmica y funcional del
ovario., Esth constituido por @) ovocitop I, una o varias capas de
células de la granulosa (o células foliculares), una membrana
basa! que las rodea y aisla, y finalmente una o varias capas de
células de la teca (21).

La FSH estimula 1a sintesis de estrbgenos por las células de
la granulosa, al activar a la enzima aromatasa. Ambas hormonas
{la FSBH y los sstrogenos) actdan sinérgicamente estimulando la
divisién mitotica de las cllulas foliculares y 1a stntesis de los
receptores a LH, La LH tambien regula la sintesia de trégenos,
dabido a sus sfectos sobre la produccitn de andrégenos por las
células de la teca, vy porque también ewtimula la sintesias y la
actividad de la anzima aromatasa de las lulas  foliculare La
FEH y la LH estimulan la sintesis y la liberacion de plasmi-
nogeno, que degrads la colagena del tejido, haciendo menow rigida
la pared del folfculo ovarico, contribuyendo asi a la ovulacién
(21).

E)l follculo ovarico recibe inervacidn de tipo catecolaminér-
gico y colinergico. Ewta inervacidn llega sdlo hasta la teca, es
decir, no atraviesa 1a membrana basal y como consecuencia, las
células de la granulosa y el ovocito [ carecen de ella. Estas
fibrau se originan de) nervio ovArico superior, del nervio vago,
de] plexo ovArjco y otros,

Bahr y Ben-Jonathan (3) mostraron que en la rata prepéber y
adulta, 1la concentraciétn de noradrenalina en el folfculo dismi~
nuye al aumentar low niveles circulantes de FSH. Por otra parte,
@] nomero de receptores B-adrendrgicos en )las células fpliculares
varta a 1o largo del ciclo estral (39) al jgual que el namero
de granulos citoplasmAticos y la intensidad de la fluorescencia
de las células cromoarqQentafines del ovario (683)., Wrutniak-~
Iolnowska (B3) sugiere que la secrecion de estas células actua-
ria directamente sobre sstructuras ovaricas como el follfculo, en
sus diferentes etapas de desarrollo y sobre el cusrpo lotwo.




Dominguez y col. (21) sefalan ques “en e] ovario existen
cuatro fuentes de catecolaminas que pueden actuar wsobre el
folfculoy las catecolaminas circulantes de origen en la médula
suprarrenal (adrenalina)jy las catecolaminas liberadas por las
8 adrendérgicas (noradrenalina), lss catecola-
por las célul de la granulosa (noradrenali-
na) y las células cromoargentafines. Estas Oltimas'podrian actuar
como amplificadores de una sehal nervio y liberar catecolaminas
en la vecindad del ¢oliculo*. Dada la casa inervacibn coliner-
gica que recibe @)l ovario, es posible que los efectos de esta
swan “amplificados” por ) sistema de c@lulas cromoargentafines.

En cuanto al papel que juega la dopamina en el ovario, se ha
mostrado que w1 tratamiento local en uno de los ovarios con 6~
hidroxidopamina (46-OHDA) provoca aumento del peso del ovario
contralateral, En ] animal hemicastrado, esta misma maniobra
experimental bloquea la COH, mientras que la administracion local
de dopamina no modifica este fendtmeno (32), Dado que la &6-0HDA
provoca la deqgeneracion espacifica de las terminales noradrenér-
gican y afacta importante pero transitoriamente las dopaminérgi-
cas, QGerandat y col (32) plantean que la inervacidn noradrenér-
gica de]l ovario participa sn la gl aci &n de! proceso de COH, vy
que sxiste una seffal aferente deude el ovario afectado (extirpado

0 desnervado) que estimula este procesc en e] ovario contralate-
ral.

En 1a rata adulta, la desnervacidtn catecolaminérqica centra)
Yy periférica (utilizando reserpina) previa a la administracién de
FEH, aumenta el namero de ovocitos liberados despude de inyectar
una sola dosis de LH. En cambio, cuando se "desnerva* al animal
antes de administrar 1a LH, «) namero de ovocitos )liberados no se
modifica (16) . Estos resultados apoyan l!a i{dea de que las
.catecol aminas jumgan un papel i{mportante en la regulacion de los
mecanismos neurosndocrinos que ocurren tanto a nivel central como
an el ovario,

* Ademds de la inervacidn catecolamin#rgica, e! ovario recibe
fibras colindrgicas a través del nervio vago. En la rata hesbra
preptber o adulta, ya uea prefada, hemicastrada o intacta, se ha
mostrado que e! nervio vago participa ®wn la regulacion de Jla
respuesta de la gonada a las gonadotropinas (12, 16, 17, 19, 44,
62), AdamAs, la respussta de) ovario a la desnervacidn "col inér~
gica*® provocada por la seccidn unilateral de 1os nervios vago,
muestra la existencia de lateralizacitn funcional tanto a nivel
del ovario como de la informacién que transcurre en cada nervio
vago (16, 19).

MECANIBMOS NEURDENDOCRINGS LATERALIZADGS.

En los Gltimos diez ahos, los resul tados de varios estudios
utilizando diferentes modelos experimentales han mostrado Jla



existencia de lateralizacidn del hipotdlamo en la regulacitn de
1a COH y de la liberacitn de la FEH o de 1a LH en ®1 animal
hemicastrado.

€En 1a rata adulta, e] contenido de LHRH en ®) lado derecho
del MBH es significativamente mayor que en @l lado izquierdo (4 ,
33). En =] caso de l1os machos, la diferencia de concentracién de
la hormona se cbhserva entre las 08100 y 10100 horas, y no entre
las 20100 vy 22900 (4) . La extirpacitn de la gonada derecha o
tzquierda auments la incorporacién de lsucina marcada sn el NAr
contralateral al ovario extirpado (31), La deaferentacion unila-
teral del MBH bloquwa e! proceso de COH, sb6lo cuando la deaferen-
tacitn vy la hemicastracidn se realizan en el mismo lado (30).

En la rata hembra adulta hemicastrada, Fukuda y col. (28) han
mostrado que la desferentaciotn del hipotadlamo anterior derecho
bloquea la COH, independientements del ovario que se extirpe, en
tanto que la deaferentacitn del hipotAlamo izquierdo no la modi-
4ica. Por el contrario, en la rata prepaber sste proceso parece
estar controlado por el hipotdlamo izquierdo, ya que 1a deaferen-
tacitn de este lado del hipotdlamo bloguea la COH de Ja rata
hemicastrada del lado contralateral a la deaferentacion, mientras
que 1a aislacién del hipotadlamo derscho no modifica éste paréme-
tro en ] animal hemicastrado de uno u otro ovario (60,

En la rata macho preptber, la deaferentacidn del hipotalamo
derecho y la extirpacion del testtculo izquierdo provoca aumento
ta concentracitn plasmbtica de FEH respecto al grupo de anfi-
malew hemjcastrados con operacién falwa en el hipotsl amo derecho.
Cuando se wxtirpa el testiculo derecho, 1los niveles de FEH no se
modifican. Por e] contrario, la deaferentacion del hipotAlamo iz-
quierdoc no nmodifics los nivele asmbticos de la hormona en
ninguno de los dos tipos de animales hemicastrados (32, S9). En
aste wmismo modelo experimental, Mizunuma y col (32) mostraron
que la orquidectomia del lado derscho aumenta la concentracioén de
1a LHRH ®n la eminencia media y ol NAr del mismo lado, win
alterar la del lado opuesto. Est observaciones se acompafaron
del aumento de la concentraciétn plasmAtica de F8H, pero no de LH.

Por otra parte, la participacidn del nervio vago en la
regulaciétn de la respuesta del ovario s las gonadotropinas tam-
bién parece ser lateralizada. En la rata ciclica adulta, 1la
respussta de los ovarios a las gonadotropinas es diferente cuando
se secciona el nervio vago izquierdo (NVI) & el derecho (NVD)
{(19). Del mismo modo, en la rata adulta hemicastrada la propor-
cion de animales que ovulan en el dia del estro, respecto a los
tratados (tasa ovulatoria) depende del ovario remanente. En el
animal hemicastrado del ovario derecho, 1a tasa ovulatoria es
menor que en @) animal hemicastrado del ovario {zquierdo. Ast
mismo, @n la rata adulta hemicastrada con ®! avario izquierdo {n
nitu, 1a seccién del NVI aumenta el namero de ovocitos liberados,
la COH vy la tasa ovulatoria, mientras que en los animales con el




ovario derecho in gityu la seccion del NVI disminuye todos los
parAmetros antes sefMalados. La seccidon del NVD no modifica 1la
respussta del ovario derecho o izquierdo a 1las gonadotropinas
(16).

Estos resultados sugieren que en el animal hemicastrado, ®l
ovario derecho es mAs capdz de mantener 1a ovulacién que el
ovario {zquierdo, Asf mismo, que la informacion que corre por el
NVD es difersnte a 1a del NVI y que la respussta de cada aovario a
1a weccion del NVI es lataralizada.

Como se ha sehalado, en 1a ragulaciton del eje hipotdlamo-
hipbfisin-ovario intervienen di ferentes mecanismos neuroendderi-
nos en los que participan los sistemas colinérgico y catecolami-
nérgico. Por otra parte hasta @] presents tondos los estudios
realizados mobre 1a existencia de lateralizacién en los mecanis-
mOn  de regulacion neuroendocrina no han tomado en consideracion
la posible sxistencia de diferencias en 1a participacion de los
diveruos sistesss de nesurotransmisores. En el presente proyecto
se decidid estudiar ei la participacion de) hipotdlamo ante-
rior, medio o posterior y del sistema colindrgico del hipotalamo
antersor en la regulaciodn de la funcidtn del ovario, pressnta
lateralizacion,

HIPOTESIS.

La participacidon de) sistema colinérgico en los mecanismos
naurcenddbcrinos que regulan las funciones del ovario presentan
lateralizacidn central y periférica tanto en @1 animal entero
como en el hemicastrado.

OBJETIVOS.

Estudiar lowm efectos de la lesién en @1 hipotdlamo derscho
o0 izquierdo scbre la funcidn del ovario.

Estudiar los efectos del bloguwo del sistema colinérgico en
®]1 hipotAlamo derecho o izquierdo, scbre la funcién del ovario.

Comparar los sfectos de la tesion del hipotAlamo anterior

derscho o izquierdo en e1 animal entero o hemicastrado del ovario
derecho o fzquierdo.
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MATERIAL Y METODOS,

B utilizaron ratas hembras (190-230 g) adultas de la cepa
Cl12~V, mantenidas wen condiciones controladas de {luminacién
(luces de 05100 a 19100 horas), y con libre acceso al alimento y
al agua, Los animales fueron mantenidos e&n grupos de seis por
caja y wse les realizd el estudio del ciclo estral por la toma
disria de frotis vaginales. 88lo se utilizaron agquelios animales
que presentaron al menos dos ciclos consecutivos de 4 dias de
duracién. Todas aguellam hembras que fuesron sometidas a alguna de
las intervanciones gquirargicas, se les reanudd la toma de frotis
vaginales 24 horas despuds de la cirugla.

Entre las 08100 y £1100 horas del dia del estro o del
diestro 1, las hembras fusron anest adas con pentobarbital
sbdico (30 mg/Kg pwso i.p.) y coloca on el estereotdrico con
la barra incisora 5 mm por debajo de las barras auditivas. Para
colocar el slectrodo de lesidn o la cAnula directriz en alguna de
las dreas hipotalamicas, se seleccionaron las coordenadas segan
®l Atlas de Koning y Klippe! (43) ., Las coordenadas antero-
posterior ccionadas para las tres & s hipotalAmicas fueron
las siguientess anterior, &340 ymj mwdio, 4380 um y posterior,
2790 um.

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion
entra las 09:00 y 10130 horas. Se recogié la sangre del tranco y
se dejd coagular durante una hora a temperatura ambiente; se
cantrifugd a -4 °C y 1000 g/15 min y s@ colectd e) wsuero, que
fue almacenado a -20 °C para posteriores determinaciones.

Se disecaron laws trompas uterinas y se cont® el nomero de
ovocitos liberados por cada ovarin, 10s cuales fueron disecados y
penados, al igual que el aGtero. E) peso de los overios y del
Atero se expressron en mg/100 g peso.

El cerebro de los animales con lemion hipotalamica se {36
en solucién de formol al 10 % y despuéws de 135 dlas, we cortd a BO
um, @n un criostato. Los cortes fueron tefidos con la técnica de

violeta de crewsilo para localizar el drea de la lesidtn o del
impiante.

Los diagramas de la localizacién de las lesionws o de los
implantes, asf como la nomenclatura utilizada, fueron tomados
directamente del atlas de Koning y Klippel (43). La coordenada
antero-posterior corrsspondiente al esquema aparece en la zona
inferior derecha de cada diagrama, Aquellos animales cuya lesidn

alcanz® el lado opuesto, no se tomaron en consideracién en este
estudio,

Los animales destinados al estudio de la actividad de 1la
AChE fueron autopsiados en las mismas condiciones, excepto que



una vez extraido el cerebro se disecaron ripidamente las di feren-
tes estructuras del SBNC, siguiendo el método de Olowinsky e
fversen (33) y fusron mantenidss en hielo misntras se pesaron vy
se continub con la siguiente metodologtas Cada estructura fue
homogeneizada por sonicacibn en amortiguador de fosfatos 0.07 M,
pH 8.0, La actividad AChE wme determind por ®1 método de Malstta
y Timiras (30), utilizando acetiltiocolina como sustrato, También
an determino la concentraci®n de proteinas (11) y de ADN (13). Los
resul tados de la concentraciédn de proteina se- expresaron an
Q/mq twiido, mientras que los de 1a actividad AChE en nMol de
sustrato hidrolizado/min/mq tejido, nMol de sustrato hidroliza-
do/min/mQ proteina o nMal de sustrato hidrolizado/min/ng de ADN,

En un experimento se analizaron lowm sfectos agudos de la
secci®n uni o bilateral de los nervios vago sobre la actividad de
1a acetilcolinesterass del hipotdlamo de ratas machos adultos.
Para tal {in, machos adultos de 230-300 g fueron mantenidos bajo
las miwmas condiciones de .luz/obscuridad y alimentacibn que las
hembr as.

Experimento 1.

Diferencias on los camsbios agudos de la actividad
acetilcolinesterasa de varias estructuras del cersbro por la
seccion bilateral o unilateral de los nervios vago en la rata
macho adulta. (1)

Grupos de 7 animales fueron distribuidos a) azar en alquno
de los siguientes grupos experimentales: controles (animales sin
tratamjento)s operacion falsa (anima anestesi ados con &
los que se les laparotomizd, se exterjorizd y manipuld el esté-
mago sin tocar los nervios vago)j; vagotomta bilateral (animales
laparotomizados en los que se seccionaron ambos nervios vago a
nivel subdiafragmdtico); vagotomia unilateral (seccidn de) nervio
vago del lado derecho o del iiquierdo).

