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Resumen

RESUMEN

La fuente principal de serotonina del hipotilamo que se origina en los niicleos dorsal y
medial del rafé, participa en la regulacion de la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas. Sin
embargo, la informacion que apoya su participacion en tales procesos es contradictoria, ya que
algunos autores mencionan que la inervacion que se origina en el niicleo dorsal es estimulante,
mientras que la que proviene del nicleo medial podria no participar o ejercer un efectc inhibitorio
en dichos mecanismos. Por ello, en el presente estudio se analizaron los efectos ci»e la lesion
selectiva de los nicleos dorsal o medial del rafé inducida por la microinyeccion de 10 pg/2.5ul de
5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) en la etapa juvenil (30 dias de edad) sobre la pubertad, el
crecimiento y maduracién del foliculo ovarico, la primera ovulacion, la concentracion sérica de
hormonas ovaricas (progesterona y 17B-estradiol) y de la LH y los cambios en la actividad del
sistema serotoninérgico en el hipotalamo anterior (HA), medio (HM) y el posterior (HP) y en el
nicleo dorsal (ND) o medial (NM) del rafé.

En comparacion con el grupo de animales con operacién simulada, la lesién parcial (region
lateral o central) o completa del nucleo dorsal o medial del rafé no modifico las edades de la
apertura y del primer estro vaginal. En los animales en los que la inyeccion de la 5,6-DHT daiio la
region lateral del niicleo, se observé la tendencia al incremento en el nimero de ovocitos liberados
sin llegar a ser diferente estadisticamente (10.4 + 0.4 vs. 8.9 + 0.7, NS). En cambio, cuando se
lesiond la regién central del niicleo se observo el efecto inverso (6.4 £ 0.6 vs. 8.9 £ 0.7, p<0.05) y
en el grupo en los que se lesiond el nicleo completo, ninguno de los animales ovuld en el dia del
primer estro vaginal (0/11 vs. 16/18). El bloqueo de la ovulacién se acompafio de la disminucion
en el namero de foliculos pequefios y medianos (Pequefios: 50.0 £ 13.7 vs. 94.0 + 142,

Medianos: 1.5 + 0.3 vs. 4.8 + 1.7, p<0.05) y del incremento en la incidencia de atresia en los

foliculos preovulatorios.

En el dia del primer estro vaginal la concentracion de progesterona sérica de los animales

con lesion completa disminuyé significativamente (Lesion central: 3.2 £ 05; Lesion completa:
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2.1 £ 04 vs. Acido ascorbico; 7.1 & 0.9, p<0.05 respectivamente) y no se modifico la
concentracion de estradiol y de LH. La relacién [S-HIAA)/[5-HT] en el hipotdlamo medio de los
animales que no ovularon se incrementé significativamente (0.7  0.06 vs. 0.3 £ 0.05, p<0.05) y
en el hipotalamo anterior y posterior no se modificé (HA: 0.8 # 0.07 VS. 0.5 + 0.08, NS) (HP:
0.48 + 1.05 vs. 0.37 £ 0.06, NS). En el nicleo medial del rafé de estos animales se observo la
tendencia al incremento de la relacion metabolito de serotonina/serotonina (0.8 # 0.1 vs. 0.6 £

0.04, NS).

En comparacién con el grupo con operacion simulada en los animales con lesién fuera,
parcial o completa del nucleo medial del rafé no se modificaron la proporcién de animales
ovulantes y el nimero de ovocitos liberados. En los animales con lesion completa, la
concentracion de 17-estradiol fue mayor (22.3 £ 1.8 vs. 10.8 + 1.5, p<0.05) y la de progesterona

y LH no se modifico.

La concentracidn de serotonina aumentd en el HA de los animales con lesion parcial del
nicleo medial del rafé (3.9 + 0.5 vs. 1.7 + 0.2, p<0.05), mientras que en el grupo con lesion
completa la concentracidn del 5-HIAA en el hipotdlamo medio fue menor en relacion a los
animales que se les inyecto acido ascorbico (HM: 0.5 £ 0.1 vs. 0.9 £ 0.08, p<0.05) y en el
hipotalamo posterior no se modificé (0.7 £ 0.1 vs. 1.02 £ 0.07, NS). La relacion [S-HIAAY/[5-HT]

en las tres regiones del hipotalamo no se modificé por la lesion quimica del nucleo medial del rafé.

Los resultados de este estudio permiten sugerir que el sistema serotoninérgico del
hipotalamo anterior y medio que se origina en el nicleo dorsal del rafé participa en los
mecanismos neuroenddcrinos que regulan el inicio de la pubertad y la primera ovulacion, mientras
que la informaci6n serotoninérgica que se origina en el nucleo medial del rafé parece no participar

o gjerce un efecto inhibitorio en tales mecanismos.

11



Introduccion

INTRODUCCION

El proceso de reproduccion es un mecanismo de sobrevivencia, en el que cada especie
requiere que sus miezabros produzcan nuevos individuos con la finalidad de transmitir la
informacion: genética de una generacion a la siguiente. A nivel molecular, la reproduccion depende
de la capacidad de duplicarse de los 4cidos nucleicos. Muchos invertebrados se reproducen
asexualmente y los descendientes son idénticos a sus progenitores con poca variabilidad genética.
En cambio, la mayoria de los vertebrados se reproducen sexualmente, lo que implica la produccion
por parte de la hembra del ¢évulo portador de su informacién genética y su fecundacion por el
espermatozoide con el complemento de genes procedentes del macho. Este tipo de reproduccion
tiene la ventaja de promover la variabilidad genética entre los miembros de la especie, debido a
que sus descendientes son el producto de una combinacion especifica de genes aportados por
ambos padres, y no una copia genética de un solo individuo. Por ello, los descendientes suelen ser

mas aptos para sobrevivir a la presion de seleccion de un ambiente cambiante (Cruz y col., 1998).

En algunos animales, entre ecllos los mamiferos, la reproduccion implica cambios
estructurales, funcionales y conductuales, los cuales son el resultado de la coordinacién de los
componentes neuroendocrinos del sistema reproductor y se inicia con la pubertad (Adams, 1988;

Ojeda y Urbanski, 1988; Ramaley, 1979).

Las funciones del ovario, secrecion de hormonas y la ovulacion, son reguladas por la
interrelacion de una serie de mecanismos neuroenddcrinos, en los que estd involucrado el eje
hipotalamo-hipéfisis. El hipotalamo es el centro integrador que controla ambas funciones via la
secrecton de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés), que es
transportada por el sistema vascular denominado portal-hipotalamo-hipofisiario hacia la glandula
hipofisiaria. Esta sefial hipotalamica estimula los gonadotropos de la adenochipofisis a que
sinteticen dos glucoproteinas, llamadas gonadotropinas, la hormona estimulante del foliculo (FSH,
por sus siglas en inglés) y la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés). Ambas actian en
el ovario donde estimulan el crecimiento y la diferenciacion del foliculo ovarico y la ovulacion;

también estimulan {a secrecion de hormonas (estrogenos, progesterona, inhibina, entre otras). A su
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vez, las hormonas gonadales acttian en el hipotalamo y la adenohipofisis, regulando la liberacion
de las gonadotropinas, a través de un mecanismo de retroalimentacion hormonal (Fink, 1988)
(Figura 1). Los esteroides gonadales también mantienen las condiciones para la fertilidad, por sus
efectos en el comportamiento de cépula y en el desarrollo y mantenimiento del tracto reproductor

(Steinetz, 1978),

La pubertad es la etapa biologica del individuo, que se presenta entre la inmadurez y la
madurez sexual y en ella se producen una serie de cambios neuroenddcrinos y fenotipicos. En la
rata hembra la pubertad se define como el dia en que se produce el rompimiento del epitelio que
recubre la entrada a la vagina, la que es un cilindro epitelial desde el nacimiento y se canaliza
alrededor de los 35 6 45 dias después del nacimiento. Este evento es regulado por los estrogenos
secretados por el ovario; en ese momento la citologia vaginal presenta las caracteristicas de
proestro y la ovulacion se produce entre las 24 6 48 horas posteriores a la canalizacion vaginal

(Becun-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

Diversos estudios han mostrado que durante el desarrollo prepuberal de la rata se
presentan una seric de cambios morfolégicos y funcionales en el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario,
muchos de los cuales se inician desde el nacimiento y culminan con la pubertad. Ojeda y Urbanski,
(1994) clasificaron la cascada de eventos que se suceden en ios dias cercanos a la pubertad y

primera ovulacion en cuatro etapas.

Anaestro

En este dia se producen cambios diurnos en la liberacion de la LH (aumentos buscos en la
concentracion plasmatica de la hormona (“picos” de mayor amplitud en la tarde)). En el ovario se
observan foliculos grandes, el iteru no presenta liquido en su luz y su peso es baje v la vagina se
mantiene cerrada, lo que indica que la cantidad de estrogenos producidos por los foliculos nc es
suficiente para inducir el crecimiento del atero y la ruptura del epitelio que recubre la vagina. Asi
mismo, no se presenta el mecanismo de retroalimentacion estimulante que ejercen los estrogenos
en el sistema nervioso central (SNC), y que resulta en la estimulacion de la secrecion preovulatoria

de las gonadotropinas. En el ovario disminuye el niimero de receptores a la GnRH y se
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incrementan los de la LH y los B-adrenérgicos (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y
col., 1983; Ojeda y Urbanski, 1994).

Cerebro Sefiales internas
. externas
Hipotalamo Y
Hipofisis
Estriogenos
Progesterona
Foliculo
-—————de Graff
Ovario 5P .
T~ Ovulacién
. Estrégenos
Cuerpo liteo Progesterona
Utero

Figura 1. Eje hipotdlamo-hopéfisis-ovario. Control del ciclo ovarico por la FSH (hormona
foliculo estimulante) y la LH (hormona luteinizante) producidas por la adenohipéfisis. La
secrecion de las gonadotropinas esti regulada por la GnRH (hormona liberadora de las
gonadotropinas) que es sintetizada en el hipotalamo, a su vez la secrecion de esta hormona
es modulada por mecanismos de retroalimentacién estimulante o inhibitorio que ejercen las
hormonas oviricas (estrogenos y progesterona) (Tomado de Fink, 1988).
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Proestro temprano

Durante esta etapa en los ovarios se observan foliculos en crecimiento, en las células de la
granulosa se incrementa el nimero de receptores a la LH y en el plasma las concentraciones de la
FSH y LH aumentan gradualmente. Conforme el foliculo crece, aumenta la esteroidogénesis en el
ovario y se incrementa la concentracion de los estrogenos en plasma; tales eventos se acompafian
de un aumento en el peso del itero y de la acumulacion de liquido en su luz por accion de los
estrogenos; la vagina se mantiene cerrada. En el ovario el nimero de receptores a la LHylos
f-adrenérgicos sigue en aumento y también se incrementa la concentracion del péptido intestinal

vasoactivo (VIP, por sus siglas en inglés) (Advis y col.,, 1979; Ojeda y col., 1990).

Proestro tardio

En este dia se observan en los ovarios foliculos preovulatorios; el peso y la acumulacion de
liquido en el utero (Gtero distendido) es maximo, la vagina permanece cerrada, el frotis vaginal se
caracteriza por presentar un gran numero de células epiteliales nucleadas. En los ovarios el

nimero de receptores a la FSH es mayor en relacién con el anaestro y los de la LH contintian en

aumento, mientras que los receptores a la GnRH disminuyen entre €l anaestro y el proestro, o
cual se acompaiia por el aumento de la esteroidogénesis (Smith-White y Ojeda, 1983). En el
plasma las concentraciones de estradiol y de progesterona son suficientes para cstimular el primer
“pico” preovulatorio de las gonadotropinas (Becun-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). Cuando
la concentracion de estrogenos es similar a la que se presenta en la tarde del proestro del animal
adulto, aumenta la liberaciéon de la GnRH y como consecuencia la secrecion preovulatoria de las
gonadotropinas, las que al actuar en el ovario inducen la aceleracion del crecimiento y la
maduracion del foliculo que culmina con la primera ovulacién. Ademas, en los ovarios el
nimero de los receptores f3-adrenérgicos disminuye y la concentracion del VIP es maxima (Ojeda

y Urbanski, 1994).

Durante el desarrollo de los mecanismos de regulacion de la funcion del eje hipotalamo-
hipéfisis que culminan con la secrecion preovulatoria de las gonadotropinas destaca la modulacion
que ejercen los diferentes sistemas de neurotransmision sobre la neurona que sintetiza la GnRH

(Ojeda y Urbanski, 1994). Se ha mostrado que los sistemas estimulantes (colinérgico,
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noradrenérgico, serotoninérgico y los aminoacidos excitadores) son activados durante los dias
previos al primer estro vaginal, en cambio los sistemas de péptidos opioides y GABAérgico
diminuyen su actividad en dichos dias (Advis y col., 1978; Carbone y col., 1992; Mena-Valdivia y
col., 1995; Ojeda y Urbanski, 1994).

Estro

En este dia ocurre la primera ovulacién y como consecuencia, en los ovarios se observan
cuerpos luteos recién formados; el peso del ttero es bajo y no hay liquido en su luz; la vagina esta
abierta y su citologia vaginal se caracteriza por células cornificadas de forma irregular sin nicleo;
las concentraciones de los estrogenos, FSH y LH en plasma son menores respecto a la tarde del

proestro y la de progesterona es mayor (Ojeda y Urbanski, 1988; Ojeda y col., 1990).

Primer diestro

Durante esta etapa, en los ovarios se presentan cuerpos luteos maduros, el ttero no
presenta liquido en su luz y su peso es bajo, y el frotis vaginal esta constituido predominantemente
por leucocitos. Las concentraciones de estrogenos, FSH y LH se mantienen bajas en comparacion

a la tarde del proestro y la de progesterona disminuye ligeramente (Ojeda y col., 1990).

Ademas de la FSH, LH y de los esteroides ovaricos, existen otras hormonas que también
participan en la regulacion del inicio de la pubertad como son la prolactina (PRL) y la hormona de
crecimiento (GH, por sus siglas en inglés), cuyas concentraciones en el plasma son bajas entre los
30-32 dias de edad, pero posteriormente aumentan gradualmente. Ambas hormonas participan de
manera fundamental en el inicio de le pubertad de la rata hembra, dado que se ha mostrado que
acttan en el ovario donde estimulan el desarrollo folicular y la formacién de los receptores a la LH
en las células de la granulosa, asi como la secrecion de las hormonas esteroides en respuesta a las
gonadotropinas (Becun-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y col., 1990; Ojeda y Urbanski,
1994; Ramaley, 1979).

Ademas de las hormonas antes mencionadas, las funciones de la gbnada son reguladas por

la inervacion que recibe el ovario por el plexo ovarico, el nervio ovarico superior (simpatica) y el
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nervio vago (parasimpatica), Se ha mostrado que la inervacion sirapética transporta y libera
catecolaminas (noradrenalina, adrenalina y dopamina) y algunos péptidos (la sustancia P, el VIP y
el neuropéptido Y) y la parasimpatica acetilcolina y sustancia P, VIP, neuropéptido Y,
somatostatina (Figura 2) (Dominguez y col, 1991; Ojeda y Urbanski, 1988, 1994). La
informacion neural aferente al ovario y en particular la noradrenérgica modula la respuesta de las
células foliculares a fa FSH y a la LH, el crecimiento y la diferenciacién del foliculo, la

esteroidogénesis y la ovulacion (Dominguez y col,, 1991; Ojeda y Urbanski, 1994).

En el animal prepaber la seccién del nervio ovérico superior disminuye el nimero de
foliculos y la cuota ovulatoria del ovario desnervado (Morales y col., 1993). Ademas, cuando se
secciona el nervio vago se incrementa la secrecion de testosterona y disminuye la produccion de
estrogenos, sin que se observen modificaciones en la concentracion de gonadotropinas en el suero
(Ojeda y col., 1983). Estos resultados apoyan la idea de que la inervacion que le llega al ovario
modula la respuesta del érgano a la accion de las gonadotropinas. Por otra parte, se sugiere que la
gonada regula la secrecion de las gonadotropinas por intermedio de informacion neural que envia

al hipotalamo y a la propia hip6fisis (Dominguez y col., 1991; Ojeda y col., 1990).



Sefal inhibidora | 1 Sefial estimulante
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Figura 2. Representacion esquemaitica de la cascada de eventos que dan lugar a la primera ovulacion. Los nameros indican la
secuencia en la cual se producen los eventes. (+) (Factor estimullador), SNC (sistema nervioso central), GeRH (hormona liberadora
de las gonadotropinas), LH (hormona luteinizante), E; {estrogenos), P; (progesterona), A (andrdgenos), GH (hormona de
crecimiento), PRE (prolactina), VIP (péptido intestinal vasoactivo), NPY (neuropéptide Y), EAA (aminoicidos excitadores), NA
(noradrenalina), GABA (4cido y-aminobutirico) (Tomado de Ojeda y Urbanski, 1994).
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Organizacién de! hipotilamo y del sistema productor de la hormona liberadora de las

gonzdotropinas

La pubertad y la primera ovulacién dependen de la integracion y coordinacién de una serie
de mecanismos neuroenddcrinos que se suceden en el eje hipotalamo-hipofisis-ovario. La
manifestacion de tales mecanismos es el resultado del desarrollo estructural y funcional de los
componentes de dicho eje, el cual se inicia incluso antes del nacimiento y se mantiene durante las

diversas fases que caracterizan el desarrollo prepuberal de la rata (Ojeda y Urbanski, 1994).

El hipotalamo se localiza en la base del diencéfalo, debajo del talamo y a ambos lados del
tercer ventriculo. Esta limitado en la parte anterior por el quiasma Optico y en la posterior por los
cuerpos mamilares. Con base en la distribucion de sus niicleos, el hipotalamo se ha dividido en tres
regiones: anterior, medio y posterior. El hipotilamo anterior lo conforman los nucleos predpticos:
lateral y medial y el supraquiasmatico, paraventricular, periventricular y estria terminal predptico.
El hipotdlamo medio esta formado por los nucleos dorsomedial, ventromedial, supradptico,
arcuato, periventricular y la eminencia media. El posterior contiene los niicleos mamilares
(premamilar, lateral, medial, supramamilar ¢ intercalado) y el posterior (Brown, 1994; Saper,

1994; Simerly, 1994).

El hipotilamo es el centro que regula la sintesis y liberacion de las gonadotropinas por
medio de la GnRH. Esta hormona es un péptido formado por una secuencia de diez aminoacidos.
La sintesis de la GnRH se lleva a cabo en neuronas especializadas denominadas GnRHérgicas

(Silverman y col., 1994).

Los grupos de neuronas que sintetizan la GnRH se han identificado en la banda diagonal de
Broca, en el area septal, el nicleo de la estria terminal y en algunas areas del hipotdlamo que
incluyen el niicleo paraventricular, el area preoptica medial y lateral, el 4rea hipotalamica anterior y
la zona retroquismatica. Algunos grupos celulares se encuentran en el hipotalamo lateral y en la

parte dorsal del nticleo supraoptico. Estas neuronas proyectan sus fibras hacia la eminencia media

por la via septo-predtica-infundibular vy la del haz terminal septo-predptico. Las neuronas
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GnRHégicas del area septal-predptica proyectan fibras hacia el érgano vasculoso de la lamina
terminal y también hacia algunas areas extrahipotalamicas como la amigdala, el cerebro medio, el

nucleo del rafé y la region gris periacueductal (Silverman y col., 1994).

La sintesis de la GnRH se inicia con la traascripcion de la informacion genética y en los
ribosomas adosados al reticulc endoplasmico se forma un péptido precursor (pre-pro-GnRH) de
aproximadamente 10,000 daltones. E! precursor consta de tres regiones principales: la secuencia
sefial de 23 residuos de aminoécidos, que participa en la internalizacion del precursor a la luz del
reticulo, seguido por la secuencia que da origen a la GnRH, y separado por un par de aminoacidos
basicos se encuentra un péptido de 56 aminoécidos, denominado “péptido asociado a la GnRH”
(GAP). El precursor de la GnRH se corta por accion enzimatica en el reticulo endoplasmico para
dar origen a la pro-GnRH, que se transfiere al aparto de Golgi donde se produce la ruptura
proteolitica de la cadena y la eliminacion del par de aminoacidos basicos. En esta estructura se
realiza el proceso de activacion, que consiste en la ciclizacidén enzimatica de la glutamina
N-terminal, la ruptura del enlace gly'-gly'® y la amidacion de la glicina en ¢l carbono terminal
(Busby y col.,, 1987; Charli y col,, 1991). Posteriormente, la GnRH y el GAP son almacenados en
vesiculas de secrecion. La GnRH se transporta por el axon, hasta la terminal nerviosa que llega a
la eminencia media y se libera al sistema de vasos portal hipotalamico-hipofisiario. La liberacion de
esta hormona se realiza por exocitosis, en respuesta a cambios en los potenciales de accion de la
membrana, que permiten la apertura de los canales de Ca,” dependientes de voltaje. Como
resultado de la entrada de calcio se activan las enzimas proteoliticas que degradan la membrana
plasmatica y la GnRH es liberada hacia la eminencia media y transportada a la adenohipéfisis por

el sistema portal-hipotalamico-hipofisiario (Charli y col., 1991).

En la adenohipéfisis la GnRH se une en los gonadotropos por medio de receptores
membranales especificos y activa a la adenilato ciclasa y la fosfolipasa C. Como resultado de fa
activacion de estos sistemas enzimaticos se forman moléculas que actiian como segundos
mensajeros, entre los que se encuentran el adenosin monofosfato ciclico (AMPc), el fosfatidil

inositol (IP), diacil glicerol (DAG) y se produce la movilizacion de calcio extra e intracelular.
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Estos mensajeros activan a! sistema de protein-cinasa C, lo que se traduce en el estimulo para la

sintesis y liberacion de la FSH y LH (Conn, 1994, Fink, 1988).

La FSH y la LH son dos hormonas glucoproteicas secretadas por la adenohipdfisis que
estan formadas por dos cadenas de polipéptidos glucosilados (o y f), unidas en forma no
covalente. La estructura de la subunidad o es comun para ambas gonadotropinas, mientras que la
suburidad B es especifica para cada hormona y le confiere la especificidad biol6gica. La cadena o
contienen entre 89 y 90 aminoacidos. Las cadenas o y B de la FSH poseen residuos de
carbohidratos (manosa, N-acetilglucosamina, galactosa y fructosa) y de acido sialico adheridas a la
asparagina, estos componentes le confieren a la FSH sus propiedades fisicoquimicas (peso
molecular y punto isoeléctrico) y fisiologicas (capacidad de union a su receptor membranal

especifico y actividad bioldgica) (Bousfield y col., 1994; Ulloa-Aguirre, 1991).

Diversos estudios experimentales han permitido la caracterizacion de diferentes formas
moleculares (isoformas) de las gonadotropinas presentes en la adenohipéfisis de los mamiferos. En
funcion de su punto isoeléctico, en la hipofisis de la rata se han identificado seis isoformas de la
FSH. En estudios in vifro se ha mostrado que la actividad biologica de estas moléculas varia
dependiendo del contenido de acido sialico. Cuando la incorporacion de residuos de acido sialico
en la molécula aumenta (isoformas acidas), se incrementa el tiempo de permanencia de la hormona
en la circulacion, pero disminuyen la capacidad de union a su receptor y la actividad bioldgica,
mientras que en las formas con menor contenido de acido sidlico, su actividad biologica es mayor

(Ulloa-Aguirre y col., 1986, 1988).

Se sefiala que en la rata existen diferencias en la concentracion de las isoformas
hipofisiarias relacionadas con el sexo o durante el desarrolio prepuberai del animal. En la etapa
prepuberal de la rata hembra predominan las formas acidas, mientras que en el dia de la apertura
vaginal o previo al pico preovulatorio de la LH disminuyen las formas acidas y se incrementan las
basicas, mientras que en la rata macho el comportamiento es inverso (Ulloa-Aguirre y col., 1986,
1988). Se sugiere que la sintesis y liberacion de las isoformas de la FSH esta regulada directa o

indirectamente por la interaccion de las hormonas gonadales y de neuromoduladores como Ia
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GnRH. Este péptido estimula la sintesis de las isoformas 4cidas, debido a que facilita la
incorporacion de acido sialico a las cadenas que conforman la molécula de la FSH, en cambio el
estradiol reduce la adicion de estos residuos y la testosterona aumenta el proceso de sializacion

(Chappel y col., 1983).

Ambas gonadotropinas estimulan el crecimiento y la diferenciacion del foliculo ovérico y la
sintesis de esteroides (progesterona, estrogenos y testosterona), de hormonas no esteroid§s
(activina e inhibina) y de moléculas como el factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1), el
factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF) y los factores transformantes o y f (TGFo TGFp)
(Hillier, 1994).