Todos los animales fueron sacrificados 72 horas desputs de
haber sido sometidos alQuna de las manipulaciones quirargicas.
A la autopsia se disecaron y pesaron el hipotalama, el cerebelo,
los cuerpos sstriados y ®1 bulbo. En las estructuras del ENC se
cuanti¢icd la actividad AChE, )a concentracion de proteins y ADN.
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Experimento 2.

Diferencias en las varisciones circidicas de la actividad
acetilcolinesterasa en @1 hipotAdlamo derecho @ izquisrdo durante
®#l] ciclo estral de la rata. (1)

Ratas ciclicas en estro, diestro 1, diestro 2 o promsstro
fueron sacrificadas a las 09300, 13100, {7100 0 21100 horas. A la
autopsia se disecd el hipotdlamo y se le dividié en su mitad
deracha ® izquierda realizando un corte sagital a través del 111l
Ventrfculo. En ambos lados se cuanti ficd la actividad AChE y la
proteina.

Experisento 3.

Respuesta ovulatoria animdtrica {inducida por el implante
unilateral de atropina en el hipotalamo anterior de la rata
ciclica (IID)

A ratas en los diferentes dlas del ciclo estral se Jes
implantd en @l lado derecho o izquierdo del hipotdlamo anterior
una aguja de acero inoxidable No. 20 cuya longitud promedio fue
de 4 am (cAnula directriz), con ®! propétsito de asegurar que ésta
quedase colocada a nivel de ta corteza cersbral, sin llegar al
Area de estudto.

Una vexz que los animales presentaron 2 ciclos consecutivos
de 4 dias, a las 13:00 horas del eastro o del diestro i, =e les
implantd 1a candla interna (aguja 25) en cuyas punta se colocod
atropina en cristales, la cual fue expulsada en el hipotdlamo con
1a ayuda de un alambre de acero inoxidable ligeramente mAs delga-
do que la cAnula interna. Todos los animales se autopsiaron sn el
siguiente estro esperado.

Como grupo control se utilizaron animales a low que s6lo se
las implantd la canula directrfz y fueran sutopsiados al dfa del
estro vaginal.
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Experimento 4. (IV)

Diferencias wn 1a ovulacidn espontinesa de ratses con lesidn
unilaterasl del hipotilamo

Ratas won diestro | fueron somsetidas a la lesidn unilateral
(lado derecho o izquierdo) del hipotAlamo anterior, medio o
posterior por radiofrecusncia. La temperatura y tiemspo seleccio-
nados para cada eoa hipotal fueron Jlas siguientes:
anterior, 70 °C/30 seq) medio y posterior, 70 °C/S seq.

Los animales fusron autopsiados en el dia del estro vaginasl
después que presentaron 2 ciclos consecutivos de igual duraciéon.
En agquellos casos en 108 que el anjaal no cumplid® con &sta condi-
cion, fusron autopsiados al priser estro vaginal luego de 23 dias
de operadas,

Como grupo control se utilizaron animales ciclicos sin tra-
tamiento, autopsiados en e} dia del estro vaginal. E! grupo de
operacitn falsa correspondid a ratas an diestro | somstidas a las
mismas manipulaciones experimentales que los gQrupos tratados,
axcepto gue el electrodo de lesién se coloct a nivel de la corte-
za cersbral, con la misma intensidad de calor y tieampo.

Experimento 3. (V)

Diferentes efectos de 1a lesitn unilateral scbre la ovulacion vy
la hipertrofia cospensadora del ovario en la rate adultas
heaicastrada.

Animales en el dia del estro fueron lesionados unil)ateral-
mante en el hipothAlamo anterior o medio, siguiendo la misma
metodologla que en el experimento anterior, excepto que inmedia-
tasante despuls de efectuar la lesitn, el animal fue hemicastrado
del ovario ipsi o contralateral a la lewitn. Para ello se efectud
una {ncisién lateral (del lado derecho o izquierda), se exterio-
rizd el ovario, se 1igd el pediculo y se extrajo la gbnada.

Una vezr finalizada la cirugia, se separd la trompa uterina
del ovario sxtirpado para contar el namero de ovocitos liberados,
el ovario fue disecado y pesado en balanza de precisién.

Como grupo control se utilizaron animales hemicastrados del
ovario derecho o jzquierdo en e} dta del tro. Estos y los
animales lesionados fueron sacrificados sn @l dia del estro
vaginal despuds que presentaron por 10 menos dos ciclos consecu-
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tivos de sgual duracién. Al igual que wn ml mxperimento anterior,
l1os animales que no ciclaron fueron sacrificados al primer estro
vaginal luego de 23 dias de la operacidn.

El resultado del nomero de ovocitos liberados por el ovario
derecho o izquierdo fué expresado como Hipertrofia Ovulatoria
Compansadora (HOvulC), calculada con la siguiente formula

HOvulC = (nAmero de ovocitos liberados por el ovario ipn wsity -
nomera de ovoci tos l1i{berados por [} ovario
extirpado) 7/ (namero de ovocitos liberados por ! ovario
extirpado) x 100

Mientras que @] peso del ovario se expresoc como Hipertrofia
Compensadora del Ovario (COH), calculada de la siguiente maneras

COH = (peso del ovario in ity - peso del ovario extirpado)/(peso
del ovario extirpado) x 100

Anklisies Estadistico.

Los resultados obtenidos de la actividad AChE, del namero de
ovocitos liberados, del peso de los ovarios y del Gtero fuwron
analizados por a prueba de Andlisis de Varianza HMultiple
(AMDEVA) seguida de la prusba de Duncan, Tukey o “t" de Student.
lLa tasa ovulatoria fue analizada por la prueba de Probabilidad
Exacta de Fisher, y l!a HOVIC y COH por 1la prueba de chi
cuadrada.

En todos 1los casos se considersron como estadfsticamente
significativas aquellas #n las que la probabilidad fue igual o
meanor al S %.
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RESULTADOS

Efectos de la seccidn unilateral o bilateral del nervio vago
sobre la actividad acetilcolinesterasa (AChE) en diferentes
estructuras del cersbro de 1a rata sacho adulta. (1)

La Tabla 1 muestra los resultados de la concentracidn de
protetna vy de ADN en las diferentes estructuras estudiadas, La
operacidtn falsa disminuyd la concentracitn de proteina en todas
las estructuras, excepto en @l cuerpo estriado, mientras que la
seccidn bilateral del vago bloqued el efecto provocado por wl
estrés quirargico.

La seccidn del NVI aumentd la concentracidn de proteina en
@] hipotdlamo y el cuerpo sstriado, en tanto que la seccidon del
NVD 1a disminuyd en todas las estructuras (Tabla 1),

Por e} contrario, la concentracidn de ADN en el hipotdlamo y
@) bulbo aument® en los animales sometidos a la operacién falsa
y a la seccidn del NVD, en tanto que no fue modificada por 1la
seccion bilateral o izquierda del nervio (Tabla 1),

Como pusde ohservarse en la Tabla 2, la actividad enzimbtica
sxpresada en funcidn del peso del tejido no fue modificada por la
secciOn uni o bilateral del nervio vago. En cambio, cuando wse le
axpresa wn funcidn de 1a centidad de proteina, ®] cuerpo estriado
presantd la mayor actividad y el cerebelo la menor.

* La operacitn falsa aumentd la actividad anzimdtica en e!
cerebelo y el bulbo, mientras que ésta disminuyd en todas las
estructuras estudiadas por efectos de la seccidtn bilateral o
izquierda. FPor el contratio, en los animales con seccion del NVD
la actividad enzimitica se encontrd elevada (Tabla 2).

Cuando 1la actividad AChE se expresd en funciodn de la canti-
dad de ADN, @l cerebelo mostrd la mayor actividad y el cuerpo
estriado 1a menor. Ademds, la secciotn del NVI dissminuyd la acti-
vidad de la enzima en @l cerebelo, mientras que seccion bila-
teral o unilatwral (derecha o izquierda) la aumentaron en el
cuerpo estriado (Tahla 2).
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Variacidn circadica de la actividad AChE en el hipotAlamo derecho
@ {zquierdo durante el ciclo estral de la rata adulta. (1)

La actividad AChE, expresada en funcidn de la concentracion
de proteina, fue mayor en wl hipotadlamo izquierdo que en el
derecho, aunque esta diferencia no alcanzd la significacion esta-
distica seleccionada (193 + 4.8 ve 1Bl ¢+ 4.7, P=0.064).

La concentracién de protefna y la actividad de 1s enzima del
hipotdlamo varfan a lo largo del dis y del ciclo estral de 1la
rata (Tabla 3). La mayor actividad enzimbtica (en nMol/min/mg
tejtdo) se observét en e! estro y el diestro {, vy la menor en el
proestro, Estas diferencias no se ohservaron cuando la enzima se
expresd® en funcion de la cantidad de protefna, debido a que wu
concentracion varfa durante e ciclo estral en ! mismo sentido
que la enzima.

Cuando 1a actividad de 1a AChE se analiz& en varias horas
del dia, la mayor actividad de 1a enzima se cbservo a lam 21100 y
la menor a las 17100 horas (Tabla 3J). La concentraciéon de
proteina disminuyd a las 17100 horas y permanecid alta en las
otras horas estudiadas (Tabla 3J).

- La Figura 3 muestra las variaciones de la actividad AChE a
lo largo del ciclo sstral, exprasada en funciétn del peso o de la
concentracion de proteina en el hipotAlamo. En el diestro | las
variacionss de la actividad enzimAtica fusron menos evidentes que
en los otros dias del ciclo. En el estro y #1 diestro 2, la
actividad de la enzima aumentd de las 09100 a las 21300 horas,
mientras que en el proestro, disminuy® significutivamente a las
17100 horas, seguido por un sumento a las 213100 horas,

La actividad enzimAtica en e} hipotdlamo derecho e izquierdo
en cada dia del ciclo estral vy a las diferentes horas del dia se
presentan en la Tabla 4, mientras que las varjaciones en las
di ferentes horas de cada dia del ciclo estral en las Figuras 4 vy
3.

Tanto en el hipotAlamo de) lado derecho como el izquierdo,
la actividad de la snzima (en nMol/min/mg tejido) fud mayor en el
estro y menor en el proestro. A lo larqo del difa, la menor
actividad sw observd 2 horas antes de iniciarse la fase obscura
del ciclo (17100 horas) y la mayor 2 horas despuds de la misma
(21100 horas).

Cuando la actividad de la enzima se expresd en funcion de la
concentracidn de proteina, en e]1 hipotAlamo del lado derecho la
menor actividad se observé a las 17100 horas, mientras que en el
lado fzquierdo esto ocurrié a las 0100 horas. En ambos lados la
mayor actividad se observd a las 21100 y a esta hora la actividad
de ACHhE #n ] lado izquierdo fue mayor que en €1 derecho (Tabla
4.
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Difereancias en la actividad enzimitica (expresada en funcidn
peso del hipotdlamo) entre el lado derecho ® izquierdo del
tasbién a las 13.00 del diestro 2
(Figura 4). Estas diferencias no we observaron cuando la activi-
dad de la enzima se expresd sn funciédn del contenido de protetna
{Figura 5,

Efecto de los iaplantes unilaterales de atropina en el hipotdlamo
anterior sobre la respussta ovulatoria de la rata adulta., (IID)

La Figura & musstra la locslizacidn esquemsbtica de los
implantes unilateralms de atropina en el hipotalamo anterior.
Comc se puede ohservar, la mayorfa de los isplantes (tanto del
lado derecho como del lado izquierdo) se localizaron en el AHA.

TABA OVULATORIA

El implante de atropina en e} diestro | provocd disminuciodn
de 1a tasa ovulatoria independientemente del lado del hipotadlamo
en @l que s coloch. En éstos animales, 1a preasencia de estro
vaginal fub mds frecuente en los que la atropina se feplantd al
tado izquierdo del HA (Tabla S),

+
En el estro, el implante de atropina del lado derecho del
hipotAlamo blogueé 1a tasa ovulatoria, mientras que no la
modificéd cuando el implante fue e®n 1 lado izquierdo. La presen-
cia de estro vaginal fus menor en los animales implantados del
lado derwcho que del lado {zquierdo del HA (Tabla %).

NUMERO DE OVOCITO8 LIBERADOS

En @1 diestro 1, el implante de atropina del lado {zquierdo
del HA bloqued la ovulacion en 9 de los 10 animales tratados,
mientras que en ®l grupo con implante al lado derecho del HA sblo
dos animales ovularon. En estos anima s @l namero de ovocitos
liberados por el ovario izquierdo fue menor que en el Qrupo
control, mientras que ®l1 ovario derecho liber® mAs ovocitos que
el grupo control y el ovario izquierdo del aismo grupo. Cuando la
atropina se isplant® en #] dis del estro, sus efectos dependieron
del lado del hipotA)amo estudiado. E1 implante de atropina en e}
lado derecho del HA bloque® la ovulacién an todos los animales,
misntras que el implante de) lado fzquierdo no modi¢icod la ovula-
cibn (Tabla 3).
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PESD DE LO8 OVARIOB Y EL UTERO

El peso de los ovarios no fue modificado por los implantes
de atropina, independientemente que los animales ovularan o no
(Tabla 5), Tampoco ue observaron modificaciones en el peso del
atero.

Efectos de la lesitn unilatersl del hipotalamo anterior (HA),
medio (HM) o pomterior (HP) sobre la respuesta ovulatoria de la
rata adulta. (1V)

Como we observa en la Figura 7, la lesidn derecha o izqujer-
da a nive! del HA abarcd el nacleo hipotaldmico anterior, parte
de] NSCh y el hipotAlamo lateral. En sentido antero-posterior, la
lesitn abarct desde la coordenada 7470 pm A hasta 6200 um A
(Figuras 7) vy afectt @1 POAM ,wl AHA y el NSCh. En ningan caso la
lenitn afectd al NPaV.

La Figura 8 muwstra los nAcleos afectados en las lesiones
unilaterales del HM y la extension de la lesidn en un corte
wagital, 1la cual abarch gensralmente de 4890 ;m A a 3750 um A.

La representacidn esquemdtica de 1a extensién y los nacleos
datiados en los animales con lesitn unilateral del HP se muestran
en 1a Figura 9. Esta lesidn se extendid desde la coordenada 3290
um A hasta 2528 ym A. Como se puede observar la lasidn dahd los
cusrpos mamilares, awi como dos de las vias de comunicacién del
hipotalamo con w] tAlamo (FMT y FMTQ).

Dado que 1a operacitn falsa no modificd ningquno de los
pardmetros estudiados respecto al grupo testigo, sus resultadon
fusron reunijdos como ) grupo control.

CICLO ESTRAL

La lesidn del lado derecho o {zquierdo de) HA provocd que
menos animales .recuperaran su ciclo estral (5/26 ve 22/24,
PC0.05), mientras que la lesitn del lado derecho o izquierdo del
HM  (14/20) o del HP (12/12) no modificaron este parametro.

TASA OVULATORIA

86l1c 1a mitad de los animales con lesion del HA ovularon, a
pesar que fueron autopsiados en @l dia del estro vaginal y que la
mayorta presentaron dos ciclos consecutivos de {gual duracién
{HA derechor &/10, HAl izquierdn B/16 vs 24/24, P<0.03), La
lesitn unilateral del HM o HP no modificéd la tasa ovulatoria
respecto al grupo testigo.
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NUMERD DE OVOCITOS LIBERADOS

En 1a Tabla 6 se muesstra el nGmero de ovocitos liberados por
el ovario derecho, ! izquierdo o ambos en los animales con
lasitn unilateral del hipotAdlamo, La lesitn del HA provocéd
disminucién del ndmero de ovocitos liberados por ambos ovarios,
Por el contrario, la lesidn del HM indujo aumento del nomera de
ovocitos que liberd el ovario derecho, sin que se modificaran los
del ovario izquierdo. La lesion del HP no modificth el nOmero de
avocitos liberados por los ovarios.

PESO DE 1L.OS DVARIOS,

Las modificaciones al peso de Jos ovarios se presentan en la
Tabla 7. La lesién del HA no modificd @) peso de los ovarios. En
cambio, lal 6n del lado derecho del HM y del HP provocd aumen-—
to del peso de ambos ovarios. Este sfecto fue significativo sdlo
en una de las QOnadas y dependi6 del Area hipotaldmica lesionada.
Cuando la laesién se hizo en el HM, sdlo el ovario contralateral a
la lewi6n (1zgquierdo) aumant® de peso, mientras que la lesion en
e} HP indujo aumento en el peso del ovario ipsilateral (d

La Jlesitn de! lado izquierdo del HM o HP no modificod el peso de
los ovarios.

PESO DEL UTERO

£l peso del Gtero no pressntt variacionws respecto al testi-
go, ®n ninguno de los grupos con lesiones del hipotdlamo.

Efectos de la lesidtn unilateral del hipotdlamso enterior o medic
sobre la respuesta ovulatoria de la rata heajicastrada. (V)

Al 1igual que an los snimales entercs, l!a lesidn del HA
comprendi® 1la regidtn hipotaldmica anterior y lateral, asi como
perte del NSCh (Figura 7). La lesidtn del HM abarct el fornix, el
NDM, @1 NVM, e! NAr, vy en algunos casos el hipotdlamo lateral
{(Figura 8), La extensidn antero-posterior de la lesiétn fue seme-
jante a los animales enteros (Figuras 7 y 8).

CICLO ESTRAL

La extirpacidn del! ovario derecho o el izquierdo no inter-
rumpi @l ciclo estral de los animales. En los animales con
lenidn del HA, 1a recuperacitdn del ciclo estral fue significati-
vamente menor en aquellos animales en los que ovario {n sity fue
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el contralateral a la lesidn (ovarios derecho 4/9; {fzquierdo 5/9
ves 10/10, P< 0,0%). La ciclicidad no fue modificada en aquellos
animales en los que el ovario remanente fum el ipsilateral res-
pecto a la lesitn (ovarios derecho 7/9) izquierdo %/7 vs 10/10),
La lesidn del HM no alterd el ciclo estral de! animal hemi-
castrado.

TASA OVLATORIA

La lenitn del lado {izquierdo del HA disminuyd la tasa ovula-
toria del animal hemicastrado (5/16 vs 18720, P<0.03), resul tado
que dependi® del nvario remanente. Cuando el ovario g mity
fue @l ipsilateral a la lesiédn, ninguno de los animales ovuls
{0/7 va 9/10, P<0.0%); an cambio, cuando el ovario rem
®l contralateral, el 56% de los animales tratados ovularon (5/9
ve 9/10). Tanto la lesidn de! lado derecho del HA como la lesidn
del HM no modificaron la tasa ovulatoria (HA derecho 14/18) HM
derecho 12/1%; HM izquierdo 12713 vs 18/20).

HIPERTROF IA OVILATORIA COMPENSADORA (HOvulC),

En @] momento de la hamicastracion no se observaron diferen-
cias en @l noimero de ovocitos liberados por el ovario derecho e
izquierdo (5.4 + 0.2 v 8.6 + 0,2). E) grado de HOvVuUIC que
desarrol16 cada ovario fue semejante (Figura 10).

LLa lesiétn del lado derecho de) HA provocd disminucidn de la
HOVuIC en =& animal cuyo ovario in saity fue e) ipsilateral (dere-
cho! y no modificod la del ovario contralateral (izquierdo). EI
afecto de la lesidn del lado izquierdo del HA también dependis
del ovario remanente. Cuando el ovario in gity fue el ipsilateral
a la lesién (izquierdo), ningan animal avuld el dia del emtro
vaginal, ajentras que cuando a1 ovario jn situ fue el contralate-
ral (derecho), 1a HOvulC fue semejante al grupo testigo. La
lesidn del lado derecho o izquierdo del HM disminuyd la HOvulC de
ambos ovarios (Figura 10 y Tabla 8).

HIPERTROFIA COMPENSADORA DEL OVARIO (COH).

£En @] momento de la hemicastracién, «) peso del ovario
derecho extirpado fue mayor que el del fzquierdn (16.3 + 0.4 vm
14.9 + 0.4, P<0.05). En ] momento de la autopsia, la COH del
ovario derecho fue significativamente mayor que la del izquierdo
(Figura 10). La lesiéon del lado derscho del HA y del HM aumenta-
ron la COH de] ovario contralateral! y disminuyeron la de} ipsjla-
teral (Figura 10},

La HOvuIC v 1a COH no siempre fueron afectadas sn e! mismo
sentido por 1a lesi®n unilatersl del HA o del HM, adamdn la
respuesta cbservada dependi® de! ovario in situ (Tabla 8).
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PESO DEL UTERO

El peso del aGtero sn 1os animales hemicastrados no fue
modificado por la lesidn unitateral del HA o del HM.

DIBCUSION

Los resul tados del presente estudio apoyan la hipatesis de
la wxistencia de lateralizacidn central vy periférica, en los
ismos neurosndébcrinos que regulan la funcidn del ovario.
Nuestros resul tados indicen que la accibn estimulante del sistemsa
colinérgico del hipotAlamo sobra la liberacidn de las gqonadotro-
pinas depende del dia del ciclo estudiado y del lado del hipota-
lamo Que se considere.

Los resultados de 1a lesidtn unilateral del HA en el animal
sntero (disminucidtn del namero de ovocitos liberados y alteracion
del ciclo estral) son sessjantes a2 los obswrvados en animales con
deaferentacitn bilateral del POA y el AHA (40, 42), Esto nos
permite sugerir que ambos lados del hipotAlamo son capaces de
mantener 1a ovulaci®n {aunque con disminucién del namero de
ovocitos liberados) pero no el ciclo estral.

La lesidn bilateral completa o parcial del POAM provoca
diestro prolongado (pseudoprefiez) pero no bloquea 1a ovulacion
(18), Bin embargo, si 1a lesidn abarca ®! AHA el animal presenta
sstro vaginal persistente y no ovula (3, 18). En nuestro caso, la
mayoria de l1os snimales mostraron perfodos alternados de diestro
y. mstro persistente, seguidos por ciclos irregulares. Las pocos
animales que recuperaron el ciclo estral, presentaron un perlodo
de disstro prolongado antes de recuperarlo. Estos resultados
pueden ser explicados por el hecho que Ja lesién unilateral
abarcé tanto el POA como el AHA.

En el anima) entero, 1la disminuciotn del nomero de ovocitos
liberados por el ovario {zquierdo, al lesionar uno de los lados
del HM, fue compensada por el ovario derecho. En ambos casos, la
lesion del HM derecho o izquierdo, el nomero de ovocitos )libera-
dos por el overio tzquierdo disminuy6d. Resultados obtenidos con
otros modelos experimentales muestran que la capacidad de res-
pussta ovulatoria por el ovario fzquierdo frente a modificaciones
de su inervacion ss menor que la del derecho (22). En el animal
hemicastrado, la capacidad ovulatoria del ovario derecho es mayor
que la del jzquierdo y depende de la integridad de los nervios
vago (16). Con base en lo anterior, es posible pensar que 1la
respuesta asimétrica de los ovarios a la lesién unilateral del
HM, esta acionada con alguna alteracitn en la informacion
nerviosa que l1legs al ovario, la cual también presentaria latera-
l1izaci&n.




La lesidn del HA provaoct disminucién en el namero de ovoci-
tos liberados sin que se modificara el peso de loa ovarios,
mientras que en los animales con lesion del HH o del HP, el
namero de ovocitos liberadaow fue normal, pwse al aumento del peso
de los ovarios. Lo anterior sugiere que la regulacion de ambos
procesos (ovulacién y mantenimiento del peso del érgano) presenta
diferencias, las cualws no parecen depender de la secreciéon de
1as gonadotropinas. Esta suposici®n es apoyada por el hecho que
la lesitn bilateral del HA provoca ovario poliquistico y astro
vaginal persistente, mientras que 1!a del HM provoca disstro
continuo y disminucion del peso de la gonada (%). Con base a I
anterior, la {informacitn neural que proviene del HM o del HP
estaria relacionada con la regulacian del crecimiento y la dife-
renciacitn de los diferentes compartimentos del ovario (folicu-
lar, luteal e intersticial), mhds que con el proceso ovulatorio.

Los resultados obtenidos en @l animal hemicastrado saugieren
que exjste una conexidn neural ipsilateral entre el HA y el
ovario, dado que la lesi6n de un lado del! HA modificéd ta HOvuIC
de) ovario ipsitateral y no la del contralateral. FEstos results-
dos nos permite sunerir que la HOwIC aes regulada en forma
asimbtrica por el lado derecho o izquierdo de) HA y que depende
del ovario §n wity (lateralizacion central y periférical,

Los resultados obtenidos sobre la modificacién de la COH
provocada por la lesitn unilateral del HA son parcialmente seme-
Jantes a los reportados por otros autores (28), En el presente
estudio, la disminuciédn de la COH ocurri®d solamente en @] ovario
ipsilateral a la lesitn del HA derechn y no we alterd cuando la
lesion realiz6 en e! HA izquierdo. En cambio, el ovarjio {z-
quierdo siempre mostré aumento de 1a COH independientemente del
lado y del Area hipotaldmica lesionada. Las diferencias chrerva-
das en estos resultados quizd dependan de)l dia del ciclo estral
enh que se realizd la lesitn, la extensidn de la misma, el tiempo
transcurrido entre la lesibn y la autopsia y o] dia del ciclo en
que se sacrificd al animal.

Previamente hemos mostrado que la tasa ovulatoria del animal
hemicastrado es menor cuando ®] ovario jp situ es el izquierdo
18), Sin enbargo, nuestros resultados muestran que la
"aficiencia funcional” (n&mero de ovocitos liberados en funcion
del peso del &rgano) del ovario izquierdo s mayor que Ja del
derecho, ya que los anfmales cuyo ovario in gitu fue el fzguierdo
desarrollaron una HOvuIC semejante a la del ovario dermcho, sin
que we acompafara de COH. Esta capacidad funcional del ovario
izquierdo depende de la intagridad del lado ipsilateral del HA,
ya que los animales con lesién del HA izquierdo no fueron capaces
de ovular a pecar del! aumento en su COH., Por el contrario, el
ovario derecho parece ser menos dependiente de la informacién que
proviens del HA ipsilateral, vya que la ovulacidn se presentd en
todos los casos a pesar de la disminuci6tn de la COH.
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La COH del ovario derecho parece depend de 1a integridad
de ‘ambos lados del HM, ya que la lesidn unil al de esta reqgidn
del hipotalamo dissinuyd su grado de COH. La "eficiencia funcio-
nal* del ovario izquierdo también depende de 1a integridad de
asbos lados de)l HM, vya que la lesidn de alguno de sus 1ados
indujo aumento de la COH y disminucion de 1a HOvulC.

Nuawtros resultados confirman lo observado previamente de
que la respuesta ovulatoria del animel hemicastrado es diferente
a la del entero, por lo que debe considerarse que e! animal
hemicastrado es una entidad neurcendocrina diferente al animal
entero y no s6lo un animal sin un ovario.

En el hipothlamo de 1a rata hembra, 1a actividad AChE pre-
sentd un patron circddico diferente al observado en la rata macho
(31), vya que en la hembra, 1s mayor actividad AChE se observd 2
horas despuds de iniciada la fese obscura del ciclo luz/ocbhscuri-
dad, mientras que en el macho esta ocurrié durante la fase de luz
31, 63).

Adembds de l1a actividad de la AChE, la concentracién de la
protetna tambi®én mostré variaciones a lo largo del ciclo estral.
Este hecho explica por que 1a actividad AChE del bhipotdlamo en
funcién de la concentracién de proteina no mostrd variaciones a
1o largo del ciclo estral, aunque si las mostrara en funcién del
peso del mismo.

81 se considera a la actividad AChE como un fndice indirecto
del contenido de la acetilcolina en la estructura estudiada (30),
nuestros resul tados dan una base a las diferencias en la capa-
cidad de la atropina pasra bloquear l1a ovulacion a lo largo del
ciclo estral, ya que la actividad AChE del hipotAilamo a las 21100
horas fue significaetivamente mayor que a las 13100 y la capacidad
bloqueadora de 1a atropina fue inversa (23). E1l hecho de que ésta
relacidn no se halla observado & las 09100 & 17100 horas podria
sstar relacionado con la psrticipacidn de otros sistesas de
neurotransmisores del SNC que regulan la ovulacidtn (6, 7, 25, 70,
76).

Nuestros resultados muestran claramente que Jos efectos
agudos que produce el estrés quirdrgico sobre la actividad AChE
de di ferentes estructurss del SNC de la rata macho, dependen de
1a integridad del nervio vago. Se ha mostrado que el estres
producido por la anestesia con éter disminuye la actividad AChE
en @] hipotdlamo de la rata macho, pero no la modifica en el
cerebelo (51). El aumento en la actividad AChE observado an el
grupa con operacidn falsa, podria estar vinculado con la manipu-
lacién del estémago al que fue sometido este grupo de animales,

Los efectos de la seccion del NVD y del NVI sobre la activi-

dad AChE presentaron una respuests lateralizada. Mientras que w)
NVD  jugarfa un pspe! inhibidor de la actividad AChE en el hipo-
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talamo, el cersbelo, e] cuerpo sstriado y el bulbo, el NVI sjer—-
certfa un paspel estisulante, excepto sobre el cerebelo.

En el hipotdlamo de la rata hembra, la actividad AChE
mostrd diferencias entre el lado derecho y el izquierdo, ademds
de las ya sefaladas en funciotn del ciclo estral. Estas diferen—-
cias fueron significatives a las 21100 horas (sin considerar el
dia de)l ciclo estral) y a las 13100 horas del diestro 2. La
significacion funcional de &sta asimetria es cuestionable. 8in
embarqo, los resultados obtenidos con los implantes de atropina
en e«l HA donde los efectos sobre la ovulacidn dependisron del dia
de} ciclo estral y del lado del hipotalamo implantado, sugieren
que la participacién del sistema colinérgico del hipotalamo sobre
1a regulacitn de la funcidn del ovario presenta lateralizaciodn.

.Ast mismo, nuestros resultados apoyan la idea de que el
sistema colintrgico del hipothlamo tiene un papel estimulante
sobre 1a liberacidn de las gonadotropinas (10, 21, 23, 25, 26,
42, 48, 33, 94, 57, 72, 78), la cual depende de} dia de) ciclo
astral y quizds también del lado del hipotdlamo estudiado.