Las gonadotropinas son necesarias para que el foliculo ovarico inicie su desarrollo y se
incorpore al grupo de foliculos en crecimiento (Dominguez y col., 1991; Hiilier, 1994). La FSH
estimula el crecimiento del ovocito y la proliferacién de las células de la granulosa. En las células
de la teca, la LH estimula la sintesis de androgenos, mientras que en las células de la granulosa la
FSH incrementa la actividad de la enzima aromatasa, lo que induce aumento de la secrecion de los
estrogenos. Conforme el foliculo madura, las células de la granulosa adquieren receptores a la LH
por la accion sinérgica de la FSH y de los estrogenos. Ambas gonadotropinas actiian
conjuntamente en la regulacion del proceso de estercidogénesis (Dominguez y col., 1991, Fink,

1986, Hillier, 1994).

La FSH modula el proceso de foliculogénesis en el ovario. En primer lugar esta
gonadotropina estimula el crecimiento del ovocito que posee receptores a dicha hormona y esta
rodeado por células foliculares aplanadas (foliculo primordial), posteriormente las células
foliculares adquieren una forma cibica y se inicia la multiplicacion de estas células y se constituye
el foliculo en crecimiento, conformado por el ovocito y varias capas de células de la granulosa. Al
parecer las etapas iniciales del desarrollo del foliculo no son reguladas por las gonadotropinas, sin
embargo se ha mostrado que la admir straciéon de estas hormonas estimula e} crecimiento de los
foliculos primarios (Richards, 1980). A medida que el foliculo crece adquiere la capacidad de

sintetizar hormonas esteroides y conjuntamente se inicia la formacion de pequefios espacios entre
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las células (cuerpos de Call-exner), los que tienden a unirse y formar una cavidad llamada antro.
En el foliculo en crecimiento la FSH estimula la expresion de sus propios receptores y los de la LH
en las células de la granulosa. Por accion de estas gonadotropinas y de los estrogenos el foliculo
alcanza el estado preovulatorio (foliculo capaz de liberar al ovocito), y cuando su tamaifio es
maximo disminuye la proliferacion de las células de la granulosa, mientras el antro continia

creciendo (Dominguez y col., 1991).

La hormona luteinizante una vez que se une a los receptores localizados en la membrana
de la célula de la teca, activa la enzima adenilato ciclasa e incrementa la recaptura del colesterol
(precursor de las hormonas esteroides). En la mitocondria de la célula de la teca, el colesterol es
hidroxilado en el carbono 20-22, lo que permite el corte de la cadena lateral y que se forma un
compuesto de veintiin carbonos llamado pregnenolona. Como resultado de la accion de la LH en
las células de la teca se activan tres componentes enzimaticos: a) citocromo Pqsp (proteinas que
hidroxilan y cortan enlaces C-C, b) flavoproteina (flavina adenina dinucleétido (FAD™), c) proteina
de tipo hemo (actia como intermediario entre el Pyso y el FAD). En el reticulo endoplasmico liso
la pregnenolona puede ser biotransformada por dos rutas esteroidogénicas, la A5 o la 44, En la
ruta AS, la pregnenolona se transforma en 17a-hidroxipregnenolona; posteriormente en
dehidroepiandrosterona por accion del complejo enzimatico citocromo Pase Cyi7 (la 17a-hidroxilasa
y la Ci7p0-liasa) y después es transformada a androstenediona por la enzima 3f-hidroxiesteroide
deshidrogenasa. En cambio, en la ruta A4 la pregnenolona es convertida a progesterona (P,) por
accion de la enzima 17a-hidroxilasa y a su vez dicha hormona es convertida a
17a-hidroxiprogesterona por el citocromo Pyse. Esta ultima hormona es transformada a
androstenediona por la Cy7.3 liasa y posteriormente a testosterona. La androstenediona y la
testosterona (androgenos) difunden a través de la membrana basal a las células de la granulosa
donde son aromatizados a estrogenos por la enzima aromatasa, que se activa por la accion de la

FSH (Figura 3) (Brodie, 1983; Eckstein, 1977).

La FSH participa en la regulacién de la sintesis de los estrogenos a partir de los
androgenos, debido a que éstos son aromatizados por la enzima aromatasa activada por la FSH.

La union de la FSH a su receptor de membrana en la célula de la granulosa, activa a la enzima

12



Introduccion

adenilato ciclasa e induce la transformacion del adenosin trifosfato (ATP) a AMPc. Esta molécula
mensajera activa al sistema de aromatasas (citocromo Pysp microsomal) que hidroxilan el carbono
diecinueve, elimina un grupo metilo en el carbono diez, proporciona la estructura aromatica ai
anillo A de los andrégenos y forma un esteroide de dieciocho carbonos (Figura 3) (Dominguez y

col 1991; Gore-Langton y Armstrong, 1994; Pedernera, 1993).

En el proceso de ovulacion, la LH activa a las enzimas proteoliticas que degradan los
desmosomas en las células de la granulosa y de la teca, asi como las fibras de colagena que rodean
al foliculo. Otra de las funciones de la gonadotropina es la induccion de la luteinizacion de las
células de la teca, inhibicion de la proliferacion de las células foliculares y de la secrecion de
estrogenos. Como resultado de dichos procesos se inicia la ruptura del foliculo y la formacion del

cuerpo liteo que secreta principalmente P, (Hillier, 1994).

La mayoria de la poblacidn total de foliculos que se encuentran en el ovario, sufre un
proceso de degeneracion llamado atresia. A la atresia se le considera un fenémeno caracteristico
de los mamiferos y de los vertebrados no mamiferos. Este proceso se prescnta en cualquier etapa
del desarrollo folicular, atn desde la etapa fetal y en la vida adulta. El inicio de la atresia puede
estar determinado por alteraciones en el ovocito, que se traduce en la perdida de la capacidad para
mantener el control metabolico del foliculo. Dichas alteraciones metabolicas preceden las
modificaciones en las células de la teca (incremento del tamaifio del niicleo, del citoplasma y
fragmentacion de la membrana basal) y en las células de la granulosa (fragmentacion del DNA,
picnosis, pérdida de la capacidad de union entre las células) e invasion del antro folicular por las
células de la granulosa. Otros de los eventos que caracterizan la atresia folicular es la pérdida
gradual de los receptores a la FSH y LH, lo que se traduce en la disminucién de la capacidad de
aromatizacion de los andrégenos y como consecuencia disminuye la secrecion de estrogenos por

este tipo de foliculos (Dominguez y col., 1991; Greenwald y Roy, 1994).
A la FSH y LH se les considera factores de supervivencia folicular (Dominguez col,, 1991;

Hsueh y col,, 1994; Greenwald y Roy, 19994). En la rata adulta la administracién de anticuerpos a

las gonadotropinas o la hipofisectomia, en la mafiana del proestro aumenta el indice de atresia en
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los foliculos preovulatorios. En el animal prepiber hipofisectomizado la administracion de FSH
disminuye la muerte celular programada (apoptosis) en las células de la granulosa y la
fragmentacion del DNA en las células del ovario (Billig y col., 1994 cit. en Hsueh y col., 1994).
Ademas, se ha mostrado que la administracion de PMSG incrementa el niimero de foliculos sanos
y disminuye la incidencia de atresia en los foliculos preovulatorios (Villavicencio y Dominguez,

1993).

Hsueh y col. (1994) mostraron que la apoptosis es el mecanismo molecular fundamental en
la atresia folicular, el cual esta vinculado a los factores de crecimiento como elementos que
participan en la regulacion del inicio de la atresia. Algunos de los factores que intervienen en la
sobrevivencia del foliculo o supresion de la apoptosis incluye al factor de crecimiento epidermal
(EGF), al transformante oo (TGFa), al de fibroblastos basico (bFGF), al parecido a la insulina
(IGF-I), las gonadotropinas vy los estrogenos. Asi mismo, la GnRH de origen ovérico, la activina,
inhibina, interleucina 6 (IL-6) y los androgenos son considerados factores atretogénicos

(inductores de atresia).
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Célula de la teca
il
N

Colesterol
ATP AMPc —
AS Pfeinenolona » A4 Progesterona
17a -hidroxipregnenolona 17a-hidroxiprogesterona
Dehidroepiandrosterona + Andrctstenediona
T
Testlosterona

y Circulacién
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Enzima aromatasa

Antro folicular Céluila de la granulosa

Figura 3. Modelo de la doble célula-doble hormona que explica la sintesis de los esteroides
en el ovarios. Los andrégenos se secretan en las células de Ia teca por accién de la LH. En
las c€lulas de la granulosa los andrégenos son aromatizados a estrégenos, los cuales se
liberan a la circulacion o al antro folicular. (+) (Factor estimulantes), LH (Hormona
luteinizante), FSH (hormona foliculo estimulante), ATP (adenosin trifostato), AMPc
(adenosin monofosfato ciclico) (Tomado y modificado de Gore-Langton y Armstrong, 1994).

15




[ntroduccion

Regulacion de la secrecion de la GnRH

En la regulacion de la secrecion de la GnRH y las gonadotropinas participan los diferentes
sistemas de neurotransmision como el catecolaminérgico (noradrenérgico, dopaminérgico),
colinérgico, GABAérgico y serotoninérgico (Franschini, 1970; Kordon y col., 1980; Kordon y
Glowinski, 1972; Kordon y col., 1994;), los aminoacidos excitadores como el glutamato y el
aspartato (Mena-Valdivia y col., 1995; Carbone y col., 1992) y el sistema de péptidos opioides
(Mena-Valdivia y col., 1995; Wilkinson y Bhanot, 1982).

Con el empleo de técnicas de inmunohistoquimica, se ha mostrado que en el nucleo
periventricular del hipotilamo y en el niicleo arcuato existe un gran nimero de neuronas
dopaminérgicas, y en dichas regiones se ha detectado la presencia de fibras nerviosas que poseen
GnRH en proximidad a las neuronas dopaminérgicas, por lo que se sugiere que existe una
conexion entre el soma de la neurona dopaminérgica y la terminal GnRHérgica, o inervacion
dopaminérgica en esta region. En [a banda diagonal de Broca, en el érea preoptica y en la region
media y ventrolateral de la eminencia media se ha observado interaccion entre las fibrag
dopaminérgicas y las que poseen GnRH. Sin embargo, en ¢l tercer ventriculo y en la regidn rostral
de la eminencia media la sobreposicion de fibras es mayor y en la regién caudal y en el area

subependimal de la eminencia media el contacto es limitado (Jennes y col., 1983).

Los cuerpos celulares que sintetizan noradrenalina estian localizados en estructuras
extrehipotalamicas, principalmente en el locus coeruleus y el bulbo raquideo, conforman dos haces
nerviosas principales, la dorsal y la ventral (Bronwn, 1994). Los somas noradrenérgicos que
constituyen la via dorsal se localizan en el Jocus coeruleus y envian sus fibras nerviosas a la region
de la espina dorsal, el cerebelo, la corteza y el hipocampo. La via ventral se localiza en el area
tegmental ventral e inervan al cerebro medio del organo vasculoso de la lamina terminal y al
hipotalamo (Weiner y Molinoff, 1994). En el hipotalamo la distribucidon de la noradrenalina se
concentra en la parte central y rostral de la eminencia media, se extiende a la region del surco
tubero-infundibular y rodea el area dorsomedial de la pars tuberalis de la hipbfisis. En la porcion

lateral del tercer ventriculo y en la capa subependimal de la eminencia media existe una
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sobreposicion de fibras noradrenérgicas y GnRHérgicas y ocasionalmente se ha descrito el
contacto entre el soma de la células que sintetizan la GnRH y las fibras noradrenérgicas (Jennes y

col., 1982).

En la banda diagonal de Broca y en los nucleos periventricular y supraquiasmatico del
hipotalarno, se localizan neuronas que sintetizan el cido y-aminobutirico (GABA) y las terminales
nerviosas que poseen GABA se localizan entre la banda diagonal y en la region prequiasmatica. En

_la eminencia media ocasionalmente se ha observado comunicacion sinaptica entre las fibras
- GABAérgicas y GnRHérgicas, mientras que en el érgano vasculoso de la lamina terminal existe
mayor nimero de contactos entre el soma de la neurona productora de GnRH y las fibras

GABAérgicas (Jennes y col., 1983).

Con base en las evidencias anatomicas se sugiere que la funcion de la neurona GnRHérgica
es regulada directamente por los diferentes sistemas de neurotransmision o de forma indirecta via
la interaccion de estos sistemas. En el 6rgano vasculoso de la lamina terminal, las terminales
GnRHérgicas establecen una comunicacion sinaptica con las fibras serotoninérgicas. En el area
preoptica hipotalamica anterior existe una comunicacion entre el soma de la neurona GnRHérgica
y las terminales nerviosas dopaminérgicas, GABAérgicas, noradrenérgicas y serotoninérgicas. En
cambio, en la en la eminencia media existe la interaccidn entre las terminales nerviosas de la
neurona GnRHérgica y las de los sistemas de neurotransmision antes mencionados (Jennes y col.,

1982, 1983).

Se ha mostrado que en la eminencia media el efecto que ejercen el GABA, la noradrenalina
y la serotonina sobre la secrecion de la GnRH, puede estar modulado por la neurona
dopaminérgica, dado que existe una comunicacion entre las terminales nerviosas de dichas

neuronas y el soma de la neurona dopaminérgica (Jennes y col., 1982, 1983).

Ademés de las evidencias anatdmicas que apoyan la participacion de los sistemas de
neurotransmision en la regulacion de la secrecion de la GnRH, también se han analizado los

cambios en la concentracion de Jos neurotransmisores y en la actividad neuronal en diferentes
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regiones del cerebro. En la rata adulta la concentracion de noradrenalina en la eminencia media se
incrementa en la tarde del proestro, previo al “pico” preovulatorio de la LH, mientras que la de
dopémina, serotonina y la actividad de la neurona dopaminérgica disminuyen y aumenta la
actividad del sistema serotoninérgico. En cambio, en los otros dias del ciclo no se observan
cambios. Estos resultados han permitido sugerir que la noradrenalina ejerce un efecto estimulante
en los mecanismos neuroenddcrinos que modulan la secrecion de LH y la ovulacion, mientras que
la dopamina participa de manera inhibitoria y la funcién que se le atribuye al sistema
serotoninérgico es estimu!ante ¢ inhibitoria (Kerdethué y col., 1989, Parisi y col., 1983; Rance y
col,, 1981). La controversia sobre la participacion del sistema serotoninérgico en la regulacion de
la secrecion de las gonadotropinas posiblemente esta vinculada al medio ambient: hormonal que

prevalece en el animal en momento en que se realizan los diferentes estudios.

Organizacién del sistema serotoninérgico

Los cuerpos neuronales de las terminales nerviosas que contienen serotonina se localizan
en los nucleos del rafé que estan constituidos por nueve paquetes celulares (B1, B2, B3, B4, B5,
B6, B7, B8 y B9) localizados en la parte anterior del mesencéfalo (Frazer y Hensler, 1994,
Pranzatelli, 1992; Takeuchi, 1988). Con base en la distribucion de estas células, el nicleo del rafé
se divide en dorsal, medial y del puente. El niicleo dorsal corresponde a los paquetes B7 y B6 que
se localizan en la porcion ventral de la sustancia gris periacueductal, el medial que lo conforman el
paquete B8 y parte del B9, situado entre el nicleo central superior y la linea del mesencéfalo, y el
nicleo del puente que comprende del B1 al B5 situado mas caudalmente (Figura 4) (Frazer y

Hensler, 1994).

Las fibras serotoninérgicas que se originan en los nicleos dorsal y medial del rafé, inervan
diferentes estructuras del SNC, entre las que se encuentran el hipotalamo, la corteza cerebral, el
hipocampo, la amigdala, las areas rostrales del sistema limbico y la eminencia media (Takeuchi,
1988). En el hipotalamo las fibras serotoninérgicas inervan el drea predptica medial, los nucleos

supraquiasmatico, arcuato, paraventricular y mamilares (medial, premamilar, supramamilar y
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lateral). La informacion serotoninérgica del puente envia sus proyecciones hacia el bulbo raquideo
y la médula donde tienen tractos descendentes que terminan a diferentes niveles de fa médula

espinal (Soghomonia y col., 1988).

La fuente principal de serotonina en el hipotalamo se origina en el nicleo dorsal y medial

del rafé. La fibras serotoninérgicas que ascienden desde el niicleo medial inervan principalmente al

4rea predptica medial, el 4rea hipotalamica anterior y el nicleo supraquiasmético (Van de Kar y

LOrénS,‘ 1979), en tanto el nicleo dorsal envia sus proyecciones principalmente al area

‘hipotalamica anterolateral, la eminencia media y al nucleo arcuato (Van de Kar y Lorens, 1979,

Villar y col., 1984).

En algunas especies se ha detectado la presencia de fibras serotoninérgicas en los 16bulos
intermedio y posterior de la hipofisis. En la rata existe un mayor nimero de inervacion
sefotoniné’rgica en la region posterior de la glandula en comparacion con la parte intermedia y no
s¢ han identificado este tipo de fibras en la parte anterior de Ia hipofisis (Saland y col., 1986). Sin
embargo, algunos autores plantean que estas fibras si existen en la adenohipéfisis (Westlund y

Childs, 1982).
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Figura 4. Localizacién de los paquetes celulares que sintetizan la serotonina. Corte sagital de! cerebro de la rata en el que se
muestra la localizacion de los somas de las neuronas productoras de serotonina (B1, B2, B3, B4, BS, B6, B7, B9) y la inervacién
de las diferentes estructuras del sistema nervioso central. OT (Tubérculo olfatorio), Sept (septum), C.Put (nicleo caudado-
putamen), G. Pal (globus pailidus), T (tadlamo), H (lkabénula) y S. Nigra (sustancia nigra) (Tomado de Frazer y Hensler, 1994).
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Existen diferencias estructurales entre las neuronas que forman los nicleos dorsal y medial
del rafé (Frazer y Hensler, 1994). Los axones serotoninérgicos que se originan en el nicleo medial
son gruesos'y poseen varicosidades grandes y de forma esférica, mientras que los axones de las
neuronas del niicleo dorsal son muy delgados y presentan varicosicades muy pequeiias o de forma
 alargada. Estas diferencias posiblemente estan vinculadas al efecto diferencial que ejercen algunos
neurotoxicos del sistema éerotoninérgico sobre estos grupos celulares. Cuando se administra en
estos nucleos la chloroarifetanlina (inhibidor de la triptofano-hidroxilasa, enzima limitante de la
sintesis de la serotonina), el nimero de neuronas serotoninérgicas disminuye un 26 % en el niicleo
medial y hasta un 95 % en el dorsal. Estas evidencias llevaron a los autores a sugerir que las
neuronas serotoninérgicas del rafé dorsal son mas susceptibles a ia accion de los neurotoxicos

(Bendotii y col., 1990; Molliver, 1987 cit. en Frazer y Hensler, 1994; Jacobs y Azmitia, 1992).

Ademas de las diferencias en la distribucion de las fibras serotoninérgicas en el SNC se han
7 identificado cuatro tipos de receptores a serotonina: 5-HT), 5-HT,, 5-HT; y el 5-HTy. A su vez
cada tipo de receptor posee subtipos que son designados por letras. Los dos primeros estin
presentes desde el nacimiento y su niimero varia en las diferentes regiones del cerebro (Frazer y
Hensler, 1994, Pranzatelli, 1992). En el hipotalamo estan presentes receptores del tipo 5-HT1,, 5-
HT., 5-HT,., 5-HT 4, y 5-HT>, en la corteza cerebral y sustancia nigra del tipo 5-HT y en el
hipocampo el 5-HT, (Bockaert y col., 1992). El receptor 5-HTj; se localiza en neuronas periféricas

como son el ganglio cervical, nervio vago y cordén espinal (Kia y col., 1995).

Los receptores a serotonina se localizan tanto en la region presinaptica (en el cuerpo
celular, la terminal nerviosa y en la dendrita de la neurona serotoninérgica), como en el area
postsinaptica. Cuando se administra la 5,7-dihidroxitriptamina (neurotoxico de las neuronas
serotoninérgicas) en el nicleo del rafé, disminuye el numero de receptores a serotonina del tipo 5-
HTi, en dicha area, lo que permite sugerir que dicho receptor esta presente en el soma de las
neuronas serotoninérgicas. El mismo tratamiento no modifica el nimero de receptores del tipo 5-
HT}, en el hipocampo, la amigdala, el hipotalamo y el septum, lo que apoya la idea de que dicho
receptor esta localizado en la region postsinaptica (Frazer y Hensler, 1994). Asi mismo, el

receptor tipo 5-HT; se localiza en diferentes areas del SNC, predominantemente en la region
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presinaptica o en la terminal nerviosa de las neuronas dopaminérgica, noradrenérgica y colinérgica
(Blandina y col., 1991; Kidd y col., 1993).

Los estudios encaminados a analizar el desarrollo del sistema serotoninérgico han
mostrado que las neuronas serotoninérgicas se encuentran entre las primeras células que se
desarrollan y reorganizan en el SNC (Lidov y Molliver, 1982). En la rata, a partir del dia 13 y
hasta el 21 de vida intrauterina, las neuronas serotoninérgicas cambian de neuroblastos bipolares a
neuronas con dendritas diferenciadas. Los paquetes celulares que conforman al nicleo del rafé
dorsal y medial se desarrollan a partir de dos subgrupos, el dorsal y el ventral. El subgrupo dorsal
es mas grande y se localiza cerca de la luz del acueducto. En el dia 15 el paquete B7 se diferencia
(nuacleo dorsal) y la porcion caudal da origen al B4 y B6 y posiblemente a parte del BS (nicleo del
puente). El subgrupo ventral se diferencia cerca del dia 17, y forma el B8 (nicleo medial) y en el
dia 18 se inicia la diferenciacion del B9. En la region caudal del mesencéfalo, uno o dos dias
después de que se forma el complejo del B4-B9, se inicia la diferenciacion de los paquetes del B1
al B3. En el dia 19 se produce la diferenciacion final de los paquetes celulares que conforman al

nicleo del rafé (Lidov y Molliver, 1982; Wallace y Lauder, 1983).

La inervacion serotoninérgica de las diferentes estructuras que conforman al SNC, se inicia
inmediatamente después de que aparecen los complejos celulares B4-B9 y culmina alrededor de la
tercera semana del desarrollo postnatal (Wallace y Lauder, 1983). Entre los dias 13 y 15 del
desarrollo prenatal se establece la inervacion de la region del mesencéfalo, diencéfalo (zona
inteimedia, zona marginal, zona inserta, complejos mamilares y area ventral del talamo). Entre los
dias 15 y 16 de vida intrauterina se identifica un gran nimero de fibras en la region del hipotalamo
lateral y en la region del nicleo supradptico. Durante el dia 17 estas fibras inervan la region del
telencéfalo (globus pallidus), la region septal, el septum y el area paraventricular del hipotalamo y
el ndcleo supraquiasmatico y en el dia 18 la region del hipotalamo anterior y el area septal, la zona

medial de la neocorteza, y a medida que el animal madura se completa la inervacion de las capas

superiores de la corteza (Wallace y Lauder, 1983).
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Ademas de las evidencias antes seiiaiadas, en la rata se ha mostrado que la concentracion
de serotonina en el nicleo del rafé es alta desde el nacimiento y no se modifica durante el
desarrollo prepuberal. En cambio, la concentracion de la amina en el area hipotalamica anterior es
baja durante la primera semana de vida y se incrementa conforme el animal madura (Watts y
Stanley, 1984). Estos resultados apoyan la idea de que al nacimiento se ha compietado el
desarrollo del nicleo del rafé, aunque existe un nimero reducido de neuronas serotoninérgicas
funcionales en las diferentes regiones del sistema nervioso central. Asi mismo, se ha reportado que
los receptores a serotonina en el area predptica del hipotilamo, aumentan desde el dia 5 hasta el

37 del desarrollo postnatal (Becu-Villalobos y Libertun, 1986).

En el cerebro de la rata se han detectado receptores a serotonina del tipo 5-HT; desde ei
dia diecinueve de gestacion, y alcanza su méaximo alrededor de la segunda o tercera semana
postnatal. En el animal prepuber la distribucion de los sitios de union a la serotonina en el
hipotalamo, hipocampo, cuerpo estriado y cerebro anterior es semejante a la que se presenta en el

animal adulto (Becu-Villalobos y Libertun, 1986; Morilak y Ciaranello, 1993).