Segan diversos autores, la liberaciédn de la LHRH es inducida
por la estimulacidn de receptores muscartnicos en las células que
sintetizan a dicho polipéptido, mientras que #n 1a adenchipofisis
existen receptoreas nicotinicos cuya imulacidn bloquea la libe-
racitn de 1a LH (24, 27, 5%, S7, 74, 78). Con bawe a nuestros
resul tados, serta posible suponer que al menos durante el estro,
la "disponibilidad” o w1l nGmero de receptores colinergicos en uno
y otro lado del hipotAlamo es di ferente. Esta idea astaria
apoyada por el hecho que en la hipbfisin y w1 hipotalamo de Jla
rata, el nAmero de receptoras muscariricos veria a lo largo del
ciclo estral y que la castracién provoca aumento del namero de
sition de enlace en ! MBH, la POA y la adenohipdbfisis (1, 2, 6,
24, 35, 73). Ast mismo, se ha mostrado que la administracion de
estrogenos y progesterona a la rata adulta disminuyen la activi-
dad colindrgica en ®] NPeV y la aumenta en el NBop (%57). Para
corroborar o denegar esta suposicitn serd necesario realizar otro
tipo de estudios.

En sintesis, los resultados de este estudio sehfalan que para
entudiar los muwcanismos neuroendbcrinos que participan en 1la
regulacion del eje hipotalamo-hipbfisis-avario, es necesario
considerar el lado del hipotAlamo, la hora y el dfa del ciclo,
as{ como el ovario derscho o izquisrdo del animal en cusstién.
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CONCLUSIONES

Los mecanismos neuroenddbcrinos centrales y periféricos que
regulan la funcién del ovario presentan cierto grado de
lateralizacitn.

En @1 animal entero, ambos lados del HA son capaces de
mantener 1a ovulacion pero no el ciclo estral. La informacién que
proviens ds ambom lados del HM regula de manera diferente la
ovulacion del ovario derecho e izquierdo, sin modificar el ciclo
estral.

L.a falta de informacidn que proviene de uno de los lados
del HA disminuye l1a HOvulC del ovario ipsilateral y no modifica
al ovario contralateral, 1o que sugiere que la conexidn neural
antre ®l hipotdlamo anterior y el ovarioc es ipsilateral.

La lesidn unilateral de alguna drea del hipotdlamo siempre
astimula la COH de) ovario izquierdo e inhibe la del ovario
derecho. La COH del! ovario derecho depende de i1a integridad de
amhos lados del hipothlamo medio.

En @) animal hemicastrado, la HOvulC y ja COH no son evantos
paralelos, por 1o que la "eficiencia funcional" de cada ovario es
diferente y on e! ovario izquierdo, &sta depende de la integridad
del lado ipsilateral del hipotalamo anterior.

Los efecton de 1a lesidn unilateral del hipotdlamo anterior,
medio o posterior son diferentes entre el animal entero y el
hemicastrado, por 10 que es necesario considerar que un animal
heaicastrado no sdlo as un animal sin un ovario.

El wistema colinérgico del hipotalamo participa de amarera
asimbtrica en la regulacidn de 1a funcion del ovario. Esta parti-
cipacion es diferente a lo largo del ciclo estral.

La actividad AChE del hipotbMlamo de la rata hesbra musstra
un ritmo circddico, donde la mayor actividad enzimbtica ocurre
durante la fase obscura del ciclo de luz/obscuridad en =l que ue
mantienen a los animales.

La actividad AChE del hipotllamo es difersnte durante el
ciclo astral. La mayor actividad enzimdtics se presenta en el dia
del estro y la menor en el proestro.

La actividad AChE del lado derecho @ izquierdo del hipota-

lamo presenta diferencias que dependen de la hora y del dia del
ciclo estral estudiados.
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En 1a rata macho adulta, las modificaciones inducidas por la
seccidn vagal en la actividad AChE del hipotAlamo, el cerebelo,
los cuerpos estriados y el bulbo dependen del nervio vago seccio-
nado. Al parecer, la informacién que transcurre por el vago
derecho estimuta la actividad enzimbtica en lam cuatro
estructuras, wmientras que 1la del vago izquierdo la inhibe.
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Figura 1.~ VISTA FRONTAL (PANEL A) Y SAGITAL (PANEL B) QUE MUESTRA LA
ANATOMIA Y DISTRIBUCION DE LOS NUCLEOS DEL HIPOTALAMO. (tomado de
Kupfermann, 1985 y Koning y Klippel, 1963).



TALLO
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Figura 2.- DIAGRAMA DE LOS SITIOS DE ACCION ESTIMULANTE (+) E INHIBITO-
RIO (~) DE LOS ESTROGENOS SORRE LA LIBERACION DE LH Y DE LAS SINAPSIS
NORADRENERGICAS (NA) QUE PARTICIPAN EN ESTE MECANISMO, OPF,quidsma opti-
co; MB, cuerpos mamilares (Tomado de McCunn y col, 1978),



FIGRA 3 - MEDIA £ E,E,M DE LA ACTIVIDAD ACETILCOLIMESTERASA EN £L HIPOTALAMD DE LA RATA EN
L0S DIFERENTES DIAS DEL C1QLO ESTRAL..
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horas del siumo dfn; [ P <0.05 ve diestro 2 & la aisem hore



WIOL SUSTRATO HIDROL1ZADO/MIN/NG TEJIDO

FIGURA 4,- MEDIA £ E,E.M, DE LA ACTIVIDAD ACETILCOLINESTERASA EN
EL HIPOTALAMO DERECHO (----) E I1ZQUIERDO (———) DE LA RATA EN LOS
DIFERENTES DIAS DEL CICLO ESTRAL,
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t P<0.05 va 13 horas del mismo dfa; * P<0.0% va 21 horas del mismo dia;
§ P <co.0% va 17 horas del aineo dfa; ¢ P <0.0% va hipothlamo ixquierdo.
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FIGURA 5.- MEDIA & E,E.M. DE LA ACTIVIDAD ACETILCOLINESTERASA EN
EL HIPOTALAMO DERECHO (---) E 1ZQUIERDO (-—-—) DE LA RATA EN LOS

DIFERENTES DIAS DEL CICLO ESTRAL,

<0.05 va 21 h del mismo dfa
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Figura 6.~ Representacidn esquemstica de la localizacibén de ocho implantes de
atropina en el lado derecho o izquierdo del hipotilamo anterior. El Area som-
breada muestra la zona del 1mplante. ha, nlcleo hipotalémico anterior; sc, ng
cleo supraquiasmiAtico; so, nicleo supradptico; hl, nicleo hipotalémico laterul;
FMP, fasclculo medial prosencefdlico; F, férnix; GP, globo pélido



Figura 7,- Representacidn esquembtlca de la zona (panel A) y la extencidn
(panel B) de la lesién del lado derecho o izquierdo del hipotdlomo ante -
rior. El drea sombreada muestra la zona lesionada. ha, nicleo hipotallmi-
co anterior; sc, nicleo supraquiasmitico; so, nlcleo supradptico; hl, nf-
cleo hipotn.l'{\mico lateral; FMP, fasciculo medinl presencefdlico; F, férnix;
GP, GLOBO PALIDO: CA, comisura interna; pom, nlcleo predptico medial; posc,
nGicleo predptico supraquiasmitico; €O, quidsms éptico; hd, nlcleo dorsome-
dial; hp, nicleo posterior; hvm, niicleo ventromedinl; ar, nicleo arcuato;
mm, nfcleo mamilar medial; mp, nicleo mamilar posterior.



Figura 8.~ Representacién esqueméticn de la zona (panel A) y la exten-
ci6n (panel B) de 1a lesién del lado derecho o izquierdo del hipotélamo
medio, El 4rea gomh.reada muestra 1a zona lesionada. ar, nicleo arcuato;
hpv, nicleo ventromedinl: hd, nicleo dorsomedial; hl, nicleo hipotalami-
co lateral; F, férnix; FMT, fasciculo mamilotalémico; FMP, fasciculo me-
dial prosencefélico; tmm, nficleo taldmico medial; WY, hipocampo; CA, co-
misura anterior; pom, nicleo predptico medial; posc, nicleo predptico
supraquiasmitico; CO, quidsma dptico; mm, nicleo mamilar medial; mp, nd-
cleo mamilar posterior,




Figura 9,~ Representacién esquemitica de la zonn (punel A) y de o exten-
cién de la lesién del lado derecho o izquierdo del hiputhlamo posterior,
El &rea sombreads muestra la zona lesionada. mm, niclco mamilar medial;
ml, nicleo mamilar lateral; FMT, fasciculo mamilotaléimlco; FMIG, fascicu
lo mamilotegmental; CP, comisura posteriors FR, fasciculo reflexo; F,
fornix; CA, comisura snterior; pom, niicleo predptico medinl; pusc, nicleo
prebptico supraquiasmatico; CO, quidsms dOptico; sc, niicleo supraquissmiti
co; ha, nicleo hipotaldmico anterior; ar, niicleo arcuato; hpv, nécleo ven
tromedialy hd, nlcleo dorsomedial; hvm, nicleo ventromedinl,

R SR SR U P SO SO



Figura 10.- HIPERTROFIA OVULATORIA E HIPERTROFIA COMPENSADORA DEL OVARIO
in situ (DERECHO O IZQUIERDO) DE RATAS HEMICASTRADAS CON LESION UNILATERAL

DEL HIPOTALAMO ANTERIOR O MEDIO.
b . .
* :
Z g
7% 4
]
*
%5 »

CONTROL HIPOTALAMO  ANTERIOR HIPUTALAMO MEDIO
DERECHO 1ZQUIERDO DERECHO 1ZQUIERDO

HIPERTROFIA OVULATORIA COMPENSADORA

N\

HIPERTROFIA OOMPENSADORA
. 3 5
.

OVARIO DERECHO ZZZ4

ovARIO 12uIERDO[ ]
.05 va control del mismo lado
.05 va ovario izquierdo del mismo lado



Tabla 1.~ MEDIA Y ERROR ESTANDAR DE L

EL CEREBELO, EL CUERPO ESTRIADO.Y EL BULBO DE' LAS RATAS MACHO CONTROL,

CON SECCION BILATERAL

NERVIO VAGO,

GRUPO

CONTROL
OPERACION FALSA
SBNY

SINV

SDNV

GRUPO

CONTROL
OPERACION FALSA
SBNV

SINV

SDNV

£ vs control} 5§ vs opernciéhffnisg; $:vs'S

ug,pro:eihé/in:éJ;dh
HIPOTALAMO CEREBELO:‘ .. :.CUERPO ESTRIADO

2634 4 44,3 177,24 36, +22.9
119.2 + 2,56 96.9" + 4.5
263.7 £ 18,75 0 0184.57% 417,588
147,5 + 4,959 7105174 4,359
81,7 & 2.7888%10 g + 3,5 80
HIPOTALAMO - CUERPO- ESTRIADO
19.8 + 0% 3.6
36.5 4 +6.2
20.8 + bt 2,4
30.0 # + 5.5
69,1 4" 4

4,6550

BNV; ~ v SINV, P<0.05

A CONCENTRACION - DE -PROTEINA Y ADN EN EL HIPOTALAMO,

CON OPERACION FALSA,
(SBNV), CON SECCION IZQUIERDA - (SINV)'0 CON SECCION DERECHA (SDNV) DEL

BULBO
127,5 & 24,7
74,9 + 1.9
163.1 &+ 4,85
84,3 + 3.4¢
44,0 &+ 1,650
BULBO
19,5 +.3,1
40,9  1.4%
20,54 1.1
29,8 % 3.7
+ 4,788

78.6



Tabla 2,- MEDIA Y ERROR ESTANDAR DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZTMA ACETILCOLINES-
TERASA (AChE: nMol sustrato hidrolizado/min) EN EL WIPOTALAMO, El CEREBELO ,
EL CUERPO .ESTRTADO Y EL BULBO DE LAS RATAS MACHO CONTROL, CON OPERACION FAL-
SA, CON SECCION BILATERAL (SBNV), CON SECCION IZQUIERDA (SINV) O CON SECCION
DERECHA (SDNV) DEL NERVIO VACO, EXPRESADA EN FUNCION DE LA CANTIDAD DE TEJI-
DO, DE PROTEINA O DE ADN,

AChE/mg tejido

GRUPO 1NIPOTALAMO CEREDELO CUERPO ESTRIADO BULBO
CONTROL  44.8 # 2.2 12,9 4 1,0 58,9 4 6.6 19.9 £ 0.9
OPERACION

FALSA 42,1 £ 4.2 12.3 £ 1.1 1214 ¢ 13,55 23.8 ¢ 1.5
SBNV 47.6 2.4 13.4 £ 0.6 129.6 ¢ 11.3% 29.4 & 1,558
SINV 40.9 ¢ 1,7° 11.7 £ 0.9 1046 £ 7.65 2.5 ¢ 1,4¢
SDNY 41,8 £ 1.6 11,9 £ 0,8 110,5 ¢ 5.95 22.8 1.4

AChE/mg proteina

GRUPO 111POTALAMO CEREBELD CUERPO ESTRIADO BULBO
CONTROL 251 £ 76 80t & 1605 £ 271 176 & 27
OPERACION

FALSA 344 £ 28 129+ 5% 1303 & 63 313 ¢ 16
SNV 187 165 7t 18 702 £ 798 180 ¢ 7%
SINV 218 ¢+ 85 108 + 75¢ ot 338 277 ¢ 8%

SDNV 495 ¢ 195¢ 259 ¢ 185 1723 £ 355 535 ¢ 2050

.

AChE/ug ADN

GRUPO HIPOTALAMO CEREBELO CUERPO ESTRIADO BULBO
CONTROL, 5.9 £ 0.6 . 64,1 £ 7.4 2.7¢1.0 8.4 ¢ 1,7
OPERACION i

FALSA 6.4 21,0 64.9 t 5.2 2.2 £ 0.7 10,9 £ 1.2
SBNV 8.1 1.0 56.6 £ 6.6 5.9 & 0.3C§ 11.8 £ 1.2
SINV 7.6 £ 1.8 37,8 £ 44559 5.9 £ 1,258 8.8% 1.4
SDNV 7.8 2 1.3 73.6 £ 6,27 6.7 & I.l";s 10,7+ 1.8

E va control; § vs operacibn falsa; ¢ va SBNV; ~ vs SINV, P<0,05



Tabla 3,- MEDIA Y ERROR ESTANDAR DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA (bg/mg ‘tejido) Y DE LA
ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ACETILCOLINESTERASA' (AChE: nMol sustrato hidrolozado/min) EN EL HIPQ
TALAMO DE LAS RATAS HEMBRAS SACRIFICADAS A DIFERENTES HORAS DEL DIA Y A LO LARGO DEL CICLO™
ESTRAL, .

. HORA DEL DIA

PROTEINA AChE/ mg tejido AChE/mg proteina
09:00 63.6 ¢+ 1,9" 10,8:£.0.. 177 ¢ 57
13:00 67.9 ¢ 0.3V ‘ 184 £ 77
17:00 53.3 & 2.3 177 ¢ 5T
21:00 65.2 & 1.3%° 222 £ 10

PROTEINA

AChE/mg protefna
ESTRO 66.0 £ 1, e 191 & 7
DIESTRO 1 64.3 ¢ 2, 1 C12, 198 ¢ 5
DIESTRO 2 63,5 £ 1, 8" S11.1 % 0.4 182.¢ 6
10,3 £ 0.4 182 + 8

PROESTRO 56.4 % 2 2 T

P<0.05 vs 13:00 horas
P<0.05 vs 17:00 horas
P<0,05 vs 21:00 horas
P<0.05 vs diestro 2
P<0.05 vs proestro

A Qo



Tabla 4.~ MEDIA Y ERROR ESTANDAR DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ACETILCOLINESTERASA (AChE: nMul
sustrato hidrolizado/min) DEL LADO DERECHO O IZQUIERDO DEL HIPOTALAMO DE LAS RATAS SACRIFICA-
DAS A DIFERENTES HORAS DEL DIA Y A LO LARGO 'DEL' CICLO ESTRAL, EXPRESADA EN FUNCION DE LA CAN-
TIDAD DE TEJIDO O DE PROTEINA, :

tejido AChE/mg proteina
12QUIERDO DERECHO IZQUIERDO

AChE /i in
HORA DEL DIA:

09:00 11 0 z 0,47 - 172 ¢ 7 182 ¢ 7%
13:00 1158.¢ 0, 67 184 ¢ 12 183 ¢ 8
17:00 168 + 7T 185 ¢
21;00 41138 . 236 ¢ 16
DIA DEL CICLO ESTRAL: :

ESTRO 4100 . 198% 9
DIESTRO 1 5t 7 198 ¢ 8
DIESTRO 2 £ 9 187 & 7
PROESTRO . t 8 193 ¢ 13

P<0,05 va 21:00 horas

P<0.05 vs lado izquierdo
P<0.05 vs proestro
P<0,05 vs estro

@ xS




Tabla 5.« TASA OVULATORIA (NUMERO DE ANIMALES OVULANTES/TOTAL DE ANIMALES TRATADOS), TASA DE
CORNIFICACION VAGINAL (NUMERO DE ANIMALES CON CORNIFICACION VAGINAL/TOTAL DE ANIMALES TRATADOS)
Y MEDIA & ERROR ESTANDAR DEL NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS Y DEL PESO DE LOS OVARIOS DE RATAS
CON IMPLANTE DE ATROPINA EN EL LADO DERECHO O IZQUIERDO DEL HIPOTALAMO ANTERIOR, A LAS 13:00
HORAS DEL ESTRO O DEL DIESTRO 1.

GRuFO OVEL:TgRéA coxn?rrc:cxoi VAeINAL 20G1ERb0  DERECHD PERDo"ELpRRARAS
QUIERDO DERECHO  I1ZQUIERDO — DERECH

CONTROL 10/13 13/13° 5,5¢0.8 3.6£0.7  14.080.4 13,7£0.7
ESTRO: S

DERECHO  0/8% 3/8% 0 0 13,0¢1.1  11,3£0.7

IZQUIERDO 8/8 E 8/8 - . 5.4t0,7 5.8%0.5 13,4%1,0 - 13,710.8
DIESTRO 1: . . e

DERECHO  2/10% N V3T LA 4, 3’ 9, 7 13.40.8 - 12,140,3

IZQUIERDO 1/ 9* 5/-9%8 0 1o 13.B£1.4° 13.4%0.5

* P<0,05:vs control
% P<0,05 vs lado derecho en diestro i



Tabla 6,~ MEDIA Y ERROR EST%NDAR'DEL NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR EL OVARIO DERECHO, IZQUIERDO O AMBOS EN
RATAS CON LESION UNILATERAL EN EL HIPOTALAMO ANTERIOR, MEDIO O POSTERIOR, SACRIFICADAS EN EL DIA DEL ESTRO VA
GINAL DESPUES DE DOS CICLOS DE 4 DIAS. .

GRUPO n OVARIO DERECHO OVARIO IZQUIERDO AMBOS OVARIOS
CONTROL 2% 4.6 £ 0.5 5.7 £0.5 10,3 £ 0.8
HIPOTALAMO ANTERIOR
DERECHO 10 1.9 £ 0.8% 3.6 ¢ 1.1 5.5 17#
1ZQUIERDO 16 1.7 £ 0,7% 2,9 £ 0.8% 4.6 & 1,49
HIPOTALAMO MEDIO ‘
DERECHO 10 6.3 £ 0,845 ' 40£0.7 - . 10.0 £ 0.9
IZQUIERDO 10 6.7£09% . 41%0.8 . 10.8 £ 0.7
HIPOTALAMO POSTERIOR PRSI SARE
DERECHO 6 52207 . o 37808 o 8.8 0.9

T2QUIERDO 6 36£10- 22090 7.2£1.6

* P<0,05 vs control
§ P<0,05 vs ovario izquierdo



Tabla 7.-'MEDIA Y ERROR ESTANDAR DEL PESO (wg/100 g) DEL OVARIO DERECHO, IZQUIERDO O AMBOS, EN RATAS CON LESION
UNILATERAL EN EL HIPOTALAMO ANTERIOR, MEDIO O POSTERIOR, SACRIFICADAS EN EL DIA DEL ESTRO VAGINAL DESPUES DE DOS
CICLOS DE 4 DIAS.

GRUPO n OVARIO DERECHO . OVARIO IZQUIERDO AMBOS OVARIOS
CONTROL 2% 12.2£ 0.6 12,4 £ 0,5 2.6 £ 0,9
HIPOTALAMO ANTERIOR ‘
DERECHO 10 12,4 £ 0.8 . 13,1 % 1,3 26,1 £ 1,7
IZQUIERDO 16 11.0 £ 1.0 12,1209 2.2 £ 1.7
HIPOTALAMO MEDIO S e e
DERECHO 10 14,9 £ 1.1 15.2 40,9 30,1 ¢ 1.5%
IZQUIERDO 10 12,7 £ 0.3 . 133406 .. 257405
HIPOTALAMO POSTERIOR : L GRS S
DERECHO 6 15.8'¢ 1.0% 143% 1 30,1 ¢ 2,5
TZQUIERDO 6 13,4 £1,1 129807

1 26,2% 1.5

* P<0,05 vs control



.

Tabla 8,~ HIPERTROFIA OVULATORIA COMPENSADORA (HOvulC) E HIPERTROFIA COMPENSADORA DEL™ OVARIO

(COH) in situ (DERECHO O IZQUIERDO) DE LA RATA HEMICASTRADA CON LESION UNILATERAL EN EL HIPOTA
LAMO ANTERIOR O HEDIO.

GRUPO n OVARIO DERECHO = " OVARIO® 1ZQUIERDO
ROvulC coH HOVU1C co

+
CONTROL .20 69 37§ 9 10

HIPOTALAMO ANTERIOR v ,
DERECHO 18 ITEL ST T -on 66
12QUIERDO 16 65° R - B 0% 350

HIPOTALAMO MEDIO : , o
DERECHO 15 22% 8 aaed 460 45%
1ZQUIERDO 13 . 5% 23% 54% 17

* P<0,05 vs control
§ P<0.05 vs ovario izquierdo
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Differances in the acute changes in acetylcholineaterase
sctivity in several brain structures induced by bilateral or

unilateral section of the vagi nervas in the adult male rat.

Ma.Eather Cruz, Rebeca Chhvez, Ricardo Martinez and

Roberto Dominguez.

Laboratory of Biology of Reproduction.
Escuela Naciocnal de Estudios Profesionales Zaragoza
Ul'\lvorlldad Nacional Autbnoma de México.

AP 9-020, CP 15000, Maxico DF, México.



According to several authors, acutylchnlln-lt-ra;n {AChE)
activity in brain structures is a good index of the steady-state
function of the cholinergic system (1], In a previous study we
showed thae existence of a circadian rhythm in AChE activity in
the hypothalamus and cerebellum, when results were expressed as a
function of protein concentration: the rhythm depended on the
prasence of the gonads (Martinez gt al., submittedl. 1In the
fomale rat, it has bewn shown that vagi nerves play a role in the
regulation of ovarian function (2, 3), and there is some evidence
of differences in the information carried by the left and right
vagus nerve to and from the ovary (3}

8ince the cholinergic system plays a role in the regulation
of the gonadal system (the vagus nerve probably prnvldiﬁg one of
the pathways involved in the modulation of gonadal function,) and
since the gonads are important in the maintenance of AChE
activity in several brain areas, 1t was decided to study the
acute effects of unilateral or bilateral section of the vag
nerves on the AChE activity of the hypothalamus, striatum and
carebellum in the adult male rat. 8ince part of the vagus nerve
nucfeus lies in the medulla, the enzyme activity was also studied
in this structure.
Hatecial and cethoday Adult male rats (240-280 g b.wt) of the C
Il 2~V strain, From our own laboratory, maintained under
controlled 1lighting conditions (lights on f{nm 05,00 to 19.00)
with free access to food and tap water, were umed. Groups of
seven animals per group were selected at random, and allocated to
one of the following experimental conditionss controls
(untroated)) sham operated i.e., the animals were submitted to

laparotomy under ether anaesthesia, the stomach was exposed and



manipulated, the wound sutured with cotton thread, the animals
ware kept anassthetized during S minutes after thay wers sutured
and returned to their cage (three animals per cage)y they were
sacrificed 72 h afterwards) bilaterally vngotonizid, i.e,, the
animals were submitted to bilateral subdiaphragmatic vagotomy
following the method previously used {3] and were sacrificed 72 h
later; unilaterally vagotomized , the animals were laparotomized,
the left or right vagus nerve was sectioned below the diaphragm,
and the rats were sacrificed after 72 h.

The animals were killed by decapitation between 09.00 and
10.00. The brain was quickly sxtracted and put on a chilled watch
glass kept on ice. The hypothalamus, wstriatum, medulla, and
cersbellum, were quickly dissected, weighed on a precision
balance, homogenwized by sonication in cold phosphate buffer
0.07M, pH 8.0, AChE activity was dot;rmlnnd by using
scetyltiocholine for substrate) protein and DNA content were also
measurad {1]. Results were calculated as nmol of substrate
ﬁydroly:nd/mln/ng wet tissue, nmol of substrate hydrolyzed/min/mg
protein, and nmol of substrate hydrolyzed/min/ug DNA. The
Adr;nlll ware dissected and weighed. Data ware analyzed by one
ufy analysis of variance and SBtudent’s t test,

Besulis and discussion® » The weight of adrenal glands increased
significantly in all groups subjected to surgery. Unilateral or
bilateral vagotomy did not modify the results. The weight
increase was larger in the left than in the right adrenal gland
in all groups (Table 1). The lateralization in the adrenal
rasponse seems to be very similar to changes previously observed
in the ovary of hemispayed animals, but it seems not to depend

on the integrity of the vagus nerves as was the case with the



ovary [3}. However, in chronic and subchronic experiments, it has
been observed that section of vagus nerves modi fies the adrenal
function, expressed as an increase in the mitotic index in the
adrenal cortex 431 interestingly, greater chyngc- were observed
in the left adrenal gland than in the right one.

The effacts of different manipulations on protein
concentration and on the DNA/protein ratio aro presented on Table
2, Burgical stress induced a diminution in protein concantration
in all the structuras studied, except the striatum. These effects
ware abolished by’ bilateral vagotomy in th-. cerabel Jum,
hypothalamus and xedulla, whereas in the striatum protein
concentration in bilatera) vagotomized snimals was elevated in
comparison with both control and sham operated group. Unilateral
section of th; left vagus nerve did not modify the results
cbserved in the sham operated group, while section of the right
vagus nerve induced grmater diminution in protein concentration
than did the sham operation.

The AChE activity in the brain structures examined is
presented in Table 3, When enzyme activity was calculated as a
func‘tlon of protein contaent, the striatum presented the highest
activity and cerebellum the lowest, while the results were
revarsad when enzyme activity was expressed as a function of DNA
content (Table 3). o

The most striking results were the effects of bilateral or
unilateral (right vagus nerve sectioned) on the protein content
of the cerebellum, hypothalamus and medulla, where bilateral
vagotomy abolished the stress effects, and section of the right

vagus nerve increased them (Table 2).



The results presented here show clearly that the acute
changes induced by stress on protein and AChE activity ﬁupend on
the {integrity of the vagus nerve, and that thq effects of
unilateral section of the left or right vagus nerve are different
from each other.

The AChE activity in all brain structures studied changed in
those animals subjected to surgical stress., In a previous
experiment, ether anaesthesia stress induced a decreass in
hypothalamic AChE activity and did not modify the cerebellum
enzyme activity (nart!nfz gt 2l., submittedl. In present study,
it s possible that wstomach manipulation (mechanical vagal
stimulation?) {nduced the increase in enzyme activity observed in
this experiment. Changes {n protein concentration and enzyme
activity might not be explained simply by the increase in
cortisol or epinephrine plasma levels induced by surgical stress,
since the effects of right or left vagus nerve section were
different. b
' Our results obtained {n regard to AChE activity show
lateralization of the effects of unilateral vagotomy on enzyme
activity, Except in the striatum, right vagotomy {nduced a
significant increase in ;nzyme activity in all structures. If
enzyme activity reflects cholinergic system function as has been
proposed [1), the information carried by the right vagus nerve
would be inhibitory to all structures except the striatum,
whereas the left vaguas has stimulatory or inhibitory {nfluences

depending on the structure considered.
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Table 1. Weight (mg/7100 g b.wt) of left, right or both adrenal glande
in control male adult rats, sham operated or with unilateral or
‘bilateral section of vagl nerves, autopsied 72 h after surgery (means
+ samy pn=7) .