Ademas de los cambios descritos en el sistema serotoninérgico durante el desarrollo de la
rata, también se¢ ha mostrado que la sintesis de serotonina es menor durante la vida fetal y se
incrementa entre el dia del nacimiento y el dia 50 de edad (Kato, 1960; Bect-Villalobos y
Libertun, 1986). El proceso de sintesis de esta amina se lleva a cabo por medio de la enzima
triptofano hidroxilasa, la que hidroxila el carbono cinco de la molécula del aminoacido triptofano
(aportado por las proteinas consumidas en la dieta) y lo transforma en 5-hidroxitriptofano; la
activacion de dicha enzima requiere de un cofactor, llamado pteridina l‘edlilCtOI' (donador de
electrones). Posteriormente el S-hidroxitriptofano, por accion de la enzima acido aromatico
L-amino descarboxilasa, se convierte en S-hidroxitriptamina (serotonina (5-HT)) (Figura 5). La
primera enzima tnicamente se localiza en las células que producen la serotonina y la segunda se
encuentra incluso en las neuronas catecolaminérgicas. La diferencia que existe en la distribucion de

tales enzimas radica en las condiciones de pH, la disponibilidad del sustrato o del cofactor que es

requerido para la activacion optima de cada una de ellas (Frazer y Hensler, 1994).
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La enzima encargada de catabolizar a la serotonina ¢s la monoamina oxidasa (MAO), que
la transforma a S-hidroxiindolacetaldehido, el cual es oxidado por accién de la enzima aldehido
deshidrogenasa y forma el acido S5-hidroxiindolacético (5-HIAA), principal metabolito de la
serotonina (Figura 5). El S-hidroxiindolacetaldehido también puede ser reducido por la enzima
aldehido reductasa, lo que da lugar a la formacion del alcohol S-hidroxitriptofol. Existen dos
isoenzimas que catabolizan a la serotonina, la MAO tipo A y la tipo B, ambas enzimas se localizan
en la membrana de las mitocondrias de la neurona. La serotonina es metabolizada preferentemente
por el tipo A (Frazer y Hersler, 1994). Segin Kerdelhué y col. (1989) y Shannon y col. (1986) la
transformacion del neurotransmisor a su principal metabolito, es un indicador de la actividad

neuronal,

La sintesis de la serotonina es regulada por diversos mecanismos como es la competencia
entre el triptofano y otros aminoacidos de tipo neutro (fenilalanina, leucina, metionina), por el
acarreador que transporta estos aminoacidos al interior del cerebro a través de la barrera
hematoencefalica. Asi mismo, la disminucion en la concentracion del triptofano por una menor
incorporacion de dicho aminoacido en la dieta, induce la disminucién en la concentracion de
serotonina. Otro mecanismo ¢s la disminucion de la concentracion del cofactor requerido para la

activacion de la triptofano hidroxilasa (Frazer y Hensler, 1994).
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TERMINAL
SEROTONINERGICA
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Captura de Trp
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Figura 5. Representacion esquemaditica de los pasos de la sintesis y el catabolismo de la
serotonina en la neurona. Trp {Aminoacido triptofano), Trp-H (enzima triptofano
hidroxilasa), S-HTP (5-hidroxitriptefano), L-AAAD (enzima acido L-amino aromatico
descarboxilasa), serotonina (5-HT), MAO (enzima monoamina oxidasa), dcido S-HIAA
(5-hidroxiindolacético) (Tomade de Muller y Nisticé, 1988).
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Participacion de los nicleos dorsal y medial del rafé en la regulacién de la secrecién de las

gonadotropinas y la ovulacion

Diversas evidencias anatémicas apoyan la idea de que el sistema serotoninérgico modula la
secrecion de las gonadotropinas por su interaccion con la neurona GnRHérgica. Por técnicas de
inmunohistoquimica se ha mostrado que las fibras serotoninérgicas y el soma de la neurona
GnRHérgica hacen sinapsis en el 4rea hipotalamica anterior, y que estas fibras y las que liberan la
GnRH interactian en la eminencia media (Jennes y col., 1982; Kiss y Halasz, 1985). Lo antes
mencionado llevo a los autores a pensar que este sistema de neurotransmision regula la sintesis y
liberacion de la GnRH y de las gonadotropinas. Sin embargo, es posible que también la accion de
la amina en estos eventos sea por una via indirecta, al actuar sobre otro sistema de
neurotransmision y asi este Ultimo module la actividad de la neurona productora de la GnRH.
Entre los posibles sistemas de neurotransmision intermediarios se encuentran el dopaminérgico,
noradrenérgico y GABAérgico (Jennes y col., 1983; Morello y Taleisnik, 1988; Morello y col.,
1989).

La informacién sobre la participacion de la serotonina en los mecanismos que regulan la

secrecion de las gonadotropinas y la ovulacion hasta el momento es contradictoria. Algunos
autores indican que este sistema de neurotrasmision estimula la secrecion de las gonadotropinas y
la ovulacion (Brown, 1966; Kordon y col., 1994; Vitale y Chiocchio, 1993; Wilson y col., 1986),
mientras que otros sefialan que ejerce un efecto inhibitorio (Kordon y col., 1968, 1994; O'steen,
1964, 1965; Parisi y col., 1983, Vitale y Chiocchio, 1993; Wilson y col, 1977). Sin embargo, se ha
sugerido que la amina participa en tales procesos modulando los mecanismos centrales que
culminan con la ovulacion o regula directamente la actividad de la gonada (Kordon y Glowinski,

1972; O'steen, 1964, 1965; Wilson y McDonal, 1974; Wilson y col, 1977).

La administracion sistémica del S-hidroxitriptofano (precursor inmediato de la sintesis de

serotonina) o de serotonina a ratas hembras prepuberes de dieciséis ¢ veinte dias de edad

incrementa la concentracion de la LH en plasma. Cuando se realiza el mismo tratamiento a los 21

6 26 dias no se observan cambios en la concentraciéon de LH en plasma y en los animales de 30
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dias sometidos al mismo tratamiento, disminuye la concentracion de LH plasmatica (Arias y col.,
1990; Becu-Villalobos y Libertun, 1986; Moguilevsky y col., 1985; Justo y col., 1989). Sin
embargo, cuando las ratas machos de las mismas edades son sometidas a los mismos tratamientos,
la secrecion de la LH no se modificé y se incrementé la de FSH. Estos resultados llevaron a los
autores a sugerir que la participacion del sistema serotoninérgico en los mecanismos
nenroenddcrinos que regulan la secrecion de las gonadotropinas es diferente durante el desarrollo

prepuberal del animal y entre las hembras y machos (Justo y col., 1989; Moguilevsky y col., 1985).

La participacién diferencial del sistema serotcninérgico en la regulacion de la secrecion de
las gonadotropinas, posiblemente es un reflejo del medio ambiente esteroide en que se encuentra el
animal cuando se realizan las manipulaciones de dicho sistema (Arias y col., 1990; Moguilevsky y
col,, 1985, 1990). Diversas evidencias experimentales han permitido sugerir que los estrogenos y
la progesterona modulan la actividad del sistema serotoninérgico via la regulacion de la sintesis y
liberacién del neurotransmisor y expresion de los receptores a la amina en diversas estructuras del
SNC (Alves y col., 1998, Beigon y col., 1980, 1982; Bethea, 1993, 1994; Penics y col., 1996,
1998; VanderHorst y col., 1998).

En la rata adulta, en el dia del proestro y estro el porcentaje de unién de la serotonina
marcada (["H] 5-HT) administrada en el tercer ventriculo, disminuye a un 40 % en el cerebro
anterior y es mayor en los otros dias del ciclo. Estos hechos llevaron a los autores a sugerir que la
disminucion del por;:entaje de union es el resultado de la baja afinidad de los receptores al
neurotransmisor o a un menor niamero de ellos (Beigon y col., 1980). Se sugiere que la sintesis y
expresion de los receptores a los diferentes neurotransmisores estan reguladas por las hormonas
sexuales. Cuando se administra estradiol a ratas castradas, aumenta el porcentaje de unién de la
serotonina en el area predptica, hipotdlamo anterior y nicleo arcuato-eminencia media. Estos
resultados apoyan la idea de que los estrogenos modulan la expresion del receptor a la serotcnina

en el hipotalamo (Beigon y col., 1980, 1982).

En la rata hembra de dieciséis dias de edad tratadas con estrogenos y progesterona la

concentracidon de LH en plasma disminuye y este efecto de retroalimentacion negativo se
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acompaiia de la disminucién en las concentraciones de 5-HTy su metabolito el acido 5-HIAA.
En cambio, en el area predptica de los animales de 30 dias el efecto es inverso (Moguilevsky y
col., 1990). En la rata adulta castrada la administracién de estrégenos y progesterona resulta en el
incremento de la concentracion de LH en el plasma y de serotonina en el area predptica, y
disminuye la tasa de recambio de la amina en la eminencia media y el nicleo ventromedial (King y
col., 1986; James y col., 1989). En conjunto estos resuliados llevaron a pensar que durante la
maduracién sexual de la rata y en la etapa adulta, las hormonas oviricas ejercen un mecanismo de
 retroalimentacion estimulante sobre la secrecion de la LH al modificar la actividad del sistema

serotoninérgico.

Kato (1960) mostré que en ratas hembras prepiberes y machos adultos la administracion
de estrégenos durante siete dias, incrementa la concentracién de serotonina en el cerebro. Sin
embargo, cuando los animales son tratados con testosterona no se modifica dicho parametro.
Tales diferencias han permitido pensar que son los estrogenos los que regulan la actividad del
sistema serotoninérgico. Por otra parte, la administracion del S-hidroxitriptofano a ratas hembras
prepaberes castradas y androgenizadas disminuye fa concentracion plasmatica de LH, mientras que
en los machos castrados y tratados con 5-HTP la concentracion de esta hormona se incrementa y
disminuye la de FSH. Estas respuestas diferenciales entre la hembra y el macho son un reflejo de
las acciones que las hormonas ovéricas y testiculares ejercen en los centros hipotalamicos que

regulan la secrecion de las gonadotropinas (Justo y col., 1989; Moguilevsky y col., 1987).

Los resultados obtenidos en los diferentes modelos experimentales empleados para analizar
la participacion de los nicleos dorsal o del medial del rafé en la regulacién de la secrecion de las
gonadotropinas, han permitido sugerir que la inervacién serotoninérgica del hipotalamo que se
origina en ellos participa de manera diferencial en los mecanismos de regulacion de la secrecion de
las gonadotropinas y de la funcion del ovario en el animal aduito (Héry y col., 1978; Morello y

Teleisnik, 1985).

En la rata adulta la lesion electrolitica del nicleo dorsal del rafé, disminuye la

concentracion de 5-HT en el drea predptica ¢ hipotalamica anterior y en la eminencia media. Asi

28



Introduccion

mismo, se observa degeneracion de la fibras serotoninérgicas en la eminencia media. Tales
evidencias apoyan la idea de que dichas areas del SNC reciben inervacién serotoninérgica que se

origina principalmente en este nicleo (Van de Kar y Lorens, 1979, Villar y col., 1984).

En la rata hembra castrada con implante de estradiol, disminuye la secrecion de la LH
cuando se seccionan las fibras serotoninérgiczs que se originan en el nicleo dorsal del rafé,
mientras que cuando se seccionan las fibras provenientes del niicleo medial la concentracion de la
hormona no se modifica (Héry y col,, 19:78). En cambio, en la hembra castrada la lesion
electrolitica del alcleo medial del rafé no modifica la liberacion de la LH inducida por la
administracion de estrogenos y progesterona (Barofsky, 1975). Dichos resultados llevaron a
sugerir que la inervacidn que proviene del nucleo medial no participa en los mecanismos que
regulan la secrecion de la LH y al parecer la integridad del nicleo dorsal es importante para que se
produzca este evento (Barofsky, 1975; Héry y col, 1978). Por otra parte, Arendash y Gallo
(1979) mostraron que en la rata hembra adulta castrada, la estimulacion electroquimica del nicleo
dorsal del rafé¢ diminuye la secrecion de la LH durante el tiempo en que dura la estimulacion.
Dichos resultados llevaron a pensar que la informacién serotoninérgica proveniente del nicleo
dorsal del rafé inhibe la secrecidon de la LH. Estos resultados contradictorios se deben a que se
utilizan modelos de estudio diferentes y no s¢ considera ¢l medio ambiente esteroide en que se

encuentra el animal.

En el mono se han identificado receptores a progesterona y estrogenos en el nicleo dorsal
del rafé (Bethea y col.,, 1993, 1994). En la rata hembra el nimero de neuronas del nicleo dorsal
del rafé que expresan receptores a progesterona es mayor que la del macho, aunque no existe
diferencia significativa en el niimero de receptores a estrogenos. La distribucion de estos
receptores en el nucleo dorsal del rafé no es homogénea, debido a que en la regidn lateral del
nucleo existe un mayor namero de células que expresan los receptores a estrogenos (Alves y col,,

1998).

Hasta el momento en la rata no se han identificado neuronas serotoninérgicas que expresen

receptores nucleares a estrogenos o progesterona. Unicamente se ha observado la presencia de
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receptores en células adyacentes a dichas neuronas, lo que podria indicar que la regulacion que
ejercen los esteroides sobre la actividad del sistema serotoninérgico no es de forma directa sino

por intermedio de una célula neural no aminérgica (Alves y col., 1998).

En la rata adulta en diestro la lesién del nicleo dorsal del rafé, modifica el ciclo estral e
incrementa la secrecion preovulatoria de la FSH y la LH 48 6 72 horas después de la lesion,
mientras que disminuye la concentracién de serotonina en la eminencia media. En cambio, 45 dias
posteriores a la lesién la concentracion plasmatica de LH y PRL disminuye y la ovulacion no se
modifica en ambos grupos. Dichos resultados llevaron a los autores a sugerir que la inervacién
serotoninérgica que se origina en el nicleo dorsal estimula la secrecion de las gonadotropinas
modulando el inicio y la magnitud del pico preovulatorio de las gonadotropinas (Vitale y col.,
1987).

En la rata adulta en proestro, la estimulacién eléctrica del nicleo medial del rafé, diminuye
la concentracién de la LH en plasma y bloquea la ovulacion, mientras que cuando se estimula al
nucleo dorsal no se observan cambios. En cambio, cuando se realiza 1a lesién del niicleo medial no
se presentan modificaciones en dichos parametros y si se realiza la misma intervencion en el nicleo
dorsal, se bloquea la ovulacién y este evento se acompafia de la disminucidn de la concentracion
de la LH en plasma. Estos resultados permiten pensar que la inervacién serotoninérgica que
proviene del nicleo medial participa de manera inhibitoria en la regulacion de la secrecion
preovulatoria de la LH y en la ovulacién y la que se origina en el dorsal ejerce un efecto

estimulante (Morello y Taleisnik, 1985, 1988).

El efecto estimulante que ejerce la inervacion serotoninérgica que se origina en el nicleo
dorsal del rafé sobre los mecanismos neuroendécrinos que regulan la secrecion de las
gonadotropinas, posiblemente es mediado por el sistema noradrenérgico, debido a que se ha
mostrado que la administracion de propanolol (agonista de los receptores adrenérgicos) a ratas
adultas con lesion del ntcleo dorsal, incrementa la concentracion de LH en plasma y restablece la

ovulacién (Morello y Taleisnik, 1988). Mientras que el efecto inhibitorio que ejerce el nicleo

medial en tales eventos es mediado por el sistema GABAérgico, ya que se ha observado que el
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tratamiento con bicuculina (antagonista de los receptores del tipo GABA A) a animales con
estimulacion del nicleo medial, incrementa la concentracion de LH en plasma y restablece la

ovulacion (Morello y col., 1989).

En la rata hembra prebﬁber, la lesion del niicleo dorsal o medial del rafé provocada por la
administracion de 5,7-hidroxitriptamina, bloquea la ovulacién inducida por la PMSG y disminuye
la 'recaptura de la serotonina en la eminencia media y en el niucleo dorsal. Estos resultados
‘permiten pensar que los nucleos dorsal y medial del rafé regulan de manera estimulante la
- secrecion de las gonadotropinas y la ovulacion, y que al parecer el nucleo dorsal es el mas

importante paré que se manifiesten dichos eventos (Meyer, 1978).

La lesion térmica del nucleo dorsal del rafé en la rata de 21 dias retrasa las edades de la
apertura y del primer estro vaginal, y no se presentan cambios en estos parametros cuando la
destruccion de dicho niicleo se realiza a los 24, 27 ¢ 30 dias de edad. Ademas, la proporcion de
animales que ovulan al primer estro vaginal, no se modifica por la lesion realizada a los 21, 24 6
27 dias de edad; sin embargo el nimero de ovocitos liberados se incrementa cuando la lesién del
nucleo se efectua en el dia 24 y 27. En cambio, ninguno de los animales lesionados en el dia 30
ovulan al primer estro y la administracién de hCG Gnicamente restaura la ovulacidn en el 60 % de
ellos. Estos resultados llevaron a los autores a plantear que la inervacion serotoninérgica que se
originan en el nuacleo dorsal del rafé participa de manera diferencial durante el desarrollo
prepuberal de la rata, en los mecanismos que regulan el inicio de la pubertad y la primera

ovulacion (Ayala y col., 1994, 1998).

31



RPN PR

Planteamiento del problema

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La secrecién de las gonadotropinas y la ovulacion son reguladas por sefiales
neuroenddcrinas generadas en el eje hipotalamo-hipofisis-ovario, estas a su vez estan moduladas
por estructuras extrahipotalamicas como los nicleos dorsal y medial del rafé. Se sugiere que en el
animal adulto la inervacién serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nicleo dorsal del
rafé, participa de manera estimulante en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas y la
informacion serotoninérgica que proviene del rafé medial ejerce un efecto inhibitorio. Sin
embargo, hasta el momento se le ha dade poca importancia a la participacién de estos niicleos en
la regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-gonada durante el desarrollo prepuberal del animal que

culminan con el inicio de la pubertad y la primera ovulacién.

Dado que en la rata de 30 dias de edad (preptiber) la lesion térmica del nicleo dorsal del
rafé bloqued la ovulacion en el dia del primer estro vaginal e increment6 la incidencia de atresia en
los foliculos preovulatorios, lo que llevo a los autores a sugerir que la inervacién serotoninérgica
del hipotalamo que se origina en el niicleo dorsal estd vinculada a modificaciones en la secrecion
de las gonadotropinas. Sin embargo, s¢ desconoce si los cambios en la ovulacién son ¢l resultado
de la eliminacion de los somas serotoninérgicos o también de los dopaminérgicos que se ubican en
la region ventral del mismo, por lo que la lesidn térmica no es especifica para las neuronas
serotoninérgicas (Ayala y col., 1998). Por ello en el presente estudio se analizé la participacion de
la inervacion serotoninérgica del hipotdlamo anterior, medio y posterior que se origina en los
nucleos dorsal y medial del rafé sobre los mecanismos que regulan la pubertad y la primera
ovulacion, por medio del anélisis de los efectos de la lesion quimica de los nicleos dorsal o
medial del rafé inducida por la administracion de 5,6-DHT (neurdtoxico de las fibras

serotoninérgicas) en la etapa juvenil (30 dias de edad) de la rata.
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Hipotesis

HIPOTESIS

Dado que en el animal adulto la inervacidn serotoninérgica que se origina en ¢l nicleo
dorsal del rafé y que inerva el hipotdlamo anterior y medio, regula de manera estimulante la
secrecion de la GnRH y las gbnhdotropinas, mientras que la que proviene del nicleo medial es de
tipo inhibitorio, la lesion seléctiva de estos nicleos, provocara modificaciones diferenciales en el

inicio de la pubertad y en la primera ovulacion, las cuales dependerdn del nicleo que sea

eliminado.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

‘Estudiar la participacion del sistema serotoninérgico del hipotalamo anterior, medio y
posterior que se origina en los nicleos dorsal o medial del rafé en los mecanismos que modulan el

1inicio de la pubertad y la primera ovulacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar los efectos de la lesion de los nicleos dorsal o medial del rafé, sobre las edades de

- la apertura y primer estro vaginal y la primera ovulacion en la rata prepiber.

Analizar los efectos de la lesion del nucleo dorsal del rafé, sobre el crecimiento y

diferenciacion del foliculo ovarico.

‘ Analizar los efectos de Ia lesion de los nicleos dorsal o medial del rafé, sobre las

concentraciones de la hormona luteinizante, de la progesterona y del 17p-cstradiol en el suero.

Analizar los efectos de la lesion de los niicleos dorsal o medial del rafé, sobre la actividad

de la neurona serotoninérgica en el hipotalamo anterior, medio y posterior.

34



e g 8 AL NS08 1 O i e 2 -

Materiales y Método

MATERIALES Y METODO

Se utilizaron ratas hembras de 30 dias de edad, de la cepa CII-ZV mantenidas en
condiciones controladas de iluminacion, 14 h de luz y 10 h de obscuridad (luces encendidas de
05:00 a 19:00 h), con libre acceso a la madre hasta el destete (21 dias) y posteriormente al agua y
al alimento hasta el sacrificio. A todos los animales de los diferentes grupos experimentales se les

registr6 el dia de la apertura vaginal, momento en el cual se inicié la toma de frotis vaginales

‘diarios, que posteriormente se tifieron con hematoxilina-cosina. Todos los animales fueron

sacrificados en la mafiana del dia del primer estro vaginal.

Procedimiento de lesion

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (anestesal, Smit Kline Norden
de Meéxico, México) (40 mg/kg peso) por via intraperitoneal (i.p.) seguido de anestesia
complementaria con éter; fueron montados en un aparato estereotaxico, se seccion6 la piel, se
perforé el craneo con una fresa odontoldgica y se introdujo una aguja de 22x13 mm (conectada a
una jeringa Hamilton de 100 ul, acoplada a una bomba de microdialisis (MCA/100 Bionalytical
Systems, USA). Las coordenadas para introducir la aguja de microinyeccion hasta el sitio de
estudio, s¢ calcularon tomando como referencia ¢l atlas del cerebro del animal prepuber de
Sherwood y Timiras (1970). Las coordenadas consideradas para el niicleo dorsal del rafé fueron:
anteroposterior (AP) 0.7 mm, lateral (L) 3.3 mm con una inclinacién de 30° perpendicular a la
linea media y ventral (V) 6.4 mm y para el niicleo medial del rafé fueron: AP=0.5 mm, L=4.9 mm
con una inclinacion de 35° a la linea media y V=8.0 mm. Para realizar la lesion de los nicleos, se
inyectaron 10 ug de 5,6-DHT (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) en un volumen de 2.5
ul de acido ascorbico al 0.05 % (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) (pH=3.5) (Figura 6).
Como grupos de comparacion se utilizaron animales que recibieron 2.5 ul de solucién salina al 0.9
% (operacion simulada con salina) ¢ 2.5 ul de acido ascorbico al 0.05 % (operacion simulada con
acido ascorbico). Como grupo testigo absoluto se utilizaron ratas prepuberes sin tratamiento

sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
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Figura 6. Representacién esquemaitica del procedimiento de microinyeccién: a) aparato estereotixico, b) animal de estudio
(rata hembra), c) sistema de microinyeccién y d) bomba de microinyeccion (MCA/100).
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Procedimiento de autopsia

Los animales fueron pesados e inmediatamente sacrificados por decapitacion entre las 8.00
y 11,00 a.m. A la autopsia se disecaron y pesaron en balanza de precision los ovarios y ¢l Utero.
Las trompas uterinas se revisaron y se contd el nimero de ovocitos liberados, cuando estuvieron
presentes, con la ayuda del microscopio estereoscopico. El peso de los drganos fue expresado en
miligramos (mg). Se colectd la sangre del tronco y se dejé coagular por 30 minutos,
posteriormente se centrifugd por 15 minutos a 3500 rpm y se separ6 el suero, el cual se almacend

a -20°C hasta la cuantificacion de progesterona, 17@-estradiol y LH.

Se extrajo el cerebro, el cual se colocé en solucion salina fria (0°C) y se congelo con
nitrogeno liquido. Se efectuaron cortes coronales para la separacion del hipotalamo anterior,
medio y posterior tomando como referencia el atlas de Paxinos y Watson (1982) (apéndice A).
Las muestras se almacenaron a -70°C hasta la posterior cuantificacion de noradrenalina, dopamina,
serotonina y de sus principales metabolitos [acido 4,hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG), el
acido 3,4-dihidroxifenil acético (DOPAC) y el acido S-hidroxiindolacético (5-HIAA)] por

cromatografia de liquidos de alta precision (apéndice B).

Analisis del sitio de lesion

Para localizar de la trayectoria de la aguja en los animales con solucidn salina, con é4cido
ascorbico o del sitio de lesion inducido por la microinyeccién de la 5,6-DHT, el cerebro de los
animales se fijo en formol al 10 % durante 24 h y posteriormente se realizaron cortes coronales (de
la region frontal a la caudal) de 120 pum de grosor en el criostato, los que se tifieron con violeta de

cresilo (Luna, 1975).