Group Left adrenal Right adrenal Both adrenalws
Control . 5.%+0.5 6.1 # 0.6 11.6 + 0.3
Sham operated B.1 t 0.8 7.4 ¢+ 0.3 19.6 & 1,28
Left vagotomy B.2 + 0.5 6.8 ¢ 0.6 15.1 % 0.4t
Right vagotomy 7.4 & 0.48 6.4 + 0.3 13.8 & 1.0¢
Bilateral

vagotoay 10.4 % 2.2 8.8 + .08 19.1 & 3.1¢

$In comparison with the control value, p <0.03



Table 2, Amount of Protein (ug/mg wet wt tissue) and the relationshipo
ngDNA/ug protein in cerebellum, hypothalamus, striatum and medulla in
control  (C), sham operated (8), or with bilateral (B) or unilateral
{left, L} right R) section of the vagi nerves (means # semj p =7).

cerebellum hypothal amus striatum medulla

Broup
Becetein
c 177.2 +36.9 263.4 +44.3 82,4 $22.9  127.5 #24,7
a
8 96.9 &+ 4.7 119,2 42,93 ’ 91.0 + A5 74.941.9
b b ab b
B 184.5 + 8.5 263.7 +18.7 190.4 #17.3 143.144,8
c be be c
L 105.1 % 3.7 147.5 + 4.% 112,8 ¢ 4.3 84,44+3.4
abcd abed bed bed
R 47.3 ¢ 1.9 01,7 & 2,7 64.2 + 3.8 44,041, 6
pip/ecptein
c 91.794£13.01 19.8213.53 268.01+3.67 19.574+3. 18
‘a a a
8 157.12+ 4,78 36,5043, 40 34.1246.20 10,59941.42
B 73.07+ 2.83 20.B8542.82 25,44642.41 20.5341.17
L 08.83% 4.07 30,0645, 73 31.304%,50 29.83:3.71
abcd abed abd ab
R 355,84141.69 69.1647.01 64,4944,63 78.6444,71

In comparison with the a: control, by sham operated, ci1 bilateral

vagotomized, and di left vagal sectioned values, p <0,05




Table 3.
cerebellum,
operated

Acetylcholinesterase
striatum and medulla in control
(8) and with bilateral

activity

in

the hyp

othal amus,

(C) adult male rats, sham
(B) or unilateral (left (L) or right

(R)) section of vagi nerves 72 h, post surgery (means + senj O=7)

hypothal amus corebel lum striatum madulla
Broup
onelioAnimo wet Sissue
€ 44.0282.2 12,96%1.0 80.9846.6 19.9380.9
L]
B 42,1614,2 12,39¢1.1 121,40413.5 23.85¢1.5
-a . ab
B A7.64%2.4 13,4630.6 129.66411.3  29.4331,5
c & c
L 40,94%1.7 11,7740.9 106, 6247.6  23.%2¢1.4
a c
R 41,0321.4 11.9740.8 110,5045.9  22.02+1.4
nopl/ein/ng oretein
c 251 476 80 + 4 16054271 176327
a a
8 344 +28 129 + 3 1303463 313+14
b b b b
B 187 16 74 & 1 702479 18047
b ac be be
L 278 18 108 & 7 931433 ~ 27718
be bed bed bed
R 495 +19 259 +18 172343% 535420
nopliminZug QNA
C  5.93 & 0,69 64.15 £ 7.4 2,7041.0 0,4741.74
8 6.44 ¢ 1.0 64.93 + 5.28 2.2840.78  10,96%1,29
ab
B B.13 # 1,08  S6.66 % 6,65 %.9940.39  11,8%1,22
abc ab
L 7.60 + 1,89 37,88 & 4,42 5.90+1.28 0.681+1.47
d ab
R 7.82 % 1.34  73.67 & 6.23 6.73+3.14  10,.7941,83

1n comparison with

vagotomized, and

the at control, b1 sham operated, ct bilateral

ds 1eft vagal sectioned values, p <0,0%
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BUMMARY

The variations in acetylcholinesterase (AChE) activity in
the right and left hypothalamus along the estrous cycle at
various hours of the day were studied. Circadian changes in the
enzymatic activity were obhserved both in left and right hypo-
thalamus, The highest activity was observed at 21.00 h. When
expressed in function of protein concentration the AChE activity
vwas higher in the left hypothalasus than in the right one. Along
the estrous cycle, estrus day presented the highest enzysatic
activity and prosstrus the lower. The differences in AChE activi-
ty along the estrous cycle and the circadian changes observed,
can be the explanation for differences ohserved in the ability of
atropine to block ovulation.

INTRODUCTION

Rasults by several authors have shown that controlling hypo-
thalamic mechanisms related to compensatory ovarian ragulation,
and gonadotropin releasing hormone (GnRH) concentration presents
differences hetween the right and left hypothalamus [1,7,9,12,13])
Differences in the noradrenaline concentration betwesn the left
and right brain have slso besen described [131.

It was previously shown that the blockade of ovulation
induced by a single injection of atropine presents differences
along the estrous cycle [S] and that in the wsale hypothalasus
circadian changes in acetylcholinesterase (AChE) activity depends
on the presence of both gonads [11). Furthermore, it has been
shown that the enzymatic activity in the male hypothalamus was
modified in an inverse way by the section of left and right vagus
nerve [4].

8ince the hypothalamic cholineryic system plays a role in

the regulation of gonadotropin secretion {41 and its particips-~

tion varies along the estrous cycle [5) it wam decided to study

. the AChE activity in different hours along the mstrous cycle. The

possible differences between the enzimatic activity in both right
and left hypothalamus were also analyzed.

MATERIALS AND METHODS

Adult (190-2235 g} virgin rats of the C Il Z-V strain from

own stock were maintained in conditions of controlled
llohtlnq {l1ights on from 035,00 to 19.00) with free access to food
and tap watmr. E€Estrous cycles were monitored by daily vaginal
ssears and only those animals with three consecutive 4-day cycles
were used.

Groups of animals in estrus, diestrus § or 2 or proestrus
were killed by decapitation at 09.00, 13.00, 17.00 or 21.00

|
!



houre. The brain was quickly extracted and put on a chilled
watch glass kept on ice. The hypothalamus was dissected following
Iversend and Glowinsky (8] parameters and left and right halves
separated by a cut along the third ventricle., Both halves were
weighed on a precision balance, homogensized by sonication in
cold phosphate buffer 0.07M, pH 8,0, AChE activity was determined
by using acethyltiocholine for substrate (1013 protein content
vas also measured {21, Results were calculated as nmol of sub-
strate hydrolized/min/mg wet tissue and nmol of substrate hydro-
lized/min/mg protein.

Etatistical analyses were perforsed with the aid of a BYSTAT
program by Business Microcosputed Solutions (Austin, Texas) on a
Printaform 5210 computer. Djifferences in enzymatic activity
between left and right hypothalamus was estimated by Student’s t
test, Differences in AChE activity betwesan day of the cycle, hour
of the day and side of the hypothalamus were compared by two ways
multivariate analysis of variance [MANOVA). Differences between
individual means were assessed using multiple comparison test of
Duncan and Tukey,

REBULTS

The analysis of enzymatic activity showed significant dif-
forances related both, the day of the cycle and the hour of the
day, as well as the side of the hypothalamus depending the way it
was calculated. When the activity was calculated as function of
the weight of hypothalamuss by day of the cycle df= 3, Fs 7,383,
p<0.000) by hour of the day dfs 3, F= 21,925, p<0,000) by side
df= 1, F= 0.223, p= 0.437, N.S.) bhy day/hour/side dfs 9, F=
1,041, p= 0.408 N.8.) and as function of protein concentratiom
by day of the cycle dé= 3, Fe 0,629, p= 0.3597 N.8.3 by hour of
the day df= 3, Fe 8.495, p<0.000; by side df= i, F= 4,203,
p<0.042y by day/hour/side df= 9F= 1,150, p= 0.329 N.8.

Protein concentration alsoc presented variations depending
both, on the day and hours by day of the cycle df= 3, F= 4,529,
p<0.0043 by hour of the day df=s 3, F= 11,392, p<0.000; by side
dé= 1, F= 1,717, p= 0.192,

The enzymatic activity and protein concentration by day of
the cycle and hour of the day are presented in table (. The
highest enzymatic activity (expressed as nmol/min/mg wet tiwsue)
vwas observed on estrus and diestrus | and the lowsst on pross-~
trus. Such differences were not obmerved when results were
expressed as a function of protein concentration, because the
hypothalamic protein content varies along the estrous cycle. The
highest enzymatic activity was observed at 21.00 h and the lowest
at 17.00 h, independently the way the activity was calculated.

Figure 1 repressnts the varistions in AChE activity at the
hours studied alung the estrous cycle, both as a function of
hypothalamic weight and protein concentration. Diwstrus | was the



day of the estrous cycle when the enzymatic activity showed less
variations. On estrus and diestrus 2 an increase in AChE activity
from 09.00 to 21.00 was ohserved, meanwhile on proestrus a sig-
nificant diminution at 17,00 followed by an increase at 21,00 was
presentad.

The AChE activity was higher in the left hypothalamus than
in the right one (193 + 4.8 va 181 + 4.7, df= 200, t= 1,845,
P=0,04). :

The enzymatic activity in the right and left halves of the
hypothalamus along the estrous cycle and at various hours
studied, {s presented in table 2 and its changes by hour of the
day and day of the cycle in figures 2 and 3. The lowest enzymatic
activity in both, the right and left halvas of the hypothalamus,
expressed as a function of tiasue weight, was observed at proes-
trus and at 17,00 h. When the AChE activity was expressed as a
protein function, at 21.00 h the right hypothslamus presented
lower enzimatic activity than the left one (table 2). Significant
differenc between the left and right halves along the estrous
cycle, as a function of the hypothalamic weight, were also
observed at 13,00 h on diestrus 2 (figure 2). Such signficant
differences were not observed when the activity was calculated as
a protein concentrstion function (figure 3).

DIBCUSBION

Present results agree with previous observations showing the
existence of circadian variations in the hypothalamic ACHE acti-
vity €11]) and add further support to those authors who stress the
need for expressing results both as a function of protein content
and of organ weight [11, 1431,

In the hypothalamus of the female rat, circadian veriations
in enzymatic activity were observed besides the way used to
axpress AChE activity. Differences in the enzymatic actfvity
along the westrous cycle were chserved only when results were
mxpressed as a function of the weight of the hypothalamus, since
the protein concentration also showed changes along the estrous
cycle.

+ According with present results, there would be significant
sex differences in the AChE activity tn the hypothalamus., In the
female, the highest AChE activity was observed two hours after
the begining of the dark phase of the lighting cycle and the
lowast two hours before the ending of the light phase.
Meanwhile, in the adult male rat, both the highest and lowest
enxymatic activity were observed during the photic phase of the
cycle C111.

When atropine was ussd as a cholinergic blocking drug, the
highest ovulation blockade was observad at 13.00 h and the lowest



at 21,00 h £3), Theme results sesems to match with AChE activity

in tha hypothalamus since at 21,00 h the enzymatic activity was
uignificant higher than at 13.00 and according with Maletta and

Timiras [10) AChE activity is an indirec index of the acetylchol- |
ine content of the brain tissus. The fact that this relationship !
was not observed at 09.00 and 17.00 could be related to the other
neurotransmitter systems which participates in the central regul-
ation of the ovulation (&),

Results by several authors indicate the existence of later-
alization in both, central and peripheral mechanisms related to
gonadat function resgulation €1, 3, 7, 9, 12, 13]. In present
study a difference in the AChE activity between teft and right
hypothalamus was observed. Buch difference was wsignificant at '
21.00 (exprmssed as function of protein concentration). The func- !
tional wmignification of this asymmetry is unknown at present. J
However, atrupine implants have different effects on ovulation '
when it was done in the right and Jeft anterior hypothalamus
(unpublished results) [
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Table 1. Mwan + s.e.m. of protein concentration [ug/mg wet tissuel and
acetylcholinesterase C[AChEl activity in the female hypothalamus at
various hours of the day, along the #strous cycle expressed as a
function of the weight of hypothalamus [nMol hidrolized sustrate/min/mg
wat tissuel and the concentration of hypothalamic protein [nMol
hydrolized sustrate/min/mg proteinl,

BY DAY OF THE ESTROUS CYCLE

Day of cycle Protein AChE/mg wet tissue AChE/mg protein
Estrus 66.0+1.88 12,940,388 191%6.7
“Diestrus 1 64.342.1¢ 12,640,538 19845. 4
Disstrus 2 63.5+1.68 11.140.4 182+5,.9
Proestrus 86.442.2 10.340.4 18247.7

BY HOUR OF THE DAY
Hour of the day

09,00 63.641.9! 10.8+0,3!9& 17724.99
13.00 67.9+1.0! 12.240.3!9 18447.19
17.00 . 53.3+2.3 9.420.5 . 17714.59
21.00 635,.241.3! 14.1+0.4? 222+410.3

¢ PC 0.05 vs prowstrus (Duncan’s test after MANGVA)
® PC 0.05 vs diestrus 2 (Duncan’s test after MANOVA)
! PC 0.0% va 17.00 h (Duncan’s test after MANOVA)
9 PC 0.0% vs 21,00 h (Duncan’s test after MANOVA)

& P<. 0.03 vs 13,00 h (Duncan’s test after MANOVA)



Table 2. Mean + s.@.m, of acetylcholinesterase [AChE] activity in the
right and left female hypothalamus at various hours 9( the day, along
the estrous cycle expressad as a function of the weight of hypothal‘n-ul
InMol hidrolized sustrate/min/mg wet tissuel and the concentration of
hypothalamic protein CnMol hydrolized sustrate/min/mg proteinl.

BY DAY OF THE CYCLE

AChE/mg wat tissue AChE/mg protein
Right Left Right Left
Day of cycle
Estrus 13.240.8 12,740.69 106+9.9 19849,0
Diestrus | 12.540.7 12.740.78 19747.2 198:6.3
Diestrus 2 10.84+0, 40 11.440.9 1774%.4 18747.0

Prosstrus 10.440. 50 10.240.6 17148.3 193412,7
' BY HOUR OF THE DAY

Hour

09.00 10,640, 4! 11.040. 4! 17246.6 18247.3!
13,00 12.540.4 11.840.6! . 184211.6 16348.2
17.00 9.0£0.7! 9.840,6! 16846.7! 18343.7

21.00 14.040.6 14,.340.5 207£12.59 236216.1

$ PCO.03 va proestro (Duncan’s test after MANOVA)
® PCO.05 vs estro (Duncan’s test after MANOVA)
! P<O.03 vs 21.00 h (Duncan’s test after MANOVA)

® PCO.0% vs left hypothalamus (Duncan’s test after MANOVA)
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Figure 1, Variations of acetylcholinesterase activity of the female
hypothalomus at various hours of the day, along the ocestrus
cycle, expresed as a function of the weight of the hypothalamus and
the concentration of hypothalamic protein.

* 1<0,05 vs 21 hour at same day
A P<0,05 va 17 hour at same day
0 P<0,05 va estrous day ot the same hour
Q P<0,05 vs diestrus 2 at the same hour
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Figure 2, Changes of the acetylcholinesterase activity (nMol hydrolized
sustrate/min/mg wt tissue) of both right (----) and left( ) hypothalg
mus along the estrous cycle, . ' .

*#* P<0,05 va 13 hour at the same day
* 1<0,05 vs 21 hour at the same day
§ 'P<0,05 va left hypothalamus at the same day
& P<0.05 va 17 hour at the same day
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Figure 3. Changes of the acetvlchollnusternse ncuvity (nMol hydrolhell :
sustrate/min/mg protein) in both right (----) nnd left (—-—) hypnllmln
mus along the estrous cycle,

* P<0.05 va 21 hour at the same duy
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We have previously shown that the response of the
hypothalamic cholinergic system to unilateral section of the
vagus nerve presents asymmetry (Cruz, Chavez, Martinez &
Dominguez, 1987). On tha other hand, the acetylcholinesterase
activity in the hypothalamus varies along the oestrous cycle,
during the day and some differences between the left and right
nide were atso cbserved (Dominguez, Cruz, Chavez, et al,1988)

The participation of the cholinergic systes in the
regulation of gonadotrophin secretion and ovulation is wall
documented (Everett, 1964), and differences in the ability of
atropine along the cestrous cycle to block ovulation have been
previously shown (Dominguez, Riboni, Zipitria & Revilla, 1982),
We have alsp shown that the right and left ovaries have different
ability to maintain normal ovulation in hemispayed rats, which
depends on the integrity of the vagus nerve (Chavez, Cruz &
Dominguez, 1987). In the hemispayed rat, lateralization in the
hypothalamic mechanisms participating in the regulation of
gonadotropin secretion and compeansatory ovarian hypertrophy has
been also described (Nance, White & Moger, 19833 Fukuda,
Yamanouschi, Makano et al,i1984),

Based on these antecedents, it was postulated that the
hypathalamic cholinergic aystem which participates in the
rogulation of the ovarian function presents some 1
which varies on the day of the cycle. To analyze this hypothesis,
it was decided to study the effects of unilateral jmplant of
atropine in the anterior hypothalamus on ovulation.

MATERIALS AND METHODS

Adult  (190-22% g} virgin rats of the C (I ZI-V strain from
our own stock wera maintained in conditions of controlled
lighting (lights on from 03.00 to 19.00 h) with free access to
4ood and tap water., Owstrous cycles ware monitored by daily
vaginal smears and only those animals with A-day cycles were used.

Atropine imelants. In rats on each day of the cestrous cycle a
20~gauge outer cannula was implanted stereotaxically under ether
anaesthesia and vaginal smears were taken until regular 4-day
cycles were stablished. After two consscutive 4-day cycles the
inner cannula (23 gauge) bearing atropine at ite tip was inserted
at 13.00 h on ocestrus or diestrous {1 and the pellet ejected. All
animals were autopsied on the morning of the expected day of
oestrus after they were implanted. As control, a group of animals
with the inner cannula reaching the anterior hypothalamic region
was used.

The animals were killed by decapitation, the oviducts
dissected and ova counted ussing a dissecting microscope, The
ovaries were dissected and weighed in a precision balance, The
brain was dissected, fixed In 10% furmaline, cut serially at 80
um  and stsined with cresy)l violet. The Jocalization of imp)ants



was done with the aid of Koning and Klippel (1963) stereotaxic
atlas,

Data wWere analyzed by multifactorial analysis of variance,
Student’s t test and Fisher's exact probability tost.

RESWL.TS AND DISCUSSION

All  the atropine implants were localized in the anterior
hypothalamic region (figure 1). lable ! presents the results
obtained. The implant of atropine in dioestrus | blocked avulation
besides the side of hypothalamus. No differences were observed in
the weight of the ovaries. The incidence of vaginal oestrus,
however, was higher in those rats with atropine in the left side
of the hypothalamus than those in the right one.

When the atropine implants were done at ocestrus on the right
wide of the hypothalamus, none of the animals ovulated and
vaginal cornification was also deleted. On the other hand, 100%
of the animals with atropine implant in the left side of
hypothalamus ovulated a full quota of ova, and all of them had
vaginal coarnification. No differences in the weight of the
ovaries were observed. Those animals where the ovulation was
blocked altered their oestrous cycle (increase in the number of
dioestrous days) meanwhile cyclicity was not modified in those
ovulating animals.

Resul ts presented herein suggest the existence of a
cholinergic hypothalamic lateralization in the mechaniems
regulating ovarian function, which is different at cestrus and
dioestrus 1, By the use of unilateral electrolitic lesions, an
hypothalamic lateralization in the mechanisms regulating
ovulation and ovarian weight, bhoth in intact (Cruz, Morén,
Jaramillo & Dominguez 1988) and hemispayad animals (Nance et
al.1983; Fukuda et al.1984) has been described.

Present results are consistent with previous reports when
atropine was given systemically at 13.00 h. In thewe @xperimentw,
the amount of the drug necessary to block ovulation was three
times greater in oastrus than in dicestrus 1, and at 13.00 h the
minimun dose used was effective at diomstrus 1 and inneffective
at oestrus (Dominguez et al.1982),

Taken together, all the evidences presented here and by
other authors suggest that {n the regulation of ovarian function
existn differences in the participation of both sides of the
hypothalamus. Alwo, the right and left ovary presents differences
in their reactivity, perhaps due to their innervation.
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Figure 1. Diagramatic representative of 8 atropine implants in right or left anterior hypothalamus
in a representative frontal section. The black area indicates the implant area. ha, anterior hypo-
thalamic nucleus; sc, suprachiasmatic nucleus; so, supraoptic nucleus; hl, lateral hypothalamic
nucleus; FMP, fasciculus medialis prosencephali; F, fornix; GP, globus palidus; IC, internal capsule,



Table 1, Ovulation rate (number of dvulating rats/nusber of treated ones), vaginal cornification rate (number of

rats with vaginal cornificallon at autopsy/number of rats treated} and meon i s.e.m. of the number of ova shed

and weight of the ovaries of rats with atropine implant on the anterior hypothalamus on oestrus or dioestrus 1,

sutopaied on the next expected dny of oeatrus.

GROUP OVULATION VAGINAL CORNIFICATION OVA SHED
RATE RATE LEFT RIGHT
Control 10/13 13/13 5.5 ¢ 0.8 2.6 £ 0.7
Dicesirus doy ¢ ¢ ¢
right side 2/10' 1/10 3.5 ¢ 0,5 8.0 ¢ 1,0
Dicestrus day ° ¢ goo
left side 1/9 5/9" [} ]
Oestrus day ¢ ¢
right side 0/8 3/8 0 0
Oestrus day
left side 8/8 8/8 5.4 £ 0.7 5.8 £ 0.5

¢. P< 0.05 ve control group
*, P¢ 0.05 va left ovary
#%, P<¢ 0.05 vs dioestrus dsy right side

g

OVARIAN WEIGHT

LEFT

14.0 & 0.4

13.4 ¢ 0.8

13.8 ¢ 1.4

13.0 2 11

13,4 £ 1.0

RIGHT

13.7 £ 0.7
12.1 ¢ 0.5
13.4 ¢ 0.%
11.3 ¢ 0.7

13.7 ¢ 0.8
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There are several reports indicating the existence of dif-
ferances in the gonadotropin relwasing hormone (GnRH) concentra-
tion betwesn the right and left side of the hypothalamus {1, ®13,
as well as {n the concentration of noradrenaline bhetwsen the
right and left halves of the brain [14].

We have previously shown that hypothalamic acetylcholines-
terase activity presents circadian variations along the estrous
cycle {61. In the male, unilateral section of the vagus nerve
affects enzymatic activity in a different way in the left and
right side of the hypothalamus [41,

Almo, the existence of central and peripheral lateralization
in the mechaniams regulating gonsdal function in the hemicas-
trated animal h baen proposed by different authors (3, B, 12,
13]1. Bamed on these evidences, it was decided to analyze if there
is a direct 1tink between either side of the hypothalamus and
ovulatiaon by the right and left ovary. As a working hypothesis,
it was postulated that the left and right side of tha anterior,
medium and posterior hypothalamus play different roles in the
regulation of the ovulatory process. TJo test the hypothesis,
unilateral lesions in the anterior, medium and posterior were
made and the spontansous ovulation by the right and left ovary
was recorded.

MATERTAL AND METHODS

Adult (190-223 @) virgin rats of the C Il Z-V strain from
our own stock were maintainwd in conditions of controlled
lighting (lights on from 03.00 to 19.00 h) with free access to
food and tasp water. Estrous cycles were monitored by daily vagi-
nal smears and only those animals with 4-day cycles were used.

On diestrus 1, groups of animals were divided at random in
the following experimental groups:

Contrel graups Ten animals were left untouched and killed on the
next expected day of estrus.

Sttam opecated group, Fourteen animals were anasthetized with
sodium pentobarbital (Anestesal, S8mith Kline Norden de Mdxico,
Mexico) (30 mg/kg), placed in a stereotaxic apparatus, the skin
opened, the skull drilled, the electrode introduced but no
current was passad.

Bate with unilatecal Lesion of the hypothalasug. The animals were
anassthetized, placed in the wstereotaxic apparatus and a
radiofrequency lesion the right or left side of the anterior,
medium or posterior hypothal amus was done.

Vaginal smears were taken 24 h after the animals were
lesioned and thwy were autopsied in the day of estrus, after two
.consecutive estrous cyclas of the same duration) the interval
betwean hypothalamic lesion and autopsy was 12-42 days



The animals were killed by decapitation, the oviducts
dissected and ova counted ussing a dissecting microscope. The
ovaries were dissected and weighed in a precision balance, The
brain was dissected, fixed in 10% formaline, cut serially at 80
um and stained with cresyl violet. The lcocalization of lesions
was done with the aid of a stereotaxic atlas (111,

Data were analyzed by multifactorial analysis of variance
{MANOVA]1 followed by Student’s t test) by Fisher’s exact
probability test or chi squared test,

RESULTS

The estrous cycle was not modified by sham operation. Thirty
one out of 358 animals with unilateral lesion of the hypothalamus
recovered their preavious estrous cycle length after the lesion.
Twenty nine animals shifted their cycle from 4- to S-day.

Ovulation rate (number of ovulating/number of treated rats)
was similar 1in sham operated group compared with control group
(14714 and 10/10). Bince there were no differences in the number
of ova shed and the weight of the ovaries betwsen sham and
control animals, thmy wers added together as a single control
Qroup.

Figures 1, 2 and 3 show the localization of right and lef
lesjions in the anterior, medium and posterior hypothalamus,

The ovulation rate diminished in rats with lesion in the
anterior hypothalamus (14/26 ve 24/24, p<0.0%), meanwhile it was
not modified when the lesion was performed in the medium or
posterior hypothalamus (20720 and 11/12). No differences in the
ovulation rate in those animals with anterior hypothalamic lesion
in the right or left side was ohserved (4/10 and B/164).

. The lesion in the anterior hypothalamus §induced a diminution
in the number of ova shed independently the slde of the lesion
- (tables 1 and 2)., When tha number of ova shed was compared
between avulating animals, the left ovary raeleased more ova than
the right one (6,0 + 1,0 va 3,2 + 1,1 p< 0.0%). No diffarences in
the weight of the ovaries were observed (tables 1 and 2).

The number of ova shed by rats with lesion. in the medium or
posterior hypothalamus was similar to control group (tables { and
2), In those with left or right lesion in the medium hypothal amus,
however, the right ovary released more ova than the left one
(table 1), Such difference was not observed in the group of
animals with posterior hypothalamic lesion, besides the left
ovary of those animals with lesion in the right side of the
posterior hypothalamus released less ova than the control group
(tables 1 and 2). The number of ova shed by the left ovary
diminished in at}l the groups of animals with unilateral lesion of



the hypothatamus (table 1), menawhile the number of ova shed by
the right aovary depended on the level of the hypothalamic lesion
(table 1),

The weight of the ovaries increased in both, rats with
medium or posterior lesion (table 1). That increase in the
ovarian weight was produced by the lesion of the right side of
the hypothalamus (table 2). The lesion in the left uide of tho
hypothalamus did not modified that parameter. No differences in
the weight of the uterus were chserved.

DISCUSSION

It {w well known that the bilateral lesion of the anterior
hypothal amus produces pursistent vaginal cornification,
poliquistic ovary and absence of spontaneous ovulation (2],
Present results indicate that both sides of the anterior
hypothﬂlnus participate in the regulation of ovulation, since
besides the ovulation rate and number of ova shed diminished in
those animals with unilateral 1lesion, a persistent estrous
syndrome was not ohserved. Then, wach side of the hypothalamus
seems to be able to compensate partially the absence of the other.

The existence of peripheral lateralization in the machanisms
ragulating ovulation was previously suggested €3) and differences
in the ovulatory ability by the right and left ovary as well am
its dependence ovarjan innervation, were previously shown (31,
Presant results indicate that when an unilateral lesion on weach
side of the hypothalamus was performed, the ovulatory ability of
the 1left ovary slways diminishad; mwanwhile the right ovary was
able to compensate the diminution in the number of ova shed by
the left one only when the medium hypothal amus was lesioned.

The weight of the ovaries seems to be regulated in a
different way than the ovulstion process. While the lesion of
.anterior hypothalamus decreased ovulation, the weight of the
ovaries was not affected. On the other hand, ovulation was not
affected by medium or posterior hypothalamic lesions, but the
waight of the ovaries was increased in both groups of animals,
B8ince ovulation was not modified in these animals, it {s possible
to think that gonadotropin secretion was not severely affected,
Then, {t would be possible to suggest that neural information
arimning from the medium and posterior hypothalamus modulates
the growth and differentiation of the follicular ovarian
compartment. The possibility that neural inforaation ariming from
the anterjor hypothalamus modul ates the ovulatory proce cannot
bw advanced since changes in gonadotropin secretion nnot be
discarded as an explanation for present results. Howaver, there
are evidences indicating that it is possible to affect ovulation
without drastic modifications in the follicle stimulating end
luteinizing hormone (LH) serus levels during diestrus | and 2 (7]
and that the amounts of LH releasad on the afternoon of proestrus
is much more than the minimun quantity of the hormone requiesred
to induce ovulation 103,
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Table 1.

Mean + s.@m.m.

of the number of ova shed released and weight of

the right and left ovary by rats with unilateral lesion of the anterior,

medium or posterior hypothalamus, autopsied on the sstrous day after two

consecutive estrous cycles of the same length.