Estudio de la poblacién folicular

El analisis de la poblacion folicular se realizé en los ovarios derecho e izquierdo de tres
animales de cada grupo experimental, tomados al azar. Los ovarios fueron fijados en solucion de
Bouin, deshidratados con alcohol y cloroformo ¢ incluidos en parafina, se realizaron cortes

seriados de 10 pm que se tifieron con hematoxilina-eosina. Se revisaron todos los cortes y con la

ayuda de un ocular micrométrico se midio el diametro mayor (D,) y el perpendicular a este (D) en
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los foliculos que presentaron nicleo y nucledlo bien definido (Figura 7). Con el valor de los

didametros obtenidos de cada foliculo se calculd el diametro promedio y se clasificaron por tamafio

segun los parametros propuestos por Hirshfield (1978) en las siguientes categorias:

1).- Foliculos pequeiios: didmetro <350 um
2).- Foliculos medianos: diametro 350-500 pm

3).- Foliculos preovulatorios: didmetro >500 um

Ademas de considerar el tamafio de los foliculos, también se consider el estado de los
mismos. Los foliculos fueron considerados atrésicos cuando presentaron alguna de las siguientes
caracteristicas: picnosis de las células de la granulosa, descamacion de las células de la granulosa
en el antro folicular, engrosamiento de la teca y alteracion del ovocito (Greenwald y Roy, 1994).

El didmetro promedio se calcul6 con la relacion: Didmetro promedio = (D, + D2)/ 2

Figura 13. Representacion esquemaitica de la medicion de los didametros foliculares:
didmetro mayor ( D) y diametro perpendicular { D;) (40 x).
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Cuantificacién de hormonas esteroides

La cuantificacién de progesterona y 17p-estradiol se realizo por la técnica de
radioinmunoanalisis de fase solida, con un kit Coat-A-Count. La concentracién de progesterona
fue expresada en nanogramos por mililitro (ng/ml) y la de 17B-estradiol en picogramos por

mililitro (pg/ml) (apéndice C).

Cuantificacion de la LH
La cuantificacion de la LH se realizd por la técnica de radioinmunoanalisis (Garza y col,
1996; Salve y col,, 1994, Tovar y col., 1984) empleando anticuerpos fLH-"I-RP2. La

concentracién de la hormona fue expresada en ng/m! de suero (apéndice C).

Cuantificacion de neurotransmisores y sus metabolites

La concentracion de noradrenalina, dopamina, serotonina y sus metabolitos se realizo
siguiendo la metodologia descrita por Ayala y col. (1998). Las muestras se pesaron y
homogeneizaron en &cido perclorico 0.1N, se centrifugaron a 12,000 g a -4°C por 30 minutos, el
sobrenadante se filtro a través de una malla de celulosa de 0.2 um de poro y se inyectd veinte

microlitros del extracto en el sistema de cromatografia de liquidos (apéndice B).
La concentracion del neurotransmisor y su metabolito fue expresado en nanogramos por
miligramo de tejido (ng/mg de tejido). La actividad de la neurona serotoninérgica se calcul6 con la

relacién descrita por Kerdelhué y col., (1989) y Shannon y col., (1986).

Actividad de la neurona = [ Metabolito ]

[ Neurotransmisor ]

Analisis estadistico

Los resultados del peso corporal, los ovarios y del utero, la concentracion de
noradrenalina, dopamina, serotonina, sus metabolitos y la relacion [S-HIAA)/[S-HT] fueron

analizados por la prueba analisis de varianza multiple (ANDEVA) de seguida de la prueba de

Tukey. Las edades de la apertura vaginal y del primer estro vaginal, el nimero de ovocitos y el

39



Materiales y Método

nimero de foliculos por la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de “U” de Mann-
Whithey. La tasa de animales ovulantes (TAO) fue evaluada por la prucba de Ji-Cuadrada. En

todos los casos se consideraron como significativas aquellas diferencias en las cuales la

- probabilidad fue igual o menor al 5 %. -

TAO = Numero de animales ovulantes X 100

Numero total de apimales tratados
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Resultados

1.- Caracterizacién del desarrollo peripuberal de la rata

En los dias proximos al inicio de ia pubertad se desencadena la cascada de mecanismos
neuroenddcrinos que culminan con la secrecion preovulatoria de la GnRH, las gonadotropinas y la
ovulacion, que posiblemente estan asociados a modificaciones en la actividad de los diferentes
~ sistemas de neurotransmision como el serotoninérgico. Por ello, este experimento fue disefiado
para analizar los cambios que se producen en el eje hipotalamo-hipofisis-ovario durante la etapa
peripuberal de la rata hembra y que estan vinculados con el inicio de la pubertad y la primera
ovulacién. Para lo cual se evaluaron los siguiente parametros: el peso de los ovarios y del utero,
las concentraciones en el suero de hormonas ovaricas (progesterona y 17B-estradiol) y las
cbnceqtraciones de serotonina, su metabolito y la relacion [5-HIAAY/[S-HT] (actividad de la
neurona serotoninérgica) en el hipotalamo anterior, medio y posterior asi como en los nicleos

dorsal y medial del rafé.

Para ello, ratas de 30, 32, 35 y 38 dias de edad fueron sacrificadas entre las 8:00 y las

11:00 a.m. Otro grupo de animales se sacrifico en el dia en que se presento el primer estro vaginal.

Resultados
Peso de los 6rganos

El peso corporal, de los ovarios y del tero de los animales sacrificados a diferentes edades
se incrementd con la edad (Tabla 1). El maximo peso corporal se observo en el dia del primer

estro vaginal.
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Takla 1. Media £ e.e.m. del peso corporal, de los ovarios y del utero de ratas sacrificadas a
partir del dia 30 de edad y hasta el dia del primer estro vaginal (PEV).

Grupo n Peso Corporal Ovarios Utero
(&) (mg) (mg)
30 Dias 11 763 +22 23714 55.5+£3.7
132 Dias 1 80.6+3.5 258+ 1.5 749 4 8.6
35 Dias 11 957420 26.9+2.0 87.9+ 10
38 Dias 9 93.8+2.0 274+2.1 138.3 £ 20.7
PEV 47 1207 +22 * 33.7+£1.3 1683 +4.5

* p<0.05 vs. edad anterior (Prueba “t” de Student).

La canalizacion de la vagina se presento alrededor del dia 41.1 + 0.5 de edad, momento en
el cual el 64 % de fos animales presentaron escamas en el frotis vaginal (caracteristica de estro), el
17 % células nucleadas (caracteristico de proestro) y en el 19 % restantes se observaron leucocitos
(caracteristicas de diestro). Los animales que al abrir vagina el frotis vaginal fue de proestro
presentaron el primer estro vaginal alrededor del dia 45.5 + 1.5 y los de diestro aproximadamente

en el dia 44.2 = 0.8 de edad. Todos los animales fueron sacrificados en el dia del primer estro

vaginal y el 79 % de ellos ovularon en promedio 8.9 £ 0.5 ovocitos por animal ovulante.

Concentracion de progesterona y estrogenos en el suero

La concentracion de progesterona en el suero fue similar entre el dia 30 y 32 de edad,
incrementé entre los 35 y 38 dias, mientras que en el dia del primer estro vaginal fue menor que
en las edades anteriores. La concentracion de 17f-estradiol se mantuvo baja de los 30 a 35 dias
de edad y en el dia 38 incrementd de manera significativa para disminuir en el dia del primer estro

vaginal (Figura 8).
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Figura 8. Media £ e.e.m. de la concentracion de progesterona (P,) y 17B-estradiol (E;) en el
suero de ratas testigo absoluto sacrificadas a partir del dia 30 de edad y hasta el dia del
primer estro vaginal (PEV).

En el hipotadlamo anterior y medio no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de serotonina. La concentracion del 5-HIAA fue alta a los 30 y 32 dias y disminuyo
a partir de los 35 dias de vida. En ambas regiones la actividad de la neurona serotoninérgica fue
menor a partir del dfa 35 y se mantuvo baja hasta el dia del primer estro vaginal (Figuras 9 y 10).
No se observaron cambios significativos en dichos parametros en el hipotalamo posterior (Figura

1),

En el nicleo dorsal del rafé la concentracion de serotonina no se modifico en ninguna de

las edades estudiadas, mientras que la del 5-HIAA disminuy6 en el dia 35 y la actividad de la
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neurona serotoninérgica en el dia 38 (Figura 12). En cambio, en el nucleo medial del rafé¢ la
serotonina incremento en el dia 32 y tres dias después disminuyo, para volver a aumentar en el dia
38. La concentracion de su metabolito fue menor a los 35 dias de vida y la mayor actividad de este

sistema de neurotransmision se observé a los 32 dias y en el dia del primer estro vaginal (Figura
13). '
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Hipotdlamo anterior
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Figura9. Media + e.eem. de la concentracion de serotonina (S-HT), del acido
S-hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion [S-HIAAJ/[S-HT] (actividad de la neurona
serotoninérgica) en el hipotdlamo anterior de ratas testigo absoluto sacrificadas a partir del

dia 30 de edad y hasta el dia del primer estro vaginal (PEV).
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Hipotalamo medio
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* p<0.05 vs. edad anterior (Prucba “t” de Student).

Figura 10, Media + e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT), del dcido
S5-hidroxiindolacético (S-HIAA) y de la relacion [S-HIAA)/[S-HT] (actividad de la neurona

serotoninérgica) en el hipotilamo medio de ratas testigo absoluto sacrificadas a partir del
dia 30 de edad y hasta el dia del primer estro vaginal (PEV).
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Hipotalamo posterior
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Figura 11. Media *+ e.e.m. de la concentraciéon de serotonina (5-HT), del acide
5-hidroxiindolacético (5-HIAA) y de Ia relacion [S-HIAA}/[5-HT] (actividad de la neurona
serotoninérgica) en el hipotalamo posterior de ratas testigo absoluto sacrificadas a partir del
dia 30 de edad y hasta el dia del primer estro vaginal (PEV).
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Nuicleo dorsal del rafé
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* p<0.05 vs. cdad anterior (Prueba “t” de Student),

Figura 12, Media + e.eem. de la concentracion de serotonina (5-HT), del 4acido
S-hidroxiindolacético (S-HIAA) y de la relacion [S-HIAA]/[5-HT] (actividad de la neurona
serotoninérgica) en el micleo dorsal del rafé de ratas testige absoluto sacrificadas a partir
del dia 30 de edad y hasta el dia del primer estro vaginal {PEV).
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Nucleo medial del rafé
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* p<0.05 vs. edad anterior (Prueba “t” de Student).

Figura 13. Media + e¢.em. de la concentracion de serotonina (S5-HT), del acido
S-hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relaciéon [5-HIAA}/[5-HT] (actividad de la neurona

serotoninérgica) en el nicleo medial del rafé de ratas testigo absoluto sacrificadas a partir
del dia 30 de edad y hasta el dia del primer estro vaginal.
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Los resultados obtenidos muestran que existen variaciones en la concentracion de
serotonina y la actividad del sistema serotoninérgico durante la etapa peripuberal de la rata
hembra. La disminucion en la concentracion del 5-HIAA y el aumento en la concentracion de
serotonina en el hipotalamo anterior y medio observada en los dias previos a la canalizacion
vaginal (pubertad, entre el dia 35 y 38 de edad), posiblemente indica una menor actividad de este
sistema de neurotransmicién. Por ello, estos cambios en el sistema serotoninérgico podrian estar
vinculados con la regulacién de la secrecion preovulatoria de la GnRH, de las goqadotropinas yla
maduracion final del foliculo ovarico que culmina con la ovulacion. Sin embargo, hasta el

momento no se ha establecido la participacion de la inervacion serotoninérgica del hipotalamo que

~ se origina en los nucleos dorsal y medial del rafé, en los mecanismos que regulan el inicio de la

pubertad y la primera ovulacion.

2. Estudiar los efectos de la lesion de los niicleos dorsal o medial del rafé, sobre las edades de

la apertura y primer estro vaginal y la primer ovulacion en la rata prepiiber.

Dado que se sabe que la fuente principal de la serotonina del hipotalamo se origina en los
nicleos dorsal y medial del rafé, se decidio analizar los efectos de la manipulacion quimica de
dichos nicleos en la etapa juvenil de la rata (30 dias de edad), sobre la pubertad espontanea y la

primera ovulacion.

En los grupos de animales con operacion simulada (inyeccion de solucion salina o de acido
ascorbico en el nicleo dorsal del rafé) se observo el retraso en las edades de la apertura vaginal y
del primer estro vaginal. No se observaron diferencias significativas en la tasa de animales
ovulantes y en el nimero de ovocitos liberados por animal ovulante. El peso del atero fue mayor
en los animales que se les administrd solucion salina en el nicleo dorsal del rafé y no se

observaron diferencias significativas en el peso corporal y de los ovarios (Tabla 2).
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Tabla 2. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. de las edades de Ia apertura
vaginal (EAV), del primer estro (EPE), del nimero de ovocitos liberados, del peso corporal
(PC), de los ovarios y del titero de ratas testigo absoluto (TA) o con inyeccién de solucién
salina o acido ascorbico en el niicleo dorsal del rafé y sacrificadas en el dia del primer estro
vaginal,

TA Salina Acido ascérbico
No. de animales - 47 12 18
EAV 41.1+0.5 440+06* 43.4 + 08 *
EPE 42.0+05 448+0.6 * 443407 *
TAO 37/47 9/12 16/18
No. de Ovocitos 89404 8.7+0.6 89+07
PC (g) 1207 £2.2 1222426 126.0£ 1.5
Ovarios (mg) 33.7+1.3 38.7+2.1 36.9+£02
Utero (mg) 168.3 +4.5 209.9+ 18.2 * 1862+ 6.4

* p<0.05 vs TA (Kruskal-Wallis seguido de Ia prucba de “U” de Mann-Whitney).

Debido a que en los animales con operacion simulada (inyeccion de solucién salina o acido
ascorbico en el nicleo dorsal del rafé) se observaron diferencias significativas en las edades de la
apertura y del primer estro vaginal en relacion al grupo testigo absoluto, los efectos producidos
por la microinyeccion de 5,6-DHT en el nicleo dorsal del rafé se compararon con los resultados

obtenidos de los animales con inyeccion de &cido ascérbico.

El analisis de la identificacion del sitio de inducido por la microinyeccion de la
5,6-DHT, mostr6 que en algunos animales la lesion comprendia Gnicamente la region lateral del
nicleo dorsal (lesion lateral), en otros la region central del nicleo (lesion central) y en otros la

lesion comprendia la totalidad del niucleo (lesion completa) (Figuras 14, 15 y 16). Por ello, los

animales con lesion del nicleo dorsal se dividieron en tres grupos.
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) Bregma—8.8 mm

Figura 14. Corte coronal del cerebro de la rata, en el que se representa esquematicamente la lesién lateral del niacleo dorsal del
rafé. El area sombreada representa ia lesion producida por la inyeccidén de 5,6-dihidroxitriptamina en el nicleo dorsat del rafé.
SGP (Sustancia gris periacueductal); FLM (Fasciculo longitizdinal medial); NDR (Nacleo dorsal del rafé) (Con base en el atlas

de Paxinos y Watson, 1982).
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Figura 15. Corte coronal del cerebro de 1a rata, en el que se representa esqueméticamente la lesién central del nicleo dorsal del
rafé. El Ar2a sombreada representa la lesién producida por la inyeccion de 5,6-dihidroxitriptamina en el niicieo dorsal del rafé.
SGP (Sustancia gris periacueductal); FLM (Fasciculo longitudinal medial); NDR (Niicleo dorsai del rafé) (Con base en el atlas
de Paxinos y %Vatson, 1982).
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Kesuilados

Figura 16. Corte coronal del cerebro de la rata, en el que se representa esquemaiticamente la lesion completa del nuacleo dorsal
del rafé. El area sombreada representa la lesién producida por Ia inyeccion de 5,6-dihidroxitriptamina en ei niicieo dorsal del
rafé. SGP (Sustancia gris periacueductal); FLM (Fasciculo longitudinal medial); NDR (Nicieo dorsal del rafé) (Con base en el
atlas de Paxinos y Watson, 1982).



Resultados

En comparacién al grupo con operacion simulada (inyeccion de acido ascorbico), en los
animales con lesion parcial (lateral o central) o completa del nicleo dorsal del rafé no se
observaron modificaciones en las edades de la canalizacion de la vagina y del primer estro vaginal,
y en la proporcion de animales ovulantes. En cambio, en el grupo con lesion completa, ninguno de
los animales ovulo en el dia del primer estro vaginal, y en aquellos en los que se lesiond la region

central del nucleo, el nimero de ovocitos liberados fue significativamente menor (Tabla 3).

El peso corporal de los animales en los que se lesiond la parte lateral, central o completa
del nicleo fue similar al grupo que se le administré acido ascorbico. El peso de los ovarios
disminuy6 en los animales con lesion completa en relacion al grupo con lesion lateral, mientras
que el peso del utero de los animales con lesion completa fue significativamente mayor que el de

los animales con lesion lateral o central y fue similar al grupo con operacion simulada (Tabla 3).

Tabla 3. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. de las edades de la apertura
vaginal (EAV), del primer estro (EPE), del niimero de ovocitos liberados, peso corporal
(PC), de los ovarios y del itero de ratas con inyeccion de acido ascérbico o con
lesion lateral, central o completa del nicleo dorsal del rafé inducida por la inyeccién de
(5,6-dihidroxitriptamina (10pg/2.5ul) y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

Acido Lesién Lesion Lesién

ascorbico lateral central completa
No. de animales 18 13 15 11
EAV 43 4 + 08 425+09 428+£09 441+ 1.1
EPE 443 + 0.7 442+ 1.1 431038 460+ 1.5
TAO 16/18 13/13 15/15 0/11
No. de Ovocitos 8.9+£0.7 104+£04 6.4+06*e -
PC (g) 126.0 £1.5 125.1£2.8 116.6+2.5 1275+ 5.4
Ovarios (mg) 369+1.5 420+24 351+1.7 3281281
Utero (mg) 186.2 + 6.4 171.4 £4.9 177.0£7.0 2063+ 11.6 +=

* p<0.05 vs con inyeccién de Acido ascérbico (Kruskal-Wallis seguida de la prueba de “U” de Mann-Whitney).

¢ p<0.05 vs. con Lesion lateral (Kruskal-Wallis seguida de la prucba de “U” de Mann-Whitney).
T p<0.05 vs. con Lesién lateral (ANDEVA seguida de ta prucba de Tukey).

# p<0.05 vs. con Lesion central (ANDEVA scguida de la prucba de Tukey).
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En comparacion con el testigo absoluto la inyeccion de solucion salina o de écido
ascorbico en el nicleo medial del rafé no modifico de manera significativas las edades de la
apertura vaginal, del primer estro, la proporcion de animales ovulantes, el nimero de ovocitos
liberados, el peso corporal y de los ovarios. El peso del ttero fue mayor en los animales tratados

con solucion salina que en el grupo testigo absoluto (Tabla 4).

Tabla 4. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. de las edades de la apertura
vaginal (EAYV), del primer estro (EPE), del nimero de ovocitos liberados, del peso corporal
(PC), de los ovarios y del iitero de ratas testigo absoluto (TA) o inyeccién de solucién salina
o icido ascérbico en el nicleo medial del rafé y sacrificadas en el dia del primer estro
vaginal,

TA Salina Acido ascérbico
‘ No. de animales 47 12 14
L EAV 41.1+0.5 42.6+0.5 419+06
EPE 42.0+0.5 43.8+0.6 42.9%0.6
TAO 37/47 9/12 10/14
No. de Ovocitos 80+£04 70+£05 93+£0.7
PC (g) 120.7+2.2 1178+ 1.8 123.5+2.6
Ovarios (mg) 33713 37.6+22 366423
Utero (mg) 1683 +4.5 208.5+ 11.5* 164.1+10.4 1

* p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
1 p<0.05 vs, grupo con inyeccién de Acido ascérbico (ANDEVA scguida de la prucba de Tukey).

En el analisis de la identificacion del sitio de lesion se observé que en algunos animales el
dafio del tejido se localizaba lateral al nicleo medial del rafé (lesion fuera), en otros la lesion
comprendia la region ventral (lesion parcial) y en otros comprendia la totalidad del nicleo (lesion
completa) (Figuras 17, 18 y 19). Por ello, los resultados de los animales con lesiéon del nicleo

medial del rafé se dividieron en tres grupos.
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Bregma -7.3 mm

Figura 17. Corte coronal del cerebro de la rata em el que se representa de la lesion fuera del micleo medial del rafé. El drea
sombreada representa la lesién inducida por la inyeccion de 5,6-dihidroxitriptamina en el nuclec medial del rafé SGP

(Sustancia gris periacueductal); FLM (Fasciculo fongitudinal medial); NMR (Nicleo medial del rafé) (Con base en el atlas de
Paxinos y Watsen, 1982).
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T-~Bregma -7.3 mm

Figura 18. Corte coronal del cerebro de la rata en el que se representa de la lesién parcial del niicleo medial del rafé. El drea
sombreada representa la lesién inducida por la inyeccion de 5,6-dihidroxitriptamina en el micleo medial del rafé SGP
(Sustancia gris periacueductal); FLM (Fasciculo longitudinal medialy; NMR (Nicleo medial del rafé) (Con base en el atlas de
Paxinos y Watson, 1982).
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Resultados

Bregma ~7.3 mm

Figura 19. Corte coronal del cerebro de la rata en ¢l que se representa de la lesion compieta dei nicleo medial del rafé. EI drea
sombreada representa Ia lesion inducida por lr inyeccidn de 5,6-dihidrexitriptamina en el nicleo medial del rafé. SGP
(Sustancia gris periacueductal); FLM (Fascicule longitudinal medial); NMR (Niclee medial del rafé) (Con base en el atlas de
Paxinos y Watson, 1982).
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La lesion completa o parcial del niicleo medial del rafé no provocd cambios significativos
en los parametros evaluados. Asi mismo, cuando la lesion se realizé fuera de la zona tampoco se

observaron modificaciones en los mismos (Tablas 5).

Tabla S. Tasa de animales ovulantes (TAO) y la media + e.e.m. de las edades de la apertura
vaginal (EAYV), del primer estro (EPE), el nimero de ovocitos liberados, del peso corporal
(PC), de los ovarios y del titero de ratas con inyeccion de dcido ascérbico o con lesion
fuera, parcial o completa del niicleo medial del rafé inducida por la inyeccién de
5,6-dihidroxitriptamina (10 pg/2.5 pl) en el nicleo medial del rafé y sacrificadas en el dia
del primer estro vaginal.

Acido Lesién Lesién Lesién

ascérbico fuera parcial completa
No. de animales 14 32 10 11
EAV 41.9%+0.6 449 +0.7 440+ 1.0 438+ 1.6
EPE 429+0.6 454+£07 453+ 1.1 45316
TAO 10/14 28/32 7/10 10/11
No. de Ovocitos 93107 85+04 83106 9.0+038
PC (g) 1235426 1262+ 1.6 130.1 £3.9 1223 £5.6
Ovarios (mg) 36623 367+ 1.3 37.9+238 379+ 1.9
Utero (mg) 164.1 +10.4 189.6 + 8.8 21254225 180.8 9.3

En conjunto los resultados obtenidos en este experimento permiten pensar que en el animal
prepuber, Ia inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el nicleo dorsal del rafé,
modula de manera estimulante los mecanismos neuroenddcrinos que culminan con la primera
ovulacion. En cambio, la informacion serotoninérgica que proviene del niicleo medial pareceria no
estar participando en la regulacion de este proceso. La falta de ovulacion observada en los
animales con lesion completa del micleo dorsal del rafé o la disminucion en el niimero de ovocitos
liberados en los animales con lesion de la region central de este nucleo, posiblemente estan
vinculados a:

e Modificaciones en el crecimiento del foliculo ovarico

e Incremento en el indice de atresia
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3. Analizar los efectos de la lesion del nicleo dorsal del rafé, sobre el crecimiento y

diferenciacion del foliculo ovirico.

Para analizar si la falta de informacion serotoninérgica del hipotalamo que proviene del
nicleo dorsal del rafé modifico el crecimiento y la diferenciacién del foliculo ovarico, y
como consecuencia la ovulacion, se decidi6 estudiar los efectos de la inyeccion de la

5,6-dihidroxitriptamina en el nicleo dorsal del rafé sobre la distribucion de la poblacion folicular.

En comparacién con el grupo testigo absoluto, en los ovarios de los animales que
recibieron solucién salina se incrementé el nimero total de foliculos. Cuando se analiza la
poblacién folicular en funcién de su didmetro, en estos animales se observd el incremento
significativo en e! numero de foliculos pequefios, mientras que los foliculos medianos
disminuyeron en los dos grupos con operacidn simulada (inyeccion de solucién salina o acido
ascorbico) (Tabla 6). El indice de atresia nicamente se incrementd en los foliculos pequefios
medidos en los ovarios de los animales tratados con solucion salina o acido ascorbico (<350um,
Salina: 83.7+ 1 5.6 Acido ascorbico: 56.8 & 12.5 vs. Testigo Absoluto: 15.2 + 3.4 p<0.05).

Tabla 6. Media £ e.e.m. del namero de foliculos totales y por rango presentes en los ovarios
de ratas testigo absoluto (TA) o con inyeccién de solucién salina o con dcido ascorbico en el
niicleo dorsal del rafé y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal,

Foliculos Totales Distribucion por rango (um)
<350 350-499 >500
TA 958+ 122 82.0+11.0 13.0+1.2 08+04
Salina 1547+ 149 * 147.2+£16.1 * 68+£29* 08+03
Acido ascérbico 995+ 142+ 940+ 142 % 48+ 1.7* 0.7+05

* p<0.05 vs. grupo TA (Kruskal-Wallis seguida de la prueba de “U” de Mann-Whitney).
1 p<0.05 vs. grupo con inyeccién de Salina (Kruskal-Wallis seguida de la prucba de “U” de Mann-Whitney).
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En los animales con lesion lateral o central del nicleo dorsal del rafé, el niimero total de
foliculos medidos y su distribucién por rango fue similar en relacién al grupo con operacién
simi.dada, mientras que en los animales con lesidn completa, el nimero total de foliculos, pequeiios
fue significativaraente menor y se observé una tendencia al incremento en el niimero de foliculos

preovulatorios (Tabla 7).

En todos los grupos experimentales se observé un mayor niimero de foliculos atrésicos y

en el ovario de los animales en los que se lesion6 por completo el nicleo dorsal del rafé, todos los

foliculos preovulatorios presentaron caracteristicas de atresia (Figura 20).

Tabla 7. Media + e.e.m. del namere de foliculos totales y por rango presentes en los ovarios
de ratas con inyeccién de dcido ascérbico o con lesion lateral, central o completa del nucleo
dorsal del rafé inducida por ia inyeccion de 5,6-dihidroxitriptamina (10 pg/2.5 ul) en el
nitcleo dorsal del rafé y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

Grupo Foliculos Totales Distribucion por rango
< 350 um 350-499 nm >500 pm
Acido ascorbico 99.5+142 94.0+142 48417 0.74:0.5
Lesion lateral 1125+ 11.5 1075+ 11.0 4.0+ 1.2 1.0£0.5
Lesion central 1043 £ 159 028+ 145 11.3+3.8 0.3
Lesion completa 52,8+ 14.0 *t= 50.0: 13.7 *t = 1.5+031% 1.3£05

* p<0.05 vs. grupo con inyeccion de Acido ascorbico (Kruskal-Wallis seguida de la prueba de “U” de Mann-

Whitney).
1 p<0.05 vs. grupo con Lesién lateral (Kruskal-Wallis seguida de 1a prueba de “U” de Mann-Whitney).

# p<0.05 vs. grupo con Lesion central (Kruskal-Wallis seguida de la prueba de “U” de Mann-Whitney).
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* p<0.0$ vs. grupo con inyeccion de Acido ascérbico (Kruskal-Wallis seguida de la prueba de “U” de Mann-

Whitney).
1 p<0.05 vs. grupo con Lesion lateral (Kruskal-Wallis seguida de Ia prueba de “U” de Mann-Whitney).

# p<0.05 vs. grupo con Lesidn central (Kruskal-Wallis seguida de Ia prueba de “U” de Mann-Whitney).

Figura 20. Media + e.e.m. del nimero de foliculos sano (S) y atrésicos (A) clasificados por
rango presentes en los ovarios de ratas con inyeccidn de acido ascérbico o con lesion
lateral, central o completa del nicleo dorsal del rafé inducida por la inyeccién de
5,6-dihidroxitriptamina (10 pg/2.5 pl) en el nucleo dorsal del rafé y sacrificadas en el dia del
primer estro vaginal.
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Resultados

Los resultados obtenidos en este experimento nos permiten pensar que la inervacion
serotoninérgica que se origina en el nicleo dorsal del rafé, es esencial en el mantenimiento de los
mecanismos neuroendodcrinos que regulan el crecimiento y la diferenciacién del foliculo ovérico
que culmina con la ovulacion. El hecho de que en los animales que no ovularon se observara la
disminucién en el nimero total de foliculos y se incrementara el nimero de foliculos
preovulatorios con caracteristicas de atresia, nos permite sugerir que por la falta de esta inervacion
se modifico la secrecion de las gonadotrop'inas (FSH y LH), ya que estas hormonas al actuar en el
‘ovario regulan la foliculogénesis, la esteroidogénesis y la ovulacion (Dominguez y col.,, 1991;
Gdre-Langton y Annstrohg, 1994; Greenwald y Roy, 1994; Richards, 1980). Ademas, dado que
las propias hormonas ovaricas participan en la maduracién del foliculo, por lo tanto, los cambios
‘observados en el crecimiento folicular pueden ser una consecuencia de:

e ‘Modificaciones en la secrecion de FSH y LH

¢ Modificaciones en la secrecion de las hormonas ovaricas (P4 y Ey).

4. Analizar los efectos de la lesion de los nitcleos dorsal o medial del rafé, sobre las

concentraciones de la hormona luteinizante, la progesterona y del 17B-estradiol en el suero.

Con el proposito de analizar si las modificaciones en la ovulacion y en el desarrollo
folicular en los animales con lesion completa del nicleo dorsal del rafé, y la ovulaciéon normal
observada en el grupo con lesion completa del niicleo medial, estan vinculadas a modificaciones
en la secrecion de las gonadotropinas o a la esteroidogénesis, se decidid evaluar los efectos
de la inyeccion de la 5,6-dihidroxitriptamina en el nlcleo dorsal o medial del rafé sobre las

concentraciones séricas de LH, P, y 17B-estradiol.

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto no se observaron cambios en la

concentracion de LH en el suero de los animales con inyeccion de solucién salina o acido

ascorbico en el nacleo dorsal del rafé. Las concentraciones de progesterona y estradiol

disminuyeron en los animales que se les administrd solucion salina (Tabla 8).
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" ‘Tabla 8. Media * e.e.m. de la concentracién de progesterona (Py), del 17f-estradiol (E,) y de
" la-hormona luteinizante (LH) en el suero de ratas testigo absoluto (TA) o con inyeccién de
solucién salina o acldo ascorblco en el nicleo dorsal del rafé y sacrificadas en el dia del

pnmer estro vagmal

= Grupo E

E,

oo Py LH
e » ~ (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml)
TA{'.- Y 62%1.1 23.3+3.5 1404
 fsalina 23403 * 89£12* 1502
Acndoascorblco 71209t 308£55%1 14£0.1

L * p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA scguida de la pmeba de Tukey).
g 7 1' p<0 05 vs. gmpo con inyecci6n de Salina (ANDEVA seguida de 12 prucba de Tukey)

s ,En vcom'paracién,con el grupo con operacién simulada, la concentracion de progesterona

- sérica en los animales con lesion central o completa de! niicleo dorsal del rafé fue menor. Mientras

que, en ninguno de lo‘s' grupos experimentales se modifico la concentracion del 17B-estradiol
- (Figura 21) y de LH (Lesi6n lateral: 1.6 + 0.1; Lesion central: 1.1 + 0.1; Lesion completa: 2.4+0.6
" vs. Acido ascorbico: 1.4 £ 0.1, NS).
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* p<0.03 vs. grupo con inyeccion de Acido ascorbico (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Figura 21. Media £+ e.e.m. de la concentracion de progesterona y del 17p-estradiol en el
suero de ratas con inyeccion de dcido ascorbico o con lesién lateral, central o completa del
niicleo dorsal del rafé inducida por la inyeccion de 5,6-dihidroxitriptamina (10 pg/2.5 pl) en
el niicieo dorsal del rafé y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

En relacion a los animales testigo absoluto las concentraciones de progesterona (Salina:
5.7+ 0.9; Acido ascorbico: 3.7 + 0.4 vs. Testigo Absoluto: 6.1 £ 1.1, NS) y de LH (Salina: 1.2
0.2; Acido ascorbico: 1.4 + 0.1 vs. Testigo Absoluto: 1.4 + 0.4, NS) no se modificaron en los
animales con microinyeccion de solucion salina o acido ascérbico en el nicleo medial del rafé,
mientras que la concentracion del 17f-estradiol disminuy6 en los animales con salina (10.4 £ 2.2

vs. 23.3 £3.5, p<0.05) y con acido ascorbico (10.8 £ 1.2 vs. 23.3 £ 3.5, p<0.05).
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En los animales con lesion completa del niicleo medial del rafé la concentracion de
progesterona en suero fue significativamente mayor que en los animales con operacién simulada.
La concentracién de estradiol en los animales con lesién fuera fue mayor que en el grupo con
operacion simulada (Figura 22). La concentracion de la LH no se modifico por la microinyeccion
del neurotéxico (Lesion fuera: 1.7 + 0,1; Lesion parcial: 1.5 + 0.2; Lesion completa: 1.5+ 0.5 vs.

Acido ascorbico: 1.4+ 0.1, NS).

15 1 Progesterona

30 4 173-Estradiol

20

(pg/ml)

10 +

Acido ascérbico L.Fuera L.Parcial L..Completa

* p<0.05 vs. grupo con inyeccién. de Acido ascorvice (ANDEVA scguida de la prucba de Tukey).
T p<0.05 vs. grupo con Lesion fuera (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Figura 22. Media + e.e.m. de la concentracion de progesterona y del 17f-estradiol, en el
suero de ratas con inyeccion de dcido ascérbico o con lesion fuera, parcial o completa del
nucleo medial del rafé inducida por la inyeccién de 5,6-dihidroxitriptamina (10 pg/2.5 ul)
en el nicleo medial del rafé y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
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Resultados

Los resultados obtenidos en este experimento muestran que la eliminacion de la
inervacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en los nacleos dorsal y medial del rafé,
no provoco cambios en la concentracién sérica de LH y 17p-estradiol. Este hecho nos permite
pensar. que no se modifico la secrecion tonica de las gonadotropinas. Sin embargo, no se puede
descartar que posiblemente se alteré la secrecion preovulatoria de las gonadotropinas y por ello se
increment6 la incidencia de atresia y se bloque6 la ovulacién. Ademas, es posible que estos
cambivos estén vinculados a modificaciones en la concentracion de serotonina y en la actividad del
sistema serotoninérgico evaluada por la relacion [S-HIAA)/[S-HT] en el hipotalamo (anterior,
medio y posterior) inducidas por la administracion de 5,6-dihidroxitriptamina en los nucleos dorsal

0 medial del rafé.

5. Analizar los efectos de la lesion de los nicleos dorsal o medial del rafé, sobre la actividad de

la neurona serotoninérgica en el hipotilamo anterior, medio y posterior.

Para analizar si la administracion de la 5,6-dihidroxitriptamina modifica las concentraciones
de la serotonina, del 5-HIAA y la relacion [5-HIAA)/[5-HT] en el hipotalamo anterior, medio y
posterior y si dichos cambios estan vinculados al inicio de la pubertad y primera ovulacién cn los
animales con lesion de los nacleos dorsal y medial del rafé. Por ello, se decidio evaluar los efectos
de la lesion quimica inducida por la inyeccion de la 5,6-DHT en estos nucleos sobre las

concentraciones de serotonina, de su metabolito y la relacion [S-HIAA)/[S-HT] en el hipotalamo

En el hipotalamo anterior, medio y posterior de los animales con operacion simulada
(inyeccion de salina o acido ascorbico) en el nicleo dorsal del rafé, no sc presentaron cambios
significativos en la concentracion de noradrenalina, MHPG, dopamina y en la relacion
[MHPGJ/[NA] (actividad de la neurona) en comparacion a los animales testigo absoluto. Sin
embargo, en el hipotalamo anterior de los animales con operacion simulada la concentracion del
DOPAC y la relacion | DOPAC J/[ DA] disminuyé de menera significativa [DOPAC (Salina: 0.07
+ 0.01; Acido ascorbico: 0.07 £ 0.01 vs. Testigo Absoluto: 1 £ 0.05, p<0.05); [DOPAC }/[ DA]
(Salina: 0.3 £ 0.07; Acido ascérbico: 0.3 + 0.04 vs. Testigo Absoluto: 1.0 + 0.0S, p<0.05)]
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Las concentraciones de serotonina y la relacion [S-HIAA}/[5-HT] (actividad de la neurona
serotoninérgica) no se modificaron en las tres regiones del hipotadlamo de los animales con
operacion simulada, con excepcion del grupo inyectado con salina en los cuales la actividad de la
neurona serotoninérgica se increment6 en el hipotalamo medio. La concentracion del metabolito
de la serotonina en el hipotalamo medio se incrementd significativamente en el grupo con
inyeccion de salina y en el hipotalamo anterior y posterior se observo un comportamiento similar

sin que las diferencias llegaran a ser estadisticamente significativas (Tabla 9).

Tabla 9. Media + e.e.m. de la concentracién (ng/mg de tejido) de serotonina (S-HT), del
dcido S-hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion [S-HIAA)/[S-HT] (actividad de la
neurona serotoninérgica) en el hipotilamo anterior, medio y posterior de ratas testigo
absoluto (TA) o con inyeccién de solucion salina o Acido ascérbico en el nicleo dorsal del
rafé) y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

Grupo 5-HT 5-HIAA [5-HIAAY/([S-HT]
Hipotdlamo Anterior
TA 1.4£0.20 0.7 % 0.20 0.5%0.10
Salina 1.5+ 0.08 1.1+0.08 0.7 +0.03
Acido ascérbico 1.4+ 0.08 0.7+ 0.01 0.5+ 0.08
Hipotdlamo Medio

TA 1.3£03 04+0.10 0.4 +0.06
Salina 1.2 4+0.08 1.0+0.08 * 0.8+0.01*
Acido ascorbico 1.5+0.16 0.4+0.08 t 0.3+0051

Hipotdlamo Posterior

TA 2.7+0.6 0.7+0.20 03+0.10
Salina 1.6+0.1 10+0.11 06+0.10
Acido ascérbico 1.8+0.2 0.6+0.10 0.4 +£0.06

* p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de la prueba Tukey).
t p<0.05 vs. grupo con inyeccion de Salina (ANDEVA scguida de la prueba Tukey).

En comparacion con el grupo con operacion simulada, la concentracion de noradrenalina

en las tres regiones del hipotalamo no se modifico en los animales que fueron inyectados con el
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farmaco en el nicleo dorsal del rafé. Sin embargo, en el hipotalamo posterior de los animales con
lesion completa la concentracion del MHPG se incrementé (2.3+0.6 vs. 0.5£0.1, p<0.05) y la

relacion [ MHPG)/[ NA] fue mayor en los animales con lesion central y completa del nicleo dorsal

k (Lesién central: 1.5+0.5; Lesion completa: 1.8£0.5 vs. Acido ascorbico: 0.4.20.1, p<0.05). La

concentracion de DOPAC incrementé en el hipotalamo medio de los animales con lesion central

* del nitcleo (0.240.04 vs. 0.1+0.01, p<0.05).

En el hipotalamo anterior de los animales con lesion central o completa del nucleo dorsal
del rafé la concentracion de serotonina disminuyé sin llegar a ser estadisticamente significativa y la
del 5-HIAA no se modifico, mientras que se observo la tendencia al incremento en la relacion [5-

HIAAY/[S-HT] (Figura 23).

En el grupo de animales con lesion parcial (lateral o central) o completa se observo la
tendencia a la disminucién en la concentracion de serotonina en el hipotalamo medio, en tanto que
la concentracion del 5-HIAA en esta estructura se increment6 en los animales con lesion lateral o
en aquellos en los que se elimind por completo el nicleo y la relacion [S-HIAAY/[S-HT] sc

incremento en todos los grupos experimentales (Figura 24).

En el hipotalamo posterior de los animales con lesion completa la concentracion del
metabolito de serotonina fue mayor que en el grupo con operacion simulada, mientras que no se
modificaron la concentracion del neurotransmisor y se observo la tendencia al incremento en la
relacion [5-HIAA)/[S-HT]. En los grupos con lesion parcial no se observaron cambios en dichos
parametros (Figura 25). En el nicleo medial de los animales con lesion completa del nucleo dorsal
del rafé no modifico la concentracion de serotonina y se observo el aumento de su metabolito y de
la relacion [S-HIAA)/[5-HT] (Figura 26). En los grupos cor lesion parcial del nucleo se

incremento la concentracion del 5-HIAA y se observo la tendencia al aumento en la actividad de [a

neurona serotoninérgica (Figura 27).
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Figura 23. Media £ e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT), del acido
S-hidroxiindolacético (S-HIAA) y de la relacion [S-HIAA]/[5-HT] (actividad de la neurona
serotoninérgica) en el hipotilamo anterior de ratas con inyeccion de acido ascorbico o con
lesion lateral, central o completa del niicleo dorsal del rafé inducida por la inyeccifn
de 5,6-dihidroxitriptamina (10 pug/2.5 ul) en el micleo dorsal del rafé y sacrificadas en el dia
del primer estro vaginal.
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Hipotalamo medio

S-HT (ng/mg de tejido)

-

S-HIAA (ng/mg de tejido)

(S-HIAAY/[S-HT]

Acido ascérbico L.Lateral L.Central L..Completa

* p<0.05 vs. grupo con inycccion de Acido ascorbico (ANDEVA scguida de la prueba Tukey).

Figura 24, Media * e.e.m. de la concentracion de serotonina (S-HT), del acido
S-hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacién [S-HIAA}/[5-HT] (actividad de la neurona
serotoninérgica) en el hipotdlamo medio de ratas con inyeccion de dcido ascorbico o lesion
lateral, central o completa del nucleo dorsal del rafé inducida por la inyeccion de
5,6-dihidroxitriptamina (10 pg/2.5 pl) en el nicleo dorsal del rafé y sacrificadas en el dia del

priimer estro vaginal.
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Hipotilamo posterior

24

S-HT (ng/mg de tejido)

o

5-HIAA (ng/mg de tejido)

[S-HIAA)/[S-HT)

Acido ascérbico L.Lateral L.Central L.Completa

* p<0.05 vs. grupo con inyeccion de Acido ascorbico (ANDEVA seguida de la prucba de Tukey).
T p<0.05 vs. grupo con Lesion latcral (ANDEVA scguida de la prucba de Tukev).
# p<0.05 vs. grupo con Lesién central (ANDEVA scguida de Ia prueba de Tukey).

Figura 25. Media + e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT), del dcido
S-hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion [S-HIAA)/[5-HT] (actividad de Ia neurona

serotoninérgica) en el hipotilamo posterior de ratas con inyecciéon de Acido ascérbico o con
lesién lateral, central o completa del nicleo dorsal del rafé inducida por la inyeccion de
5,6-dihidroxitriptamina (10 pg/2.5 ul) en el nicleo dorsal del rafé y sacrificadas en el dia del

primer estro vaginal.
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Nicleo medial del rafé

5-HT (ng/mg de tejido)

S-HIAA (ng/mg de tejido)

(5-HIAA){S-HT]

Acido ascérbico . L.Central L.Completa

* p<0.05 vs. grupo con inyeccién de Acido ascérbico (ANDEVA scguida de la prueba de Tukey).

Figura 26. Media + e.em. de la concentracion de serotonina (5-HT), del acido
S-hidroxiindolacético (S5-HIAA) y de relacion [S-HIAAY/[S-HT] (actividad de la neurona
serotoninérgica) en el niicleo medial del rafé de ratas con inyeccién de dcido ascorbico o con
lesién lateral, central o completa del nicleo dorsal del rafé inducida por la inyeccion de
5,6-dihidroxitriptamina (10 pg/2.5 pl) en el nicleo dorsal del rafé y sacrificadas en el dia del

primer estro vaginal.
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La concentracion de noradrenalina y dopamina en las tres regiones del hipotalamo de los
animales con operacién simulada (inyeccion de solucion salina o 4cido ascorbico en el nicleo
medial del rafé) fue similar al grupo testigo absoluto, mientras que la concentracién de DOPAC
disminuyo en el hipotalamo anterior de los animales con operacion simulada (Salina: 0.07 + 0.004;

Acido ascorbico; 0.09 # 0.004 vs. Testigo Absoluto 0.3 % 0.03, p<0.05); en el hipotalamo medio

- aumento la concentracion del metabolito en el grupo que recibi6 solucion salina (Salina: 0.2 + 0.02

vs. 0.06 + 0.02, p<0.05). ,

En los animales con microinyeccién de solucion salina o acido ascorbico en el nicleo
medial del rafé no se modificd la concentracion de serotonina, de su metabolito y la relacion
[S-HIAAY/[5-HT] en el hipotalamo anterior y posterior. En cambio, la relacién [S-HIAA}/[S-HT)

en el hipotalamo medio fue mayor en ambos grupos de animales (Tabla 10).

En comparacién con el grupo con operacién simulada la inyeccién de 5,6-DHT en el
nicleo media del rafé no modificé las concentraciones de noradrenalina, dopamina, sus respectivos

metabolitos y las relaciones [MHPGJ}/[NA] y [DOPAC}/[DA] en el hipotadlamo anterior, medio y

posterior.

La concentracién de serotonina aument6 significativamente en el hipotalamo anterior de
los animales con lesién parcial del nicleo medial del rafé (Figura 27), y no se presentaron cambios
significativos en las otras regiones del hipotalamo (Figuras 28, 29). En los animales con lesion
parcial o completa del ntcleo, disminuy6 la concentracion de 5S-HIAA en el hipotalamo anterior.
En los animales con lesion completa del nicleo, la concentracion de S-HIAA disminuyé en el
hipotadlamo medio pero la diferencia no es estadisticamente significativa (Figura 28). La relacion
[5-HIAAY/[5-HT] no se modificé en ninguno de los grupos experimentales. En el niicleo dorsal del
rafé, la concentracion de serotonina aumenté en los animales con inyeccion de la 5,6-DHT en el

nicleo medial, sin llegar a ser estadisticamente diferente, mientras que la concentracion del

S-HIAA y la relacion [S-HIAA)/[S-HT] presentaron un comportamiento inverso (Figura 30).
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Tabla 10. Media + e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT), del dcido
S-hidroxiindolacético (S-HIAA)y de la relacion [S-HIAAY/[S-HT] (actividad de Ia neurona
- serotoninérgica) en el hipotilamo anterior, medio y posterior de ratas testigo absoluto (TA)
‘0 con_inyeccion de solucion salina o dcido ascorbico en el niicleo medinl del rafé y
sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

Grupo - 5-HT 5-HIAA [5-HIAAY/[S-HT]
Hipotélamd Anterior
TA 14+02 0.7+0.2 05010
, Salina 1.5£0.1 0.7£0.5 0.5 4 0,06
VAcido ascorbico 1.7+03 1.0£0.2 0.6 + 0.07
‘ Hipotalamo Medio
TA 1.3£03 0.4+0.10 0.4 + 0.06
Salina 13£0.1 0.8+0.06* 064007 |
Acido ascorbico 1.5£0.1 09+008* 064010
Hipotalamo Posterior
TA 27406 0.7%0.20 034010
Salina 2.4+0. 0.9 +0.07 03003
Acido ascorbico 39204 102010 varoor ]

* p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de 12 prueha de Tukey).



Resultados

“Tabla 10. Media + e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT), del acido

- S-hidroxiindolacético (S-HIAA)y de la relacién [S-HIAA)/[S-HT] (actividad de la neurona
~serotoninérgica) en el hipotilamo anterior, medio y posterior de ratas testigo absoluto (TA)

o cdli? inyeccion de solucion salina o acido ascérbico en el nicleo medial del rafé y
‘sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

~|Grupo ' S-HT 5-HIAA [5-HIAAJ/[5-HT]

Hipotalamo Anterior

TA 1.4£02 0.7+0.2 0.5+0.10

Salina 1.5+0.1 0.7+0.5 0.5+ 0.06

Acido ascérbico 1.7+03 1.0+0.2 0.6 £ 0.07

- Hipotalamo Medio

TA 1.3+£03 0.4+0.10 0.4 +0.06

Salina 1.3£0.1 0.8 +0.06 * 0.6 £ 0.07

Acido ascorbico 1.5£0.1 0.9+0.08 * 0.6+0.10
Hipotilamo Posterior

TA 2.740.6 0.7 +0.20 0.3+0.10

Salina 2.4£0.1 0.9 +0.07 0.3 £ 0.03

Acido ascorbico 2.9+0.4 1.0+£0.10 0.4 +0.02

* p<0.05 vs. grupo TA (ANDEVA seguida de 1a prucba de Tukey).
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Hipotilamo anterior

5-HT (ng/mg de tejido)

5-HIAA (ng/mg de tejido)

[S-HIAAY/[S-HT]

Acido ascorbico L.Fuera L.Parcial L.Completa

* p<0.05 vs. grupo con inyeccién de Acido ascorbico (ANDEVA seguido por la prueba de Tukey).

Figura 27. Media + e.eem. de la concentracion de serotonina (S-HT), del acido
S-hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion [5-HIAA]/[S-HT] (actividad de la neurona
serotoninérgica) en el hipotilamo anterior de ratas con inyeccién de dcido ascérbico o con
lesion fuera, parcial o completa del niicleo medial del rafé inducida por Ia inyeccién de §,6-
dihidroxitriptamina (10 pg/2.5 pl) en ¢! niicleo medial def rafé y sacrificadas en el dia del
primer estro vaginal.
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Hipotilamo medio

SHT (ngmgdetejido)

| SHAA(ngmgdetejide)

. . 2

Acido ascérbico L.Fueral L.Parcial L.Completa

Figura 28. Media £+ e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT), del dcido
S-hidroxiindolacético (5-HIAA) y de relacion [S-HIAA)/[S-HT] (actividad de la neurona
serotoninérgica) en el hipotidlamo medio de ratas con inyeccion de dcido ascorbico o con
lesion fuera, parcial o completa del micleo medial del rafé inducida por la inyeccion de
5,6-dihidroxitriptamina (10 pug/2.5 pl) en el micleo medial del rafé y sacrificadas en el dia
del primer estro vaginal.

78



Resultados

Hipotilamo posterior

5-HT (ng/mg de tejido)

5-HIAA (ng/mg de tejido)

(S-HIAAY[S-HT]

Acido ascérbico L.Fueral L.Parcial L.Completa

Figura 29. Media £ e.e.m. de la concentracion de serotonina (5-HT), del acido
S-hidrexiindolacético (S-HIAA) y de la relacion [S-HIAA}/[S-HT] (actividad de la neurona
serotoninérgica) en el hipotilamo posterior de ratas con inyeccion de dcido ascorbico o con
lesion fuera, parcial o completa del nitcleo medial del rafé inducida por la inyeccion de
5,6-dihidroxitriptamina (10 ug/2.5 pl} en el niacleo medial del rafé y sacrificadas en el dia
del primer estro vaginal.
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Nucleo dorsal del rafé

12 4

5-HT (ng/mg de tejido)
- -]

5-HIAA (ng/mg de tejido)

0.4 4

[S-HIAAY[S-HT]

0.2

Acido ascérbico L.Fueral L.Parcial L.Completa

Figura 30. Media £+ e.eem. de la concentracion de serotonina (5-HT), del dcido
S-hidroxiindolacético (S-HIAA) y de la relacion [S-HIAAY/[S-HT] (actividad de la neurona
serotoninérgica) en el niicleo dorsal del rafé de ratas con inyeccion de dcido ascérbico o con
lesion fuera, parcial o completa del nicleo medial del rafé inducida por la inyeccion de
5,6-dihidroxitriptamina (10 ug/2.5 pl) en el nicleo medial del rafé y sacrificadas en el dia
del primer estro vaginal.
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Los resultados obtenidos en este experimento muestra que la administracion de la

5,6-dihidroxitriptamina en los nicleos dorsal o medial del rafé, modifica la concentracion de

‘serotonina y la relacion [S-HIAA)/[5-HT] en el hipotalamo anterior y medio. Es posible que estos

cambios estén vinculados con las modificaciones observadas en la primera ovulacion. Estos

| resultados nos permiten pensar que la inervacién serotoninérgica del hipotalamo que se origina en

el nicleo dorsal del rafé, modula de manera estimulante la secrecion de las gonadotropinas, por

ello ‘:la'eliminécién de esta informacion disminuye el nimero total de foliculos y bloquea la

- ovulacién. En cambio, la inervacion que se origina en el nucleo medial del rafé, no parece estar

involucrada en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas y la primera ovulacion.
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DISCUSION

- Los resultados obtenidos en este estudio permiten sugerir que en el animal prepiber la

inervacion serotoninérgica del hipotalamo anterior y medio que se origina en el niicleo dorsal del

rafé, participa de manera estimulante en los mecanismos neuroenddcrinos que regulan el inicio de

1a pubertad y la primera ovulacién, mientras que el nicleo medial del rafé no en dichos

mecanismos. El hecho de que disminuyera o se¢ bloqueara la ovulacion en los animales con

lesion central o completa del nicleo dorsal del rafé y se observara un menor nimero de

foliculos, el incremento de la atresia en los foliculos preovulatorios y el aumento en la relacion

[5-HIAAJ/[S-HT] (actividad de la neurona serotoninérgica) en el hipotalamo anterior y medio, asi

como la ovulacion normal en los animales con lesion completa del nicleo medial, apoyan la idea
anterior. Una propuesta semejanie ya ha sido planteada previamente para el animal prepuber
(Meyer, 1978) y para el Adulto (Barofskyl/ 1975, Morello y Taleisnik, 1985; Morello y col., 1989).

Los cambios observados en los diferentes parmetros evaluados durante la etapa
prepuberal de la rata, podrian estar relacionados con el inicio de la funcién reproductiva del
animal. El aumento en el peso corporal con la edad del animal puede ser el reflejo de una mayor
secrecion de la GH. Ojeda y col., (1990) mostraron que durante los primeros dias del desarrollo de
la rata, la concentracion de GH es baja, se incrementa al final de la etapa juvenil (22-32 dias de
edad) y continlia aumentando en los dias cercanos al inicio de la pubertad (35, 38), lo que explica
el mayor desarrollo del animal observado a los 38 dias de edad. Ademas, se ha descrito que dicha
hormona induce el desarrollo de la masa muscular y del esqueleto, por ello cuando existe una
deficiencia en la sintesis de la GH en ratas preptberes, éstas crecen lentamente y se retrasa la

maduracion sexual (Ramaley, 1979).

El mayor peso del utero observado en los dias cercanos a la pubertad se acompaiia del

incremento en la concentracién de estradiol en suero. Dicha hormona al actuar en el Gtero regula
su crecimiento, debido a que estimula la division de las células epiteliales, el desarrollo del
endometrio y miometrio, la sintesis de proteinas y la permeabilidad del utero, asi como la

acumulacion de agua en la cavidad del utero (Montes y Luque, 1988; Steinetz, 1978). En conjunto
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estos resultados y los de otros autores permiten plantear que el incremento en el peso del atero es

el reflejo de la accion de los esteroides gonadales. La alta concentracion de estradiol observada en

"+ los dias previos a la canalizacion de la vagina posiblemente esté vinculado con el desarrollo del

o

- foliculo ovarico, ya que se ha mostrado que durante esta etapa en el ovario de la rata, un mayor

nimero de foliculos alcanzan el estado preovulatorio (Castro, 1999), y que en este tipo de
foliculos las células de la granulosg por accion de las gonadotropinas, han adquirido la capacidad
de arpmatizar a los andrégenos (Dominguez y col., 1991; Greenwald y Roy, 1994). Por ello, es
posiblg pensar que el incremento en la concentracion de estradiol conforme avanza el desarrollo

del animal es ¢l reflejo de la sintesis de los estrogenos por los foliculos.

‘La tendencia al incremento en la concentracion de serotonina observada en el hipotalamo
anterior y medio, concuerdan con lo reportado por Watts y Stanley (1984), quienes sefialan que
estos cambios son el reflejo de un mayor niimero de neuronas serotoninérgicas funcionales. Por
ello, las modificaciones en la concentracion de la amina no estan vinculadas a la inmadurez de este
sistema de neurotransmision, dado que s¢ ha mostrado que alrededor de la tercera semana de vida
se ha completado la inervacion serotoninérgica de las diferentes estructuras del sistema nervioso
central y en particular de los nicleos del hipotalamo (Watts y Stanley, 1984; Becin-Villalobos y
Libertun, 1986) y la capacidad de la neurona de almacenar al neurotransmisor se ha incrementado
(Karki y col., 1962), lo cual se traduce en la disminucion en la concentracion del metabolito de la
serotonina (5-HIAA) y en la relacion [S-HIAA)/[5-HT]. Dichos eventos podrian estar

relacionados con la disminucion en la actividad de la enzima que metaboliza a la serotonina.

Los cambios en la concentracion de serotonina y su metabolito, asi como en la relacion
[S-HIAAJ/[5-HT] es un indicador de la actividad del sistema serotoninérgico. La idea de que esta
proporcion es una estimacion de la actividad neuronal, ha sido propuesta previamente por
Kerdelhué (1984) y Shannon y col. (1990) en el animal adulto y por Bourgoin y col. (1977) y
Watts y Stanley (1987) en el prepiber, debido a que es un balance entre la tasa de sintesis, de
utilizacion y de degradacion de la serotonina. Ademés, se sugiere que la actividad de la MAO
(enzima principal que degrada a la amina) estda vinculada con las modificaciones en las

concentraciones del 5-HIAA y de la 5S-HT.
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~Los cambios en la relacion del metabolito de la serotonina/serotonina en el hipotalamo

'antérior.y medio observados en los dias previos a la canalizacion vaginal (35-38 dias),

posiblemente estan vinculados con la regulacion de la secrecion del “pico” preovulatorio de las

. gonadotropinas que precede a la primera ovulacion. Esta idea ha sido planteada previamente por

~ Advisy col., (1978) en el animal prepuber y en el adulto por Keldelhué y col., (1989).

El retraso en las edades de la apertura y del primer estro vaginal observada en los animales
con operacion simulada del nicleo dorsal del rafé, pueden ser el resultado de la modificacion
temporal en la secrecion de los estrogenos que precede al pico preovulatorio de las
gonadotropinas. Este evento puede estar vinculado a modificaciones en la secrecion de las
gonadotropinas provocado por la anestesia con pentobarbital o con éter. Esta idea es apoyada por
las evidencias experimentales que sefialan que en la rata adulta en el dia del proestro, la aplicacion
de éter como anestésico disminuye la secrecion de la FSH y LH a las 24 horas y la ovulacién no se
modifica (Flores y col,, 1990; Barofsky, 1979). Por ello, es posible que la disminucion en la
secrecion de las gonadotropinas en los dias que sucedieron a la aplicacién de la anestesia, provoco
modificaciones en la esteroidogénesis que se tradujo en el retraso del inicio de la pubertad
observado en los animales con operacion simulada. La idea de que el pentobarbital influye
directamente en la esteroidogénesis ha sido planteada previamente por Meyer y col. (1983),
quienes mostraron que en el animal prepiber la administracion del farmaco incrementa la secrecion
de pregnenolona e inhibe la sintesis de progesterona (producto intermediario en la ruta de sintesis

de los estrogenos).

Otra posible explicacion al retraso en la canalizacion de la vaginal y del primer estro, es el
estrés inducido por la anestesia o la manipulacion quirurgica, lo que resultd en el incremento de la
secrecion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) por la hipdfisis y de los corticoides por la
suprarrenal. Estudios previos de otros autores muestran que el incremento en la secrecion de estas
hormonas se traduce en el retraso en el inicio de la pubertad, debido a que pueden actuar de forma
inhibitoria en los mecanismos que regulan este proceso (Ramaley, 1979). Ademas, se ha mostrado
que en la rata hembra prepuber el implante de cortisol en el hipotalamo medio induce la perdida de

la ciclicidad, disminuye el peso de los ovarios y del utero, eventos que se acompaifian del bloqueo
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de la ovulaci6n en el dia del primer estro vaginal. Estos resultados les permitio sugerir que los
corticoides regulan de manera inhibitoria la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas (Smith

y col.,, 1971).

Sin embargo, no se puede descartar que el incremento en la edad de la canalizacién vaginal
y del primer estio, sea el reflejo del efecto provocado por la modificaciéon de una via neural
localizada en la sustancia gris periacueductal, dado que existen evidencias de que la informacion
neural que se origina en esta region es fundamental para que se produzca la owvulacion
(Dominguez-Gonzalez y Chavez, 1994). Es posible que al introducir la aguja de inyeccion se
seccionaran vias neurales en la sustancia gris periacueductal (SGP) involucradas en la regulacion
del inicio de la pubertad. La existencia de esta via neural no ha sido descrita hasta el momento. A
diferencia de lo observado en los animales con operacion simulada del nacleo dorsal, en el grupo
de operacion simulada del medial no se modificaron las edades de la canalizacidn de la vagina y del

primer estro vaginal. Este evento posiblemente esta vinculado a que en el Gltimo grupo

cxperimental al introducir la aguja de inyeccién no se dafio la SGP.

El hecho de que en los animales con inyeccién de 5,6-DHT en los nucleos dorsal o medial
del rafé no presentaran retraso en las edades de la apertura y primer estro vaginal, y que la
concentracion sérica de estradiol no se haya modificado, apoyarian la idea de que la secrecion de
estrogenos fue suficiente para inducir la canalizacién de la vaginal. En apoyo a esta idea se ha
descrito que en la rata prepuber los estrogenos propician la ruptura del epitelio que cubre a la
vagina, estimulan el crecimiento de las células epiteliales de este organo, la perdida de su nicleo y
que adquieran la apariencia cornificada y por otra parte se ha observado que cuando se
administran anticuerpos antiestrogenos se inhibe la cornificacion de las células epiteliales (Steinetz,

1978).

Experimentos realizados en la rata, muestran que el sistema serotoninérgico estimula la
secrecion de las hormona de crecimiento, al actuar en el hipotalamo e inducir la secrecion de la
somatostatina, que estimula la sintesis y la liberacion de la GH en la hipéfisis (Kacsoh y col,, 1993;

Lindstrom y Ohlsson 1987). Sin embargo, en nuestro estudio la lesion del nucleo dorsal o medial
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del .rvafé no modifico el peso corporal de los animales en el dia del primer estro vaginal. Estos
- resultados indican que posiblemente la informacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina
- en los nicleos del rafé no es fundamental en el control de la secrecion de la GH y como
' co_nsecuencia en el incremento en peso corporal de los animales. Resultados semejantes, muestran

_que la lesién térmica de este nicleo no modifica el incremento en la masa corporal (Ayala y col,,

1994). En éambio, cuando se administra la p-cloroanfetamina (inhibidor de la sintesis de
serotonina (pCA)) por via sistémica, el peso de los animales si disminuye (Ayala y col,, 1993). Es
posible que en este ultimo estudio: la administracién del farmaco haya afectado la secrecion de la
GH, idea es apoyada el hecho de que muestran que cuando a la rata macho se le administra por via
sistémica la. pCA, la concentracion de serotonina en el hipotalamo disminuye hasta un 40 %
(Sanders-Bush y col., 1972, Sanders-Bush y Massari, 1977), lo que indica que el farmaco
atraviesa la barrera hematoencefalica y modifica la secrecion de la GH, evento que probablemente

no ocurre al dejar integro a uno de los ntcleos del rafé.

La tendencia al incremento en el ndmero de ovocitos liberados observada en log animales
con lesion lateral del niicleo dorsal del rafé, concuerda con los resultados obtenidos por Ayala y
col. (1994). Es posible que esta respuesta sea el resultado de la alteracion de una via neural entre
el SNCy el ovario. Esta idea es apoyada por los resultados que muestran que cuando se realiza la
lesion térmica de la region izquierda o derecha del nicleo dorsal del rafé, el nimero de ovocitos
liberados por el ovario ipsilateral a la lesion se incrementa y en el contralateral no se modifica
(Ayala y col., 1994). En conjunto estas evidencias permiten pensar que a falta de ésta via neural
posiblemente de tipo “inhibitoria”, un mayor namero de foliculos alcanzan la etapa de
preovulatorios y liberan su ovocitos en el dia del estro vaginal. La idea de la comunicacion neural
entre SNC y la gonada ha sido plantea previamente por otros autores (Chavez y col., 1987; Cruz y
col., 1986; Dominguez y col., 1991; Morales y col,, 1998). Ademas, no se puede descartar que la
parte del nicleo que no se daiid, fue suficiente para que la actividad del sistema serotoninérgico no
se modificara y se desarrollaran los mecanismos neuroenddcrinos que culminan con la primera
ovulacion. El hecho de que en el hipotalamo anterior no se obseivaran cambios enla relacion

[S-HIAA)/[5-HT] y el crecimiento y maduracion folicular apoyan ésta interpretacion (Figura 31).
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A diferencia de lo observado en el grupo de animales con lesion lateral del niicleo dorsal

del rafé, en los que se lesiona la region central disminuye el niimero de ovocitos liberados en el dia

del primer estro vaginal y en los animales en los que se lesiona completamente el nucleo se

‘bloquea la ovulacion, Este ultimo resultado concuerda con lo reportado previamente por Meyer

(1978) cuando administra la 5,7-dihidroxitriptamina en el nacleo dorsal y por lo reportado por

Ayala ycol., (1994), quienes muestran que la lesién de esta region bloque la ovulacién.

El bloqueo de la ovulacion o la disminucién en el nimero de ovocitos liberados observada
en los animales con microinyeccién de la 5,6-DHT en el nicleo dorsal del rafé, puede ser el
resultado de modificaciones en la secrecion de fas gonadotropinas. Una explicacion a la diferencia
enla respuesta de los animales ante la lesion del nicleo dorsal es que en los que ovularon no se
elimin6 completamente la fuente de serotonina que proviene del nucleo dorsal, debido a que
tnicamente se lesiond la parte central del mismo, por lo que los cambios en la secrecion de la FSH

y LH no fueron suficientes para bloquear la ovulacion en el dia del primer estro vaginal.

La disminucion en el nimero de ovocitos liberados observada en los animales con lesion
central del nicleo dorsal del rafé se acompafté de una ligera disminucion en la concentracion de
serotonina en el hipotalamo medio y del incremento en la relacion [S-HIAA}/[5-HT], lo que
permite suponer que en estos animales el sistema serotoninérgico se encuentra activo; sin
embargo, la concentracion del 5-HIAA disminuyé ligeramente por lo que es posible que la
utilizacion del neurotransmisor y su degradacion estén disminuidas (Figura 32). A diferencia de lo
observado en este grupo, la tendencia al incremento en el numero de ovocitos liberados en el
grupo con lesion lateral del nicleo dorsal del rafé, también se acompafio de la disminucion
ligera en la concentracion de la amina y el incremento en la concentracion del 5-HIAA y de la
relacion [S-HIAAJ/[5-HT] en el hipotdlamo medio, por lo que es posible que en estos animales la
neurona serotoninérgica si esta activa. Con base en estos resultados es posible que la diferencia en
la respuesta ovulatoria en ambos grupos de animales es el vesultado de una participacion
diferencial de las neuronas serotoninérgica en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas y

la ovulacidn.
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. La'respuesta diferencial observada en la ovulacion ante la eliminaciéon completa o parcial

del niicleo dorsal del rafé (central o lateral), podria indicar que entre las neuronas que conforman

el nicleo dorsal existen diferencias en su participacion en la regulacion de la secrecion de la

GnRH, las gonadotropinas y la ovulacidn. En apoyo a esta interpretacion se ha mostrado que en el

mono la distribucién de los receptores a estrogenos no es homogénea en las neuronas de este

niicleo, debido a que en la region lateral del mismo existe un mayor nimero de células que

expresan estos receptores (Alves y col., 1998). Sin embargo, en la rata no existen evidencias que

apoyen esta idea.

'El anlisis del sitio de lesion en los animales donde se bloqued la ovulacion muestra que el
dafio inducido por la administracion del farmaco abarca la totalidad del nicleo. Este hecho nos
permite pensar que la inervacion serotoninérgica que se origina en esta estructura participa de
manera estimulante en la secrecion ciclica de la LH y la ovulacion. Esta afirmacion es apoyada por
los estudios de Meyer (1978) quien mostré que la administracion de S,7-dihidroxitriptamina
bloquea 'a ovulacion inducida por el tratamiento con PMSG en la rata prepiber y por los
resultados de Van de Kar y col. (1980) quienes seiialan que el mismo tratamiento en el macho

disminuye la secrecion de la LH en plasma.

La falta de ovulacion observada en los animales con lesion completa del nucleo dorsal del
rafé, puede ser el reflejo del bloqueo en la secrecion de las gonadotropinas y en particular de la
LH, debido a la disminucion en la concentracion de la serotonina y al incremento en el 5-HIAA en
el hipotalamo anterior y medio, por lo que es posible sugerir que la serotonina que se sintetiza es
utilizada y degradada rapidamente, lo que se traduce en una mayor actividad de este sistema de
neurotransmision como lo muestran los resultados obtenidos de la relacion [S-HIAAJ/[5-HT].
Diversos autores han mostrado que la 5,6-dihidroxitriptamina es un farmaco selectivo para las
neuronas serotoninérgicas y que sus efectos se manifiestan en la disminucion significativa en la
concentracion de serotonina ain después de haber transcurrido 30 dias (Baumgarten, 1972;
Breeser y col,, 1974; Collu, 1978). Con base en estas evidencias es posible que los cambios en la

ovulacion estén vinculados al sistema serotoninérgico que se origina en el rafé dorsal, ya que no se
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- observaron modificaciones en el sistema noradrenérgico y dopaminérgico en el hipotalamo de

estos animales.

En la rata adulta la lesion electroquimica del nucleo dorsal del rafé, disminuye la secrecion
' rrp,reo‘vulaton'a de LH en la tarde del proestro y en el dia del estro bloquea la ovulacion (Morello y
T aleisnik, 1985). En los animales preplberes con lesion térmica de este nicleo, la administracion
- de hCG restaura la ovulacion en el 60 % de ellos (Ayala, y col., 1994). Estos resultados nos llevan
: v_a,, corroborar la idea de que la eliminacion de la inervacion que se origina en el nicleo dorsal del

rafé modifica la secrecion de la LH y la ovulacion.

El bloqueo de la ovulacion en los animales con lesion completa del nicleo dorsal del rafé,
se acompaiid del incremento en la actividad de la neurona serotoninérgica en el hipotdlamo medio.
El aumento en la actividad de este sistema de neurotransmision puede ser el resultado de que a
falta del niicleo dorsal, es el medial el que toma los comandos de regulacion de la secrecion de las
gonadotropinas y la ovulacion. Esta idea es apoyada por las evidencias anatomicas que muestran
que existe una comunicacion neural entre ambos nicleos (Frazer y Hensler, 1994), y que dichos
niicleos inervan de manera diferencial varias regiones de! hipotalamo (Johnson y Crowley 1986;
Van de Kar y Lorens, 1979; Villar y col., 1984). Ademas, ¢l hecho de que en el nicleo medial de
estos animales se observara un ligero aumento en la concentracion de serotonina y de su
metabolito, apoyan la hipotesis de que la falta de ovulacion se debe a que el centro inhibitorio esta
activado. La idea de que la inervacion serotoninérgica que se origina en el nicleo medial del rafé,
participa de manera inhibitoria en los mecanismos que regulan la secrecion de LH ha sido

planteada previamente en la rata adulta (Morello y Taleisnik, 1985) (Figura 33).

Diversos autores han mostrado que durante el desarrollo prepuberal de la rata hembra, el
sistema serotoninérgico no parece intervenir en la modulacion de la secrecion de la FSH
(Moguilevsky y col., 1985; Arias y col., 1990; Bectn-Villalobos y Lacau-Mengido, 1989). Sin
embargo, el bloqueo de la ovulacion observado en los animales con lesion completa del niicleo
dorsal del rafé, posiblemente también esta vinculado a modificaciones en la secrecion de la FSH.

Ademas, dado que la FSH actia en el foliculo facilitando su crecimiento y el reclutamiento de los
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- que vana vrespondrer al “pico preovulatorio” de la LH (Greenwald y Roy, 1994), es posible que la
'faltar'dé ovulacion observada en estos animales puede ser el resuitado de la disminucion del
»'m';mero de foliculos totales pequeiios y medianos, y a que los foliculos que alcanzaron la etapa de
prc_ovulatorios eran atrésicos, debido a la disminucion en la secrecion de FSH, como resultado de

la falta de serotonina.

El érecimiento y la diferenciaciéon del foliculo ovarico son regulados por las
- gonadotropinas, factores de crecimiento y esteroides ovaricos (Greenwald y Roy, 1994; Hsueh y
col., 1994; Hirshfield y Migdley 1978). En nuestro caso, el analisis de la poblacién folicular indica
que el bloqueo en la ovulacion se acompaiié de la disminucion del nimero de foliculos e
incremento de la atresia. Es posible que a falta de la inervacion que se origina en el nicleo dorsal
del rafé, la concentracion de gonadotropinas fue insuficiente para mantener el desarrollo de los
foliculos que iniciaron su desarrollo, como consecuencia se incremento la incidencia de atresia, lo
que se traduce en la disminucion del nimero de foliculos observado en los ovarios de estos
animales. Esta idea ¢s apoyada por las evidencias que sefialan que en la rata adulta el bloqueo de la
secrecion preovulatoria de las gonadotropinas o la hipofisectomia incrementan la atresia (Hsueh y

col., 1994), y en cambio en la rata prepuber la administracion de PMSG disminuye este evento

(Villavicencio y Dominguez, 1993).

El hecho de que en los ovarios de los animales con lesion completa del ndcleo dorsal,
todos los foliculos preovulatorios presentaran caracteristicas de atresia, no se puede explicar por
una disminucién en la secrecion de la LH, debido a que en estos animales no se observaron
cambios en la concentracion de esta hormona en el dia del primer estro vaginal. Sin embargo, es
posible que la secrecion preovulatoria de LH se modificara y como consecuencia no se llevara a

cabo la maduracion final del foliculo, la ruptura del mismo y la liberacion del ovocito.

Otro evento que posiblemente contribuyd al aumento de la atresia en los foliculos de los
animales con lesion completa del micleo dorsal del rafé, seria la produccion de testosterona, dado
que dicha hormona es atretogénica (Greenwald y Roy, 1994; Hsueh y col,, 1994} Es posible que

en estos animales se incrementara la produccion de los androgénos (androstenediona y
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‘ testhtekoha) como resultado de cambios en la esteroidogénesis, ya que se ha descrito que el
' proé‘eso dc atresia esta vinculado a la disminucion en la actividad de la enzima aromatasa, debido a

la modificacion en la secrecion de las gonadotropinas y en particular de la FSH (Greenwald y Roy,
' 1994). Se ha descrito que la administracion de andrdgenos a ratas prepaberes disminuye el peso de
7,1@ gonada, incrementa el nimero de células picnoticas de la granulosa y la degeneracion del
“ovocito. Ademas, los andrégenos que no son aromatizados inhiben la actividad de la enzima
aromatasa y estimulan la sintesis de progesterona en las células de la granulosa (Hsueh y col.,

1994).

Ademas de los posibles cambios en la secrecion de las gonadotropinas en los animales con
lesion completa del nucleo dorsal del rafé, el bloqueo de la ovulacion observado en estos animales,
puede estar vinculado a modificaciones en la informacidn neural que le llega a la gbnada y que se
traduce en la disminucion de la respuesta del foliculo ovarico a las gonadotropinas. Sin embargo,
hasta el momento no se ha mostrado gue el ovario reciba inervacion serotoninérgica y que exista
comunicacion entre este niicleo y la gonada. Por ello, es posible que la informacion neural que sale
del rafé dorsal no actue directamente en el ovario, sino como un modulador de otra via que llegue
y regule las funciones del ovario (nervio vago, nervio ovarico y plexo ovarico). En apoyo a esta
interpretacion se ha mostrado que en los animales con lesion parcial del nicleo dorsal del rafé
aumenta el nimero de ovocitos liberados por el ovario ipsilateral a la lesion del nucleo y en el

ovario contralateral a la lesion aumenta el nimero de foliculos preovulatorios (Ayala y col., 1994).

Diversas evidencias muestran que los nervios ovaricos superior y vago participan en la
modulacion del crecimiento y diferenciacion del foliculo ovarico (Ojeda y col., 1994; Chavéz v
col.,, 1987; Cruz y col., 1986; Morales y col., 1993). En la rata oreptiber la seccidén unilateral o
bilateral del nervio ovarico superior disminuye el niimero total de foliculos y el estimulo hormonal
con PMSG no restaura este evento (Morales y col., 1996). Asi mismo, cuando en el animal adulto
se secciona el nervio vago se incrementa el numero de foliculos preovulatorios (Cruz y col.,
1986). Con base en estas evidencias es posible sugerir que la informacion neural que recibe la

gonada modula la reactividad del foliculo a las gonadotropinas.
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| Se ha mostrado que la médula espinal recibe inervacion serotoninérgica principalmente de
los paquetes celulares del niicleo del puente del rafé (B1-B5) y en menor proporcion del nicleo
. dorsal y medial del rafé (Soghomonia y col., 1988), ademés de que el receptor 5-HT3 se localiza
*en neuronas periféricas como el ganglio cervical, el cordon espinal y el nervio vago (inervacion
que llega al ovario) (Kia y col., 1995). Estas evidencias anatémicas nos permiten apoyar la idea de
que existe una comunicacion neural entre el niicleo del rafé y el ovario. Sin embargo al momento

no contamos con datos que apoyen esta idea.

La disminucion en la concentracion de progesterona sérica en los animales con lesion
completa del niicleo dorsal del rafé, posiblemente es el reflejo de que no se desarrollaron cuerpos
lateos o se form6 un menor nimero de ellos en los ovarios de estos animales, debido a una menor
secrecion de LH. En diversos estudios se ha mostrado que la principal fuente de progesterona en
la gonada es el cuerpo liteo (Zeleznik y Fairchild, 1994), y que dicha estructura se forma por
accion de la LH que induce la luteinizacidn de las células de la teca de los foliculos preovulatorios

que liberan los ovocitos (Hiller, 1994).

Al parecer la informacion serotoninérgica del hipotalamo que se origina en el niicleo medial
del rafé pareceria no estar involucrada en la regulacion de la secrecidon de las gonadotropinas y la
ovulacion, ya que la eliminacion de este niicleo no modifico las edades de la canalizacion de la
vagina y del primer estro y la ovulacidn. Una interpretacion semejante ha sido planteada
previamente en la rata adulta (Héry y col., 1978; Barofsky, 1975). Sin embargo, esta idea no
concuerda con lo reportado por Barofsky (1979), Meyer (1978), Morello y col. (1985, 1989),

quienes sefialan que la funcion de este nicleo parece ser de tipo inhibitorio.

En el animal prepuber la administracion de 5,7-dihidroxitriptamina en el nicleo medial del
rafé bloquea la ovulacién inducida por la PMSG y disminuye la recaptura de serotonina en la
eminencia media (Meyer, 1978), mientras que cn la rata adulta la estimulacion eléctrica de dicho
niicleo bloquea la ovulacidn y disminuye la concentracion plasmatica de LH y cuando se lesiona
este nlcleo no se observan modificaciones en dichos parametros (Morello y Taleisnik, 1985). Esta

altima evidencia experimental concuerda con lo observado en nuestro estudio. Por ello, es posible
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: 'f;que la ovulac:én normal observada en los animales con lesion completa del niicleo medial, es el
: resultado de la accién que ejerce el nucleo dorsal, debido a que se le ha atribuido a esta inervacion
: .lun efecto estnmulante sobre la secrecion de las gonadotropinas, y a falta del nicleo medial es el
o & dorsal el que toma el comando enla regulac:én de 1a ovulacién. El hecho que en estos animales se

e |npr§mentara la concentracion de la serotonina en el rafé dorsal apoyan esta idea (Figura 34).

Los resultados obtemdos en este estudio muestran que la mlcromyeccxén de 10 pg de la

] = S 6-DHT en los nucleos dorsal o medial del rafé de la rata prepiiber (30 dias de edad), no eliminé
,completamentc a concentracion de serotonina en las tres regiones del hipotalamo, por lo que es
‘posible pensar que la amina cuantificada en estos animales es aportada por el nucleo que

penﬁanece sin dafio, debido a que dichos ndcleos inervan las diferentes regiones del hipotalamo

entre otras regiones del encéfalo (Soghomonian y col., 1988; Van de Kar y Lorens, 1979; Villar y
col., 1984). Otra posible explicacion es que dicha amina se sintetizd en el hipotdlamo, ya que se
sugiere due este proceso se puede llevar a cabo en los nicleos ventromedial y dorsomedial
(Montagne y Calas, 1988; Takeuchi, 1988).

La fuente principal de serotonina del hipotdlamo medio (nticleo arcuato y la eminencia
media) proviene del nucleo dorsal del rafé (Van de Kar y Lorens, 1979; Villar y col,, 1980) y el
nicleo medial envia fibras serotoninérgicas principalmente al hipotalamo anterior (drea predptica
media y area hipotalamica anterior) (Van de Kar y Lorens, 1979). Estas evidencias morfoldgicas
concuerdan con los resultados obtenidos en este estudio, en el que se observa que la lesion del
nicleo dorsal disminuye la concentracion de serotonina en el hipotdlamo medio, mientras que
cuando se elimina el nicleo medial, la concentracion de este neurotransmisor disminuye
ligeramente en el hipotadlamo anterior y medio. En conjuntos estos resultados apoyan la idea de
que la inervacion serotoninérgica que se origina en ambos nucleos del rafé regulan la sintesis y

liberacion de l1a GnRH.

A diferencia de lo observado en el hipotdlamo anterior y medio, la lesion parcial o

completa del rafé dorsal no modificéd la concentracién de la serotoninay de la relacion
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©[5-HIAAV[5-HT] en el hipotalamo posterior, mientras que la eliminacion de la informacion que

proviene del medial si provocé ligeros cambios. Por lo anterior se puede sugerir que la fuente

,:pﬁnCipal de serotonina de esta region del hipotalamo proviene posiblemente del nicleo medial. Al

respecto se ha mostrado que cuando se administra la 5,7-dihidroxitriptamina en el rafé medial, la

concentracion de serotonina disminuye en practicamente todos los nicleos que conforman al

hipotdlamo (Van de Kar y col., 1980). Sin embargo hasta el momento no existen evidencias

anatomicas que muestren la relacion del nicleo medial del rafé con el hipotalamo posterior.

, Los resultados de este estudio apoyan la idea de que existen dos sistemas serotoninérgicos
separados anatomicamente que regulan la secrecion de las gonadotropinas de forma inversa. La
inervacion serotoninérgica del hipotalamo anterior y medio que se origina en el nicleo dorsal
ejerce un efecto estimulante en la secrecion de gonadotropinas. El hecho de que se bloqueari la
ovulacion y se incrementara el indice de atresia en los animales con lesion apoyan la idea. Mientras
que la informacion serotoninérgica del hipotalamo anterior que proviene del nicleo medial
pareceria no participar o ejerce un efecto inhibitorio, ¢l hecho de que en estos animales no se

observaran modificaciones en Ia ovulacién apoyan esta idea.

En conjunto, estos resuitados nos permiten sugerir que la inervacion serotoninérgica del
hipotalamo que se origina en el nicleo dorsal y medial del rafé participan de manera diferencial en
los mecanismos neuroenddcrinos que regulan la secrecion de la GnRH, de las gonadotropinas y en

la primera ovulaci6n.
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[SQHIAA]/[S-HT] en ¢l hipotalamo posterior, mientras que la eliminaciéon de la informacion que

proviene del medial si provocé ligeros cambios. Por lo anterior se puede sugerir que la fuente

. principal de serotonina de esta region del hipotlamo proviene posiblemente del nicleo medial. Al

respecto se ha mostrado que cuando se administra la 5,7-dihidroxitriptamina en el rafé medial, [2

concentracién de serotonina disminuye en practicamente todos los nicleos que conforman al
“hipotalamo (Van de Kar y col., 1980). Sin embargo hasta el momento no existen evidencias

anatoémicas que muestren la relacion del niicleo medial del rafé con el hipotalamo posterior.

Los resultados de este estudio apoyan la idea de que existen dos sistemas serotoninérgicos
separados anatomicamente que regulan la secrecion de las gonadotropinas de forma inversa. La
inervacion serotoninérgica del hipotdlamo anterior y medio que se origina en el nicleo dorsal
ejerce un efecto estimulante en la secrecion de gonadotropinas. El hecho de que se bloqueara la
ovulacion y se incrementara el indice de atresia en los animales con lesion apoyan la idea. Mientras
que la informacién serotoninérgica del hipotilamo anterior que proviene del nicleo medial

pareceria no participar o gjerce un efecto inhibitorio, ¢l hecho de que en estos animales no se

observaran modificaciones en la ovulacién apoyan esta idea.

En conjunto, estos resultados nos permiten sugerir que la inervacion serotoninérgica del
hipotalamo que se origina en el niicleo dorsal y medial del rafé participan de manera diferencial en
los mecanismos neuroendocrinos que regulan la secrecion de la GnRH, de las gonadotropinas y en

la primera ovulacién.
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Figura 31. Modelo propuesto de la posible participacion de la inervacion serotoninérgica del
hipotdlamo que se origina en el nicleo dorsal en el animal de 30 dias de edad con lesién
lateral. La flecha (T ) marcada en el hipotdlamo indica la relacion [5-HIAA}/[S-HT]
(actividad de la neurena serotoninérgica), el signo (+) indica efectos estimulantes, NDR
(niicleo dorsal del rafé), NMR (nicleo medial del rafé), GnRH (hormona liberadora de las
gonadotropinas), LH (hormona luteinizante), FSH (hormona foliculo estimulante), P,
(progesterona), E; (estradiol), NOS (nervio ovarico superior) y PO (plexo ovdrico).
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Figura 32. Modelo propuesto de Ia posible participacion de Ia inervacién serotoninérgica del
hipotidlamo que se origina en el niicleo dorsal en el animal de 30 dias de cdad con lesion
central. La flecha (T ) marcada en el hipotalamo indica la relacion [S-HIAA}/[S-HT]
(actividad de la neurona serotoninérgica), el signo (+) indica efectos estimulantes, el (-)
inhibitorios, NDR (nticleo dorsal del rafé), NMR (nucleo medial del rafé), GnRH (hormena
liberadora de las gonadotropinas), LH (hormona luteinizante), FSH (hormona foliculo
cstimulante), P4 (progesterona), E; (estradiol), NOS (nervio ovarico superior) y PO (plexo
ovarico).

96



s s, e 6T

Discusion

HIPOTALAMO DR (+) S-HT

Anterior
1 Medio . NMR (-)5-HT
M
E
D
U
L
il /| rsut A
E
S
P
l I
y N
A
.‘_ K .
OVARIO NS ? L
Foliculos pequefios, medianos ® 1y s A e ———— Nervio Vago
. D% ¥
y preovulatorios POk S NOS
Qe PO

E,
i p,
‘ Ovocitos liberados

Figura 32. Modelo propuesto de la posible participacién de la inervacidn serotoninérgica del
hipotalamo que se origina en el nicleo dorsal en el animal de 30 dias de edad con lesion
central. La flecha (T ) marcada en el hipotdlamo indica la relacién [S-HIAA)/[S-HT)]
(actividad de la neurona serotoninérgica), el signo (+) indica efectos estimulantes, el (-)
inhibitorios, NDR (niicleo dorsal del rafé), NMR (nucleo medial del rafé), GnRH (hormona
liberadora de las gonadotropinas), LH (hormona luteinizante), FSH (hormona foliculo
estimulante), P, (progesterona), E; (estradiol), NOS (nervio ovdrico superior) y PO (plexo

ovarico).

96



B s

Discusion

" HIPOTALAMO
Anterior (+)5-HT
T Medio NMR (- 5-HT
*.“
*9
M
E
D
U
L
A
E
S
p
I
N
A
OVARIO L

4 Foliculos pequefios y medianos

T Foliculos preovulatorios e~ - o Nervio Vago

? Atresia gg 5

VP

Bloqueo de la ovulacion

Figura 33. Modelo propuesto de la posible participacién de la inervacién serotoninérgica del
hipotdlamo que se origina en el micleo dorsal en el animal de 30 dias de edad con lesion
completa. La flecha (T ) marcada en el hipotdlamo indica Ia relacién [S-HIAA}/[S-HT]
(actividad de la neurona serotoninérgica), el signo (+) indica efectos estimulantes, el (-)
inhibitorios, NDR (niicleo dorsal del rafé), NMR (nticleo medial del rafé), GnRH (hormona
liberadora de las gonadotropinas), LH (hormona luteinizante), FSH (hormona foliculo
estimulante), P4 (progesterona), E; (estradiol), NOS (nervio ovirico superior) y PO (plexo
ovarico).
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Figura 34. Modelo propuesto de la posible participacion de la inervacién serotoninérgica del
hipotilamo que se origina en el micleo medial en el animal de 30 dias de edad con lesion
completa. El signo (+) indica efectos estimulantes, NDR (niicles dorsal del rafé), NMR
(nicleo medial del rafé), GnRH (hormona liberadora de las gonadotropinas), LH (hormona
luteinizante), FSH (hormona foliculo estimulante), P, (progesterona), E, (estradiot).
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Conclusiones

" CONCLUSIONES

- Con base en los resultados obtenidos en este estudio y en los antecedentes antes

- mencionados podemos proponer que:

- o En el animal prepuber la inervacion serotoninérgica del hipotalamo anterior y medio que se

~ origina en el nacleo dorsal del rafé participa como modulador de los mecanismos

~neuroenddcrinos que regulan el inicio de la pubertad.

e Este sistema de neurotransmision que se origina en el nucleo dorsal, ejerce un efecto

estimulante en la secrecion de la GnRH, de las gonadotropinas y la primera ovulacion.

o El sistema serotoninérgico que se origina en el niicleo medial del rafé, parece no participar o

cjerce un efecto inhibitorio en ¢l inicio de la pubertad y la primera ovulacion.

o El sistema serotoninérgico de! niicleo dorsal del rafé, envia una sefial aferente al ovario,

modulando asi la reactividad del ovario a las gonadotropinas.

¢ Existe una comunicacion entre ¢l nicleo dorsal y medial del rafé que posiblemente este

vinculada a la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas y la primera ovulacion.
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Perspectivas

‘De los resultados obtenidos en este estudio surgen varias interrogantes, algunas de las

cuales se plantean a continuacion: -

. ¢Existe una distribucion diferencial de las neuronas serotoninérgicas en el niicleo dorsal del rafé?

= = ;Existe una via-de comunicacion neural entre el nicleo dorsal del rafé y la gonada, y si es asi

o cual(es) es (son) las vias?

.Cuiles son los mecanismos que se modifican en el ovario por la falta de inervacion del nicleo

- dorsal? -

¢La inervacion serotoninérgica del hipotalamo que es origina en el niicleo medial del rafé participa
en los mecanismos neurocndocrinos que regulan la sccrecion de las gonadotropinas? y si es asi

ses de tipo inhibitoria?
¢Existe una comunicacion entre los nacleos dorsal y medial del rafé?

¢Existen dos sistemas serotoninérgicos separados anatomicamente que regulan la secrecion de las

gonadotropinas de forma inversa?
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Apéndice

- APENDICE

_Apéndice A

- Diseccion de las diferentes regiones del cerebro

El cerebro se extrajo y se coloc en solucién salina fria (0°C) e inmediatamente después

se congel6 con nitrogeno liquido. En Ia diseccion del hipotalamo anterior se consideré como limite

 rostral el quiasma 6ptico y la comisura anterior, lateralmente por los surcos hipotalamicos laterales

'y caudalmente por area retroquiasmatica y el tracto mamilotalamico. El hipotdlamo medio se

delimité rostralmente por el tracto mamilotalimico y por el fornix, lateralmente por los surcos

' hlpotalamxcos y caudalmeme por los cuerpos mamilares. En el hipotalamo posterior se considerd

como limite rostral los cuerpos mamilares, lateralmente los surcos hipotalamicos y caudaimente
por la fosa interpeduncular y el 4rea tegmental ventral. La profundidad del corte para la diseccion

de cada una de las regiones del hipotalamo fue de 3 mm aproximadamente (Figura 35).

Para la region del nucleo dorsal y medial del rafé se consideraron como limite anterior el
16bulo pituitario, el nicleo pontine y el tronco piramidal, lateralmente la sustancia gris
periacueductal y como limite posterior el nicleo del puente de! rafé y el subpedtnculo cereberal de
acuerdo a el atlas de Paxinos y Watson (1982). El nucleo dorsal fue obtenido mediante un
sacabocado de 2 mm de didmetro y el nicleo medial del rafé se obtuvo al realizar un corte dorsal
en la regién de la decusacion cerebelar peduncular y un corte ventral en el area del nicleo

reticulotegmental y lateralmente al tracto tectoespinal (Figura 35).
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Figura 3S. Esquema de cortes coronales del cerebro de la rata en el que se muestra la
localizacion del hipotilamo anterior (a), hipotilamo medio (b), hipotdlamo posterior (c) y
nitcleo dorsal y medial del rafé (d) (Tomado de Paxinos y Watson (1982).

114



Apéndice

~Apéndice B
Preparacion de muestras para la cuantificacion de neurotransmisores
El tejido cerebral de hipotalamo anterior, medio o posterior fueron pesadas en balanza de
_precision y se colocaron en un tubos eppendorf de 1.5 ml y se suspendieron en 300 pl de écido
perclorico (HCLO; al 0.1N), posteriormente fueron homogeneizados por sonicacion en frio
~ durante 5 segundos y centrifugado a 12,500 rpm. a -4°C por 30 minutos. El sobrenadante se filtré
,conrﬁltros de celulosa de tamafio de poro de 0.2 um y se inyectaron 20 ul del extracto en el
sistema de cromatografia de liquidos. El tejido del niicleo dorsal y medial del rafé fueron pesados
por separado y colocados en tubos eppendorf de 0.5 m! y se les adicion6 150 ul de HCIO; y se

7 sigui6 el mismo procedimiento que en el tejido hipotalamico.

Sistema de Cromatografia de Liquidos

El equipo de HPLC esta constituido de una bomba isocratica digital (modelo L-250
Perkin-Elmer Co., Norwalk, CT, USA), una valvula de inyeccion Rheodyne (modelo 7125, Perkin
Elmer Co., Norwalk, USA) con una capacidad de veinte ul y una columna de fase reversa C-18
(25 cm X 4.6 mm, con particula de 10 pm de didmetro, Bioanalytical Systems, West Lafayette, In
USA). La columna se encuentra acoplada a un detector electroquimico (modelo L4-C4, BAS
West Lafayette, In USA) (conformado de un electrodo de trabajo de earbén vidriado y un
electrodo de referencia de plata/cloruro (Ag/AgCl)). Los datos obtenidos fueron procesados por

un integrador (modelo 1020, Perkin Elmer).

La fase movil consistié de un buffer de citratos 0.1 M pH=3.0 (citrato de sodio, Merk-
México) mas 100 mg de é4cido octanosulfonico (Merk-México). Dicha solucion se filtro a través
de una membrana de celulosa (poro de 0.22 um, Millipore Bedford, MA, USA) y degasificada con
helio a vacio. Inmediatamente después se adiciond 20 ml de acetonitrilo (OmniSolve, EM Science,
Canada) y 15 ml de tetrahidrofurano (OmniSolve, EM Science, Canadd), el volumen final fue de

500 ml. La fase fue bombeada al sistema de cromatografia a un flujo de 1.2 ml/min.
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- Preparacion de estandares

"En el dia de trabajo se prepararon estandares de los siguientes neurotransmisores y sus

' Ibrincipalés _métabolitos: noradrenalina (NA) [(-)-Arterenol fase libre], 4-hidroxi-3-metoxifenil

“- glicol vi(MH‘PG), dopamina (DA), [3-hidroxi tiramina hydroclorada], 3-4-dihidroxifenilacético-

| écidoi(DOPAC), serotonina (5-HT) [5-hidroxitriptamina] y el acido 5-hidroxiindole-3-acético (5-
. HIAA) (Sigma Chemical, Co., St. Louis. Mo, USA).

<

~ Solucién A: se prepard una solucién de 1 mg/2 ml de acido perclorico 0.IN de cada uno de los
. neurotransmisores y su metabolito y fueron almacenados a -70°C.
~ Solucién B: se adicionaron 50 pul de cada uno de los neurotransmisores y su metabolito en un

‘matraz 4mbar y se aforé a 10 ml con HCIO, al 0.IN.

Solucién C: se tomaron 50 pul de la solucidon B y se adicioné a un tubo ependorff que contenia
1200 ul de HCIO4 (estandar de 2 ng).
Solucién D: se tomaron 500 pl de solucién C y se agregaron 500 ul de HCIO, (estandar de 1 ng).

Solucion E: se tomaron 500 pl de solucion D y se adiciond 500 ul de HCIO, (estandar de 0.5 ng).

Solucion F: se tomaron 100 ul de solucién D y se diluy6 en 900 ul de HCIO, (estandar de 0.1 ng).

La calibracion se realiz6 con el método de estandar externo, se utilizd6 empleando el area
de los picos obtenidos en el cromatograma de tres concentraciones diferentes de estandares (1, 0.5
y 0.1 ng) y se ajustaron a una curva lineal, que incluye el origen, por el método de regresion de
minimos cuadrados. Los valores de correlacion obtenidos para cada uno de los estandares fueron
mayor o igual a 0.95. El integrador 1020, calcula la concentracion de la muestra problema, al
comparar el area bajo la curva de esta, con el area bajo la curva de la solucion de referencia de
cada uno de los neurotransmisores y sus metabolitos. La concentracion se expreso en ng/mg de

tejido, el limite de deteccion de los diferentes neurotransmisores fue de 0.01 ng.
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Apéndice C
| Hormonas esteroides
;La’ cuantificacion de progesterona y 17p-estradiol se realizé por radioinmunoanalisis, para
o cdal se.utiliz6 un estuche comercial de la marca Coat-A-Count, que consiste de tubos de
, ’polipropileno impregnados con anticuerpos de coneja, viales de hormona marcada ('¥I
v Prdgesterona y '2[ Estradiol y 7_calibradores con diferente concentracion para realizar la curva

patron.

_Prcparécién de muestras

~ Se tomaron 100 pl de suero problema, mas 1000 pl de la hormona marcada, todos los
~ tubos se agitaron y se incubaron a temperatura ambiente durante tres horas. Posteriormente se
decant6 el sobrenadante de cada tubo, se secaron las paredes del mismo y se colocaron en un
contador de centelleo para su conteo. En el caso de la cuantificacion de testosterona se tomaron

50 ul de suero y se realiz6 el procedimiento mencionado anteriormente.

Preparacion de la curva patrén de la progesterona y del 17p-estradiol

Progesterona

e La curva patron se realizd por duplicado, se utilizaron calibradores de 0.1, 0.5, 2.0, 10, 20 y 40
ng/mi

e Unién maxima: contiene anticuerpo mas 1000 ul de hormona marcada.

¢ Cuentas totales: contiene 1000 ul de hormona marcada.

Estradiol

e La curva patron se realizo por duplicado, se utilizaron calibradores de 0.0, 20, 50, 150, 500,
1800 y 3600 pg/ml y se realizaron diluciones para obtener estandares de 0.0, 5.0, 10, 20, 50,
75, 150 y 250 pg/ml

o Union maxima: contiene anticuerpo més 1000 pl de hormona marcada.

e Cuentas totales: contiene 1000 pl de hormona marcada.
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- Hormona proteica

| ;Pfep’ziara’ciéh de muestras

A 100 ul de suero se le adicionaron 100 pl de anticuerpo de suero de borrego para LH
v :(rLH-RPZ) y se mcubaron a temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente se agregaron 100
- pl dgl segundo antncuerpo (suero normal de conejo) y se incubaron durante 2 horas,
; 'ﬁ'poStéj‘ibnnente los tubos se centrifugaron a 3000 rpm. a —4°C por 3¢ min, finalmente el
B sobrenadante se decant6, se secaron las paredes de cada tubo y se colocaron en un contador de

- centelleo para su anélisis.

, Prebaracién de la curva patron

1 . ‘La‘curva patron se realiza por duplicado y se utilizaron estandares LH de 0.0, 0.4, 0.8, 1.6, 3.1,
6.25, 12.5y 50 ng.

¢ Unién maxima: contiene anticuerpo mas 1000 pl de hormona marcada.

¢ Cuentas totales; contiene 1000 ul de hormona marcada.

118



Congresos

Esta tesns se- basa en los sngmentes trabajos presentados en congresos nacionales e

' mtemacnonales

l EFECTOS DE LA INYECCION DE 5,6- DI}IIDROXITRIPTAM]NA EN EL NUCLEO

. DORSAL DEL RAFE SOBRE LA EDAD DE LA PUBERTAD Y LA PRIMERA
o ,OVULACION DELA RATA.

"7 :J Monroy, ME Ayala, ME. Castro, R. Chavira, R. Dominguez

XX Reunién Anual de la Academia de Investigacion en Biologia de la Reproduccién, 1998.

2. EFFECTS OF THE MICOINJECTION OF 5,6-DIHYDROYTRYPTAMINE (5,6-DHT)
~INTO THE MEDIAL RAPHE NUCLEUS (MRN) ON PUBERTY AND FIRST
~ OVULATION IN THE FEMALE RATA.

: J. 'M‘onroy,rME. Castro, ME. Ayala, R. Chavira, R. Dominguez.
28th Annual Meeting, Society for Neuroscience; 144.1; 1998

3. EFFECTS OF THE INJECTION OF 5,6-DIHYDROXYTRYPTAMINE (5,6-DHT) INTO
" THE DORSAL (DRN) OR MEDIAL (MRN) RAPHE NUCLEUS ON FIRST OVULATION.

J. Monroy, ME. Castro, ME, Ayala, R, Dominguez
32nd Annual Meeting, Society for the Study of Reproduction; 512; 1999,

119



- ACADEMIA DE INVESTIGACION EN
~ BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION, A.C.

XXIII REUNION ANUAL

Cuernavaca, Morelos



g S

~_EFE'VCTOS DE LA INYECCION DE 5,6-DIHIDROXITRIPTAMINA EN EL NUCLEO
- DORSAL  DEL RAFE SOBRE LA EDAD DE LA PUBERTAD Y LA PRIMERA
'OVULACION DE LA RATA.

J. Monroy', ME. Ayala', ME Castro', R.Chavira’ y R. Dominguez’

'Unidad_de Investigacion en Biologia de la Reproduccién. (Laboratorio de Puberlad). FES Zaragoza,
" UNAM. ?Instituto Nacional de la Nutricién “Salvador Zubiran” (Laboratorio de hormonas esteroides).

La pubertad se define como la etapa biolégica del individuo en la que se

- presenta una serie de eventos.neuroenddcrinos y fenotipicos que enlazan la inmadurez

y la madurez sexual (Becun-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski
1994). Dichos cambios estan regulados por las hormonas ovaricas {androégenos,

"~ estrogenos, progesterona e inhibina), por las gonadotropinas [hormona

foliculoestimulante (FSH), luteinizante (LH) y prolactina (PRL)}]. La secrecion de la
FSH y la LH es regulada por un decapéptido secretado por el hipotdlamo, la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH) (Ojeda y Urbanski 1994).

Diversas evidencias experimentales muestran que en la regulacion de la
secrecién de la GnRH y de las gonadotropinas participan los esteroides gonadales y
varios sistemas de neurotransmision como el catecolaminérgico y el serotoninérgico
de origen intra y extrahipotalamicos (Kordon y col., 1994).

Estudios morfolégicos han mostrado que la fuente principal de serotonina en el
hipotalamo, se origina en los nicleos dorsal y medial de rafé (Takeuchi 1988, Van de
Kar y Lorens 1979; Villar y col., 1984) y que existe una comunicacion sinaptica entre la
terminal nerviosa de la fibra serotoninérgica y el soma de ia neurona GnRHérgica, en
area hipotalamica anterior y en la eminencia media una interaccion entre ias terminales
nerviosas de dichas neuronas (Jennes y col.,, 1983). Con base i estas evidencias y
en otros resultados experimentales se sugiere que la inervacion serotoninérgica que se
origina en el nucleo dursal y medial de rafé participa en los mecanismos
neuroenddcrinos que regulan la secrecion de la GnRH, de las gonadotropinas y la
ovulacion (Ayala 1995; Montagne y Calas 1988, Meyer 1978, Morello y col., 1989,
Vitale y Chiocchio 1993, Vitale y col., 1987).

_En la rata hembra adulta, la lesion del nucleo dorsal del rafé en la tarde del
proestro, bloquea la ovulacion y disminuye la concentracion de la LH, mientras que Ia
estimulacion eléctrica de este nucleo no produce cambios en dichos eventos (Morelio y
Taleisnik, 1985). En la rata prepuber, la lesion quimica de! nucleo dorsal o medial
inducida por la inyeccion local de 5,7-dihidroxitriptamina {neurotoxico de las fibras
serotoninérgica), bloquea la ovulacion inducida por la gonadotropina de suero de
yeglia prefiada (PMSG) y disminuye la recaptura de la serotonina en la eminencia
media y en el nucleo arcuato. Sin embargo, los efectos son mas evidenles cuando ia
lesion se efectia en el nucleo dorsal (Meyer, 1978). Estos resultados permiten pensar
que estos nucleos estimulan la secrecion de las gonadotropinas y la ovulacion.

Apoyado por DGAPA, contrato IN 208796 y PUIS, UNAM.
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La lesion térmica del nicleo dorsal en la rata de 30 dias de edad impide la
ovulacién en el dia del primer estro vaginal y disminuye la concentracion de serotonina

- en el hipotalamo completo. Estos resuitados permitieron plantear que la inervacion

serotoninérgica que se originan en el nacleo dorsal del rafé participa de manera

- estimulante en los mecanismos neuroenddcriros que regulan ia primera ovulacion
~ (Ayala, 1995).

7 También se ha mostrado que la inervacion serotoninérgica que se origina en
este nucleo inerva de manera diferencial el hipotalamo anterior, medio v posterior (Van
de Kar y Lorens 1979; Van de Kar y col., 1980) y que el nicleo dorsal del rafé no
contiene exclusivamente somas serotoninérgicos (Strantford y Witshafter 1990), por lo
que la lesion térmica no es muy selectiva para las neuronas productoras de la amina.

Por ello, en el presente trabajo se decidid analizar los efectos de la lesion
quimica del nucleo dorsal del rafé inducida por la microinyeccion de la 5,6-
dihidroxitriptamina (5,6-DHT, neurotoxico selectivo de las neuronas serotoninérgicas)
en el inicio de la pubertad y la primera ovulacién, asi como en los cambios en la

- concentracion de serotonina y en la actividad de este sistema de neurotransmision en

el hipotalamo anterior, medio y posterior.
MATERIAL Y METODO

Se utilizaron ratas hembras de 30 dias de edad, de la cepa ClI-ZV mantenidas
en condiciones controladas de iluminacion, 14 h de luz y 10 h de obscuridad (luces
encendidas de 05:00 a 19:00 h), con libre acceso a la madre hasta el destete (21 dias)
y posteriormente a el agua y al alimento hasta el sacrificio, a todos los animales de los
diferentes grupos experimentales se les registro el dia de la apertura vaginal, momento
en el cual se inicio la toma de frotis vaginales diarios, que posteriormente se tifieron
con hematoxilina-eoxina. Todos los animales fueron sacrificados en la manana del dia
del primer estro vaginal.

Procedimiento de lesion

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (anestesal, Smit
Kline Norden de México, México) (40 mg/kg peso) por via intraperitoneal (i.p.) seguido
de anestesia complementaria con éter; fueron montados en un aparato estereotaxico,
se secciono la piel, se perfor6 el craneo con una fresa odontoldgica y se introdujo una
aguja de 22x13 mm (conectada a una jeringa Hamilton de 100 pl, acoplada a una
bomba de microdialisis (MCA/100 Bionalytical Systems, USA). Las coordenadas para
introducir la aguja de microinyeccién hasta el sitio de estudio, se calcularon tomando
como referencia el atlas del animal prepuber de Sherwood y Timiras (1970).
anteroposterior (AP) 0.7 mm; lateral (L) 3.3 mm con una inclinacién de 30°
perpendicular al a linea media y ventromedial (V) 6.4 mm.. Para realizar la lesion del
ndcleo dorsal del rafé, se inyectaron 10 pg de 5.6- Dihidroxitriptamina (5,6-DHT Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA) en un volumen de 2.5 de acido ascorbico (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA) al 0.05% en soiucidin salina {gH 3.5).
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‘Operacion simulada. Ratas a ias que se inyectd 2.5 pl de &cido ascorbico
disuelto en solucion salina.

- . Grupo testigo absoluto. Animales sin tratamiento

Procedimiento de autopsia.

- Los animales se pesaron e inmediatamente se sacrificaron por decapitacion. A la

- autopsia se disecaron y pesaron los ovarios y el Gtero, en balanza de precision. Las

~trompas uterinas se revisaron y se contdé el nimero de ovocitos liberados cuando
estuvieron presentes con la ayuda del microscopio estereoscépico. El peso de los
érganos fue expresado en miligramos (mg), se extrajo el cerebro, el cual se coloco en
solucion salina fria (0°C) y se congeld con nitrogeno liquido. Se diseco el hipotalamo y

. se efectuaron cortes coronales para separar el hipotalamo anterior, el hipotalamo

medio y el hipotalamo posterior. En fa diseccion del hipotdlamo se consideré como
¢ limite rostral, el quiasma optico y la comisura anterior, lateralmente los surcos
hipctalamicos laterales y caudalmente por los cuerpos mamilares (Paxinos y Watson

- 1982). Las muestras se almacenaron a -70 °C hasta la posterior cuantificacion de
serotonina (5-HT) y del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) por Cromatografia de
Liquidos de Alta Precision {HPLC). Se colecid ia sanyie dei tronco y se dejo coagular

por 30 minutos, se centrifuad ror 15 minutos a 3500 rpm y se extrajo el suero, el cual
se almaceno a -20°C hasta la cuantificacion de 17-pestradiol y progesterona.

Cuantificacion de serotonina
La concentracion de serotonina y su metabolito se cuantificd siguiendo la
metodologia descrita (Ayala y col., 1998). Las muestras se pasaron y homogenizaron

en 1000 ul de acido perclorico 0.1N, se centrifugaron a 12,000 g a -4°C por 30 minutos,
el sobrenadante se filtrd en filtros de celulosa de 0.2 pm y se inyecté veinte microlitros
del extracto en el sistema de cromatografia de liquidos.

La concentracién del neurotransmisor y su metabolito fue expresado en
nanogramos por miligramo de tejido. La actividad de la neurona serotoninérgica se
calculd con la relacion descrita por Kerdelhue y col., (1989) y Shanon y col., (1986).

Actividad de la neurona: [ 5-HIAA ]
[ 5-HT ]

Cuantificacién de estradiol y progesterona

La cuantificacion de 17-Bestradiol y progesterona se realizd por la técnica de
radioinumnoanalisis (RIA) de fase sdlida, con un kit Coat-A-Count. La concentracion de
estradiol fue expresada en picogramos por mililitro (pg/mi) y la de progesterona en
nanogramos por mililitro (ng/mi).

107



LR N b O o A

Anélisis del sitio de lesién

Para Ia localizacion de la trayectoria de la aguja en los animales con operacion
simulada o del sitio de lesion inducido por la microinyeccion de la 5,6-DHT, el cerebro

-~ de los animales se fij6é en formol al 10 % durante 24 h y posteriormente se realizaron

cortes coronales (de la region frontal a la caudal) a 120 uym en el criostato, los que se

: tmeron con violeta de cresilo (Luna 1975).

% Anélisis estadistico

Los resultados del peso corporal y del ttero, la concentracién de serotonina, su
metabohto y la actividad de la neurona serotoniniérgica fueron analizados por la prueba
de varianza multiple (ANDEVA) seguida por la prueba de “t" de Student. Las edades de
la apertura vaginal y del primer estro vaginal y el nimero de ovocitos por la prueba de
“U” de Mann-Whithey. La tasa de animales ovulantes fue evaluada por la prueba de Ji-
Cuadrada, se consideraron como significativas aquellas diferencias en las cuales la
probabilidad fue igual o menor al 5%.

RESULTADOS

La ubicacion de lesién producida por la microinyeccion de la 5,6-DHT, permitié
dividir a los animales en dos grupos: aquelios en los que la lesidn del nticleo dorsal del
rafé fue parcial y abarcé parte de la regién gris periacueductal y otro grupo en los que
la lesion abarcé completamente el nicleo dorsal del rafé (Figs. 1y 2).

En ecomparacién al grupo testigo absolulo, en los animales con operacion
simulada no se observaron modificaciones en la edad de la apertura vaginal, pero si un
refraso significativo en la edad del primer estro vaginal, lo cual se acompand del
incremento significativo del peso corporal y del utero (peso corporal: 125+1.9 vs.
11242.9; peso del utero: 19215.7 vs. 15745.8; p<0.05). No se observaron diferencias
significativas en el peso de los ovarios (38.4+1.2 vs. 35.611.4).

En los animales con lesién parcial o completa del nucleo dorsal del rafé, la edad
de la canalizacion y primer estro vaginal fueron similares a as observadas en el grupo
de ratas con operacion simulada. La proporcién de animales ovulantes y el nimero de
ovocitos liberados por las ratas con lesion parcial del nucleo fueron similaies a los
animales con operacion falsa y testigos absolutos. En los animales del grupo con
lesion completa, solo se presentd 1a ovulacién cspontanea on ei 53 % de los animales
y en aquellos animales que ovularon, e numero de ovocitos liberados fue
significativamente menor que en todos los demas grupos (Tabla 1).
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Figura 1. Representacién esquematica de la lesién parcial del nicleo dorsal del
_rafé en un corte coronal. El area sombreada representa la lesién. C: corteza, SGP:
~sustancia gris periacueductal; FLM: fasciculo longitudinal medial; NDR: ntcleo
. dorsal del rafé (tomado del atlas de Sherwood y Timiras 1970).

Figura 2. Representacion esquematica de la lesion completa del ntcleo dorsal
del rafé en un corte coronal. El area sombreada representa la lesion, C: corteza,
SGP: sustancia gris periacueductal; FLM: fasciculo longitudinal medial; NDR:
nticleo dorsal del rafé (tomado del atlas de Sherwood y Timiras 1970).
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Tabla 1. Media t e.e.m. de las edades de Ia apertura vaginal (EAV) y del primer

-estro (EPE), del numero de ovocitos liberados por animal ovulante y la tasa de
animales ovulantes de ratas testigo absoluto (TA), con operacién simulada (OS) o

con lesion parcial o completa del nicleo dorsal del rafé, inducida por la

 administracion de 5,6-dihidroxitriptamina (10ugi2.5u!) y sacrificadas en el dia del

rimer estro vaginai.

GRUPO n EAV | EPE TASA DE NUMERO DE
: ANIMALES OVOCITOS
: ' ' OVULANTES
TA 27 40.240.5 40.640.5 20/27 8.510.5
0S - 10 | 42.2409 | 43.310.7# 9/10 9.110.7
Lesion parcial - 10 | 43.520.8% | 44.7¢1.1% 10/10 10.310.5
Lesion completa
Ovulantes 9 43.3+1.2% | 43.940.9% 9/17 6.2£0.90 4%
No ovulan‘es 8 44 8+1.3% | 47.4+1.7%

# p<0.05 vs. grupo TA (Prueba de *U" de Mann-Whitney )
4 p<0.05 vs. grupo OS (Prueba de *U" de Mann-Whitney )
4 p<0.05 vs. grupo LF (Prueba de “U* de Mann-Whitney).

El peso de los ovarios de los animales con lesion parcial o con lesion completa
que ovularon y no ovularon fue similar a los del grupo con operacion simulada
(39.11£1.9; 33.3+2.2; 31.9+3.9 vs. 38.4+1.2, respectivamente). El peso del utero de los
animales con lesion parcial o con lesion completa que ovularon fue significativamente
menor que el de los animales con operacién falsa (16844.5,168+7.5 vs. 192457,
p<0.05). En los animales con lesion completa que ovularon, el peso del Gtero fue
significativamente mayor que en los que no ovularon (213+14.2 vs. 16847.5, p<0.05).

Las concentraciones de progesterona y 17p-estradiol en el suero de los
animales con operacion simulada fue similar a la del grupo testigo. En los animales con
lesion parcial del rafé dorsal no se modificaron estos parametros, mientras que en los
animales con lesién completa que ovularon la concentracién de 17p-estradiol fue
significativamente mayor que la del grupo con operacién falsa, mientras que en los
animales que no ovularon no se observaron diferencias significativas respecto a los
demas grupos experimentales. En comparacién con el grupo testigo absoluto, la
concentracion de la progesterona aumento en los animales con operacién simulada o
con lesion parcial, aunque no alcanzaron ser significativos, mientras que en los
animales con lesién completa, ovulantes o no, fue similar a la del grupo testigo
absoluto (Tabla 2).
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- Tabla 2. Media t e.e.m. de la concentracién de 178-estradiol (E;) y progesterona
{P,) de ratas testigo absoluto (TA), con operacién simulada (OS), con lesion
parcial o completa del ntucleo dorsal del rafé, inducida por la administraciéon de
5,6-dihidroxitriptamina (10ug/2.5pl) y sacrificadas en el dia del primer estro

: Eginal.

Grupo n E; P4
: (pg/m! de suero} {ng/midesuero} |
TA 7 32,3%7.0 3.940.7
0Ss 6 19.844.1 8.1£1.8
- JLesion parcial 6 . 28.944.5 8.0£1.5
. - {Lesidn completa
Ovulantes 7 38.84.5.4a 2.3:0.54 4
No ovulantes 4 28.7+3.8 3.120.54

& p<0.05 vs. grupo OS (Prueba de *t" de Student)
~4 p<0.05 vs. grupo LP (Prueba de “t* de Student)

En el hipotdlamo anterior de los animales con lesion parcial o completa del
nucleo dorsal del rafé (ovulantes y no ovulantes), no se presentaron cambios en |a
concentracion de serotonina y de su metabolito el 4cido §-hidroxiindolacético.

En cambio, en los animales con lesioén parcial y con lesién completa que no
ovularon, la actividad de la neurona serotoninérgica aumenté de manera significativa
(Fig. 3).

En el hipotdlamo medio de los animales con lesién parcial, la concentracién del
neurotransmisor disminuyé de manera significativa, (0.5840.2 vs. 1.5110.2, p<0.05); lo
mismo ocurrid en los animales con lesién completa que ovularon y lo que no lo hicieron
(0.85+0.2; 0.79+0.1 vs, 1.51#0.2, p<0.05, respectivamente). La actividad
serotoninérgica del hipotdlamo mostré un incremento significativo sdélo en los
animales con lesion completa que no ovularon en el dia del estro vaginal (Fig. 4).

En el hipotalamo posterior no se observaron modificaciones significativas en
ninguno de los parametros estudiados.
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Figura 3. Media t e.e.m. de la actividad de la neurona serotoninérgica [5-HIAA/5-HT] en
el hipotalamo anterior (a), medio (b) y posterior (c) de ratas con operacién simulada
(OS) o con lesion parcial (LP) del nticleo dorsal del rafé inducida por la administracion
de 5,6-dihidroxitriptamina (10ug/2.5ul) y sacrificadas en el dia de! primer estro vaginal.
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- Figura 4. Media % e.e.m. de la actividad de la neurona serotoninérgica (5-HIAA/5-HT) en
el hipotalame anterior (a), medio (b) y posterior (c) de ratas con operacién simulada

(OS) o con lesion completa (ovulantes o no ovulantes) del niclec dorsal del rafé
“inducida por la administracion de 5.6-dihidroxitriptamina {104igi2.5p) y sacrificadas en
el dia del primer estro vaginal.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos as este estudio apoyan la idea de que en el animal
prepuber la inervacion serotoninérgica del hipotdlamo anterior y medio que se origina
en el ncleo dorsal del rafé, participa en los mecanismos neuroenddcrinos que regulan
la secrecion de las gonadotropinas y la primera ovulacién (Ayala y col., 1998).

E! retraso en la edad del primer estro vaginal observado en los animales con

inyeccién intranuclear de vehiculo, puede ser el resultado de la modificacion temporal
en la secrecion de estrégenos que preceden el pico preovulatorio de las
- gonadotropinas. Este evento podria ser el resultado de la estimulacion del sistema
provocada por la acidez del vehiculo, lo que se traduciria en un incremento en la
secrecién de corticoides por la glandula suprarrenal. El aumento en la concentracion
de progesterona observado estos animales, apoya esta idea, dado que se sabe que las
hormonas producidas por la corteza suprarrenal (corticosterona y progesterona)
regulan de manera inhibitoria los mecanismo que regulan el inicio de la pubertad
(Ramaley 1974). Ademas es posible que al introducir la aguja de microinyeccién se
seccionaran fibras que se encuentran involucradas en los mecanismos que regulan el
inicio de la pubertad. Esta idea es apoyada por los trabajos que muestran que la lesion
de la sustancia gris periacueductal provoca la hipertrofia de la glandula adrenal
(Reissenweber y col., 1967).

El retraso en la edad de la canalizacion y del primer estro vaginal en los
animales que se les inyecto {a 5,6-DHT, no podria ser explicado por una disminucion
en la secrecion de estrogenos y progesterona dado que en estos animales en el dia del
estro vaginal las concentraciones de dichas hormonas fueron semejantes a las del
testigo absoluto, aungue no se puede descartar que exista un desfase temporal en la
secrecion hormonal en estos animales.

El blogueo de la ovulacién en el 53% de los animales con !csion complela, nos
permite pensar que la inervacion serotoninérgica que se origina en el nucleo dorsal del
rafé participa de mancra estimuiante en la secrecion “ciclica” de la GnRH yfa LH y la
ovulacion. Esta afirmacion es apoyada por los estudios de Meyer (1978) quien mostro
que en la rata prepuber la administracion de 5,7-DHT bloquea la ovulacién inducida
por la PMSG y por Van de Kar y col., (1980), que senala que el mismo tratamiento en la
rata macho disminuye la concentracion de la LH en plasma.

En estos animales, el incremento en la actividad de la neurona serotoninérgica
en el hipotalamo medio, seria el resultado de la reguiacion que el nucleo medial del
rafé ejerce sobre la secrecion de las gonadotropinas, cuando falta el nucleo dorsal.
Esta idea es apoyada por las evidencias que senalan que existe una comunicacion
neural entre ambos nticleos (Frazer y Hensler 1994), que ambos inervan al hipotalamo
de forma diferencial y que en la eminencia media se encuentra el centro inhibitorio
(Johnson y Crowley 1986, Van de Kar y col., 1980). Por ello, es posible que el bloqueo
de la ovulacién en los animales con lesion completa se debe a que este centro
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inhibitorio se encuentra activado por la informacién neural que se origina en el nicleo
medial del rafé.

La disminucién en el nimerc ds ovocitos liberados observada en los animales
con lesidn completa del nucleo dorsal de rafé, podria ser el reflejo de la disminucion en
la secrecién de las gonadotropinas debido a que no se elimind completamente la
informacion