NUMBER OF OVA SHED

Group right
control 4.6 ¢
anterior

hypothal amus 1.8 #

medium
hypothal amus 6.4 %

posterior
hypothal amus 4.1 +

ovary left ovary
0.3 5.7 ¢ 0.5
0.38 3,2 + 0.7%
0.6 4,2 & 0.6
0.7 3.9 £ 0,68

WEIGHT OF THE OVARIES

contraol 12,2 ¢
anterior
hypothalamus 11.6 #
medium

hypothalamus 13.8 #
posterior
hypothalamus 14,46 +

8 p< 0,03 vs control

0.6 12,4 & 0.5
0.7 12,5 % 0.8
0.6 14,2 + 0.58
0.0% 13.6 & 0.7

(t test after MANDVA)

# p<¢ 0.05 ve right ovary (t test after MANOVA)

both

10.3

24.6

24.3

27.9

28.2

ovaries

+ 0.8
+ 1.1
+ 0.8

+ 1.2

+ 1.3
+ 0,98

+ 1,58




Table 2. Mean + s.e.m. of the number of ova shed released and weight of

the right and

left ovary by rats with right or

lesion of the

anterior, medium or posterior hypothalamus, autopsied on the estrous day

after two consecutive estrous cycles of the same llnﬂtﬁ-

NUMBER OF OVA SHED

left ovary

3.7 ¢+ 0.5

3.6

1+
-
-

>
by

°
1+

0,78

0.68

»
-
i+

3.7 & 0.6¢

4.2 + 0.9

WEIBHT OF THE OVARIES

Group right ovary
control 4.6 # 0.3
right anterior

hypothal amus 1.9 ¢+ 0.8
left anterior

hypothal amus 1.7 £+ 0.7¢
right medium
hypothalamus 6.3 ¢+ 0.9
laft medium
hypothalamus 6.7 + 0.9%
right posterior

hypothal amus 5.2 £ 0.7
laft posterior

hypothal amus 3.6 +1.0
control 12,2 & 0.6
rlqﬁt anterior
hypothalamus 12.4 ¢ 0.8
left ‘enterior
hypothalamus 11.0 + 1.0
right msedium
hypothalamus 14,9 ¢ 1.1
left medium
hypothalamus 12.7 + 0.3
right posterior
hypothalamus 15.8 + 1.0
left posterior
hypothalamus 13.4 + .1

% p< 0,03 vs controly # p<0.03 va right

12.4 + 0.3

13.4 & 1.3

12.1 & 0.9

15.2 & 0.9¢

14.3 + 1.8

12,9 ¢ 0.7

both

10.3

10.0

10.8

24.6

26.1

23.2

30,14

25.7

30.1

26.2

ovary (t test after

ovaries

+ 0.8

"+

1.7

1+

1.7

+ 1.5

1+

2,5¢

+1.5

MANOVA)
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Figure 1. Diagramatic representation of the right or left side anterior hypothalamic lesions in a
representative frontal section. The black area indicates the lesioned area. ha, anterior hypotha-
lamic nucleus; sc, suprachiasmatic nucleus; so, supraopticus nucleus; hl, lateral hypothalamic
" nucleus; FMP, fasciculus medialis prosencephali; F, fornix; GP, globus palidus; IC, internal capsule,



A 4350m

Figure 2, Diagramatic representation of the extent of the right or left side medium hypothalamic
lesions in a representative frontal section. The black area indicates the lesioned area. ar,
arcuatus nucleus; hpv, periventricular nucleus; hvm, ventromedial nucleus, hd, dorsomedial nu -
cleus; F, fornix; FMT, fasciculus mamillothalamicus; FMP, fasciculus medialis prosencephali; hl,
lateral hypothalamic nucleus; tmm, thalamic medial nucleus; HI, hippocampus.
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. Figure 3. Diagramatic representation of the extent of the right or left side posterior hypothalamic
lesion in a representative frontal section. The black area indicates the lesioned area. mm, mamillar
medial nucleus; ml, mamillar lateral nucleus; FMT, fasciculus mamillothalamicus; FMIG, fasciculus
mamfllotegmental; CP, posterior comissure; pf, parafascicularis nucleus; FR, fasciculus retroflexus;
tv, thalamic ventral nucleus; tpo, thalamic posterior nucleus; LM, lemniscus medialis.
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According to various authors exists the possibility to
modi fy compansatory avarian hypertrophy by unilateral
deaferentation or lesion of the hypothalamus in hemispayed rats
tNance, White & Moger, 1983) Fukuda, Yamanouschi, Nakano et al
19641, Also, evidences showing the possible oxistence of
peripharal lateralization in the mechanisms regulating ovulation
in both, the intact and hemispayed rat have been presented (Cruz,
ChAvez & Domtnguez, 1984) ChAvez, Cruz & Domtnguez, 19871.

Therms are sevaral reports indicating the existence of dif-
ferences in the gonadotropin releasing hormone (GnRH) concentra~
tion batween the right and left side of the hypothalamus
(Balkaltkin, Tisbezov, 8jutkin et al. 1984 Gerandai, Rotsytein,
Marchetti & Scapaninim, 19791, and in the concentration of
noradrenaline betwesn the right and left halves of the brain
[Oke, Ltewis & Adane, 1980).

1t was previously shown that hypothalamic acetylcholinester-
ase activity presents circadian variations along the estrous
cycle and variations between the left and right side of the
hypothal anus were also ohsarved (Dominguez, Cruz, Chavez st al.
19881, In the male, unilateral section of the vagus nerve affects
enzymatic activity in a different way in the left and right side
of the hypothalamus (Cruz, ChAvez, Martinez & Dominguez, 19871,
It was also showsd that the hypothalamic enzymatic activity is
depressd by both hemicastration and bilateral orchidectomy
CMarttnez, Zipitria & Dominguez, 19881

Based on these evidences, it was decided to analyze {f in
the . hemispayed rat the ovulatory ability of the left and right
ovary depends on the integrity of the ipsi or contralateral side
of the anterior and medium hypothalamus. Previously it has been
observed that it depends on the ipsi or contralateral vagus nerve
(Chavez et al. 19871,

MATERIALE AND METHODS

Adult (190-225 g) virgin ratw of the C 1! 2~V strain from
our own stock wWere maintained in conditions of controlled
lighting (lights on from 05.00 to 19.00 h) with free access to
food and tap water. Oswtrous cycles were monitored by daily vagi-
nal smears and only those animals with 4-day cycles were used.

On oestrus, groups of animals were divided at random in the
following experimental groupst

canteel group, Rats were anaesthetized with sodium pentobarbjtal,
laparotomized and the left or right ovary was extirpated and
weighed with a precision balance. The aviducts were dissected and
the ova counted using a dissecting microscope.



Betw with unilateral lesipn pf the hypothalamus., 1he animals were
anassthetized, placed in the stereotaxic appsratus and a
radiofrequency lesion in the right or left side of the anterior
or wmadium hypothalamus was performed. After the animals were
lesioned, s 1aparatomy was performed and the ipei or
contralateral ovary to the lesioned hypothalamus was perforeed.
The ovary was weighad and the ova counted in the oviduct.

Vaginal smears were taken 24 h after the animals were
lesioned and they were autopsied in the day of cestrus, after two
consecutive oestrous cycles of the same duration; the interval
between hypothalamic lesion or hemispaying and autopsy was 8-40
days

All animals were killed by decapitation. Oviducts were dis-
sected, ova counted ussing a dissecting microscope and the
compensatory ovulation hypertrophy [COvulH] was calculated:

COvulH= (number of shed by the ovary {in sity — number of ova shed

y the ovary extirpated)/(number of ova shed hy the ovary
asxtirpsted) x 100, The remaining ovary was remnved, weighed
compensatory ovarian hypertrophy (COH] was calculated as
previously [Dominguez & Riboni, 19743 Chivez et al. 1967). A}
weights are expre as mg/100 g body weight, The uterus was
dissected and weighed. '

The brain was dissected, fixed in 310% faormaline, cut weria)-
1y st B0 um and stained with cresyl violst. The localization of
lesions was done with the aid of a sterectaxic atlas ([Koning &
Klippel, 19431,

Data were analyzed by sultifactorial analysis of variance
(MANOVA)Y, Btudent’s § test, Fisher’s exact probability test or
chi squared test. -

REBULTS

The oestrous cycle was not modified by hemispayingy 43 out
of 63 animals with unilateral hypothalamic laesion recovered their
previous oestrous cycle. Those animals which did not recovered
their oestrous cycle (ten with lesion on weach side of the
hypothalamus) were autopsied in the first vaginal cestrus after
30 days postsurgery.

Ovulation rate (number of ovulating/number of treated rate)
diminished in those animals with anterior hypothalamic lesion (19
out of 34 vs 18 out of 20, p< 0.05, chi squara test), The lesion
in the anterior left hypothalasus induced & smaller ovulation
rate than the anterior right lesion (5 out of 16 ve 14 out of 18,
p¢ 0.0%, chi squars test). 1Ip those aninals with anterior left
hypothalamic lesion, when the remaining ovary was the ipsilateral
to the lesion none of them ovulated (0/7), meanwhile S out of 7




in which the remaining ovary was the contralateral to the lesion
(right ovary) ovulated. Ovulation rate was not modified by the
lesjon of either side in the medium hypothalamus (24 out of 28
animals ovulated vs 18 out of 20, NB).

Table 1 shows the results of the number of ova shed and
the percentage of COvulH in the different groups. The weight of
the ovaries and the percentage of COH are presented on table 2.

No differences in the COvulH betwesen the right and left
hemispyayed rats were chserved (table 1). COH, howaver, was
higher in those animals with right ovary in ity (table 2).

The lesion of the right anterior hypothalamus did not
modified ¢ty COvulH of the contralateral ovary but diminished it
in the ipsilateral ovary. On the other hand, lesion of the left
anterior hypothatamus blocked ovulation of the ipsilateral ovary
and did not modified ovulation by the contralateral ovary. When
the lesion was performed on the medium hypothalamus, COvulH was
diminished in both ipsi and contralataral ovary to the lesion
(table 1). .

The lesion in the right side of the anterior and medium
hypothalamus induced an increase in the COH by the left ovary and
a decrease of the same parameter by tha right ovary. In those
animals with lesion in the anterior left hypothalamus, the COH of
the ipsilateral ovary to the lesion was increased, meanwhile it
was not modified in the contralateral ovary. When the lesion was
parformed in the left medium hypothalamus, COH by the ipsilateral
ovary to the lesion was not modified, but it was diminished in
the contralateral ovary (tahle 2). No differences in the weight
of the uterus were cbserved.

DISCUSE 10N

Results presented herein agree with previous statements that
a hemispayed animal is not only an animal without one ovary
fChavez et al.1987), The "ovulatory efficiency" by the left ovary
seems to be higher than the right one, since compensatory
ovulatory hypertrophy by the laft ovary wae achieved without an
important increase in his compensatory ovarjan hypertrophy.

Results obtained 1in presente study on COH are partially
similar to those observed previously by Fukuda et al.(1984),
since we observed s decresase in COH of the ipwilateral ovary in
those animals with laesion in the right side of the hypothalamus
and no changes in the COH of the right ovary when the lesion was
performed {in the left anterior hypothalamus. In our study the
left ovary always showed an incrase in the COH, bhesides the side
of the anterior hypothalamic lesion. That differences between
present results and those by Fukuda @t al may be related to the
day of the oestrous cycle when the lesion was performed, the
localization of the lesion, the day of the cycle when the animals
vare autopsied and the period betwesn surgery and autopsy.



According to present results, the information arising from
wach side of the anterior hypothalamus is very ‘important for the
ovulatory performance of the ipsilateral ovary to the lesion. The
“ovulatory effeciency” by the left ovary depends on the
ipsilateral anterior hypothalamus, since those animals with a
lesion in the left anterior hypothalamus they were upable to
ovulate besides an increase in their COH. On the other hand,
when the right anterior hypothalamus was lasioned and the left
ovary was in situy, it maintained its ovulation by an increase in
his weight., It seems that the right ovary is less dependent on
the information arising from the ipsilateral anterior
hypothalamus, since ovulation was maintained besides a decrease
in ite COH.

Differences §n the ovulatory ability in hemispayed rats,
hetween the right and left ovary were praviously shown by us,
whan the animals were hemispayed on ecach day of the oestrous
cycle (Chavez st a1.1987). Such differences were not present in
this study; that differences may be related to the day of the
cycle whan the animsls were hemispayed. In present study all the
animals were hemispayed on osstrous, and we have previously shown
that the ability of the regulatory systems varies along the cycle
fDominguez et al. 1987; 1988)

Compensatory ovulation hypertrophy by both ovaries seeas to
depend on the integrity of both sides of the medium hypothalamus,
meanwhile, right ovarian COH depends on the integrity of both
sides of the hypothalamus and the left ovary incresased its weight
besides the lack of each side of the medium hypothalamus.

Taken togethar, present results suggest that differences in
the ovulatory ability by right and left ovaries wmight reflect
differences in the information arising from sach side of the
hypothalamus. Also, that a compensatory increase in the weight of
the ovary following hemispaying is not necessary followsd by an
increase in their ovulatory ability.
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Table 1. Mean & s.e.m. Of the number of ova shed and percentage of
compensatory ovulation hypertrophy [COvulH) by the right and left ovary
tn right or left hemispayad [HS] rats with or without lesion in the
right and left anterior or medium hypothalamus. In brakets number of ova

shed by the axtirpated ovary.

r?ga%“ of ova l?:?t rwmﬂﬂ!&!lﬂ left
group
right HS £5.7 + 0.31 10.2 ¢ 0.5 - 79
left Hs 2.3 + 0,8 (5.5 + 0.7 69 -
tesion in right Anterior Hypothalamus
right HS (3.2 + 0.3) 8.9 + 0.7 - ‘71
left HS 7.8 % 1.2 (5.4 ¢+ 0.81 44‘. -
tesion in left Anterior Hypothalamus
right HE 5.9 + 0,31 o] - [}
left HS 10.4 & 1.4 6.3 + 0.5] 65“ -
lesion in right Medium Hypothal amus
right HS [6.1 *+ 0.8 8.9 % 0.9 - 45‘
left HS8 6.0 + 1.7 (4.9 £ 0.3 22'. -
lesion {n left Medium Hypothal amus
right HS (3.7 £ 0.9] 8.8 + 0.7 - 54.
left HB 8.3 + 1.2 (5.4 ¢+ 0.9 54‘ -

8 p< 0.05 vs control group in same side (chi square test)

# p< 0,05 vs left ovary in the same group (chi square test)



Table 2. Mean & s.e.m. of the weight of ovary I[mg/100 g body weightl and
percentage of compensatory ovarian hypertrophy tcom' by the right
and left ovary in right or left hemispayed [HS) rats with or without
lesion in the right and 1eft anterior or medium hypothnhnql. In brakets

weight of the extirpated ovary.

weight of the ovacy co

right left right left
Qroup
right H8 f16.1 + 1.0) 17.1 ¢+ 1.0 - 10
left H8 19.1 % 0.6 (13.9 + 0.9 — -
lesion i{n right Anterior Hypothal amus
right H8 [(15.1 ¢ 0.4 2%.0 ¢+ 2.3 - 4;6‘
left HS 18.0 & 2.1 €15.1 % 0.9) l?‘. -
lesion in left Anterior Hypothalamus
right H8 [13.4 + 1.3) 18.4 & t.1 - 35‘

. laft HB 23.1 + 1.2 (18,0 # 0.71 28 -

lesjon in right Medium Hypothalamus
right HS (14.9 * 1.2 21.6 ¢ 0.9 - 15“
1eft HS 18.0 & 0.4 (14,7 + 1.2] 22.. -
lesion in left Medium Hypothalamus
right HS £17.4 ¢+ 0.71 20,0 ¢ 0.7 - 17
left HE 22.9 *+ 3.3 (18.46 ¢ 1.01 23' -

8 p< 0.05 ve control group in same side (chi square tast)

® p< 0.05 ve left ovary in the same group (chi square test)
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Figure 1. Diagramatic representation of the right or left side anterior hypothalamic lesions in a
representative frontal section. The black area indicates the lesioned area. ha, anterior hypotha-

. lamic nucleus; sc, suprachiasmatic nucleus; so, supraopticus nucleus; hl, lateral hypothalamic
nucleus; FMP, fasciculus medialis prosencephalis F, fornix; GP, globus palidus; IC, internal capsule,



Figure 2. Diagramatic representation of the extent of the right or left side medium hypothalamic
lesions in a representative fgontal section. The black area indicates the lesioned area. ar,
arcuatus nucleus; hpv, periventricular nucleus; hvm, ventromedial nucleus, hd, dorsomedial nu -
cleus; F, fornix; PMT, fasciculus mamillothalamicus; FMP, fasciculus medislis prosencephali; hl,
lateral hypothalamic nucleus; tmm, thalamic medial nucleus; H1l, hippocampus,
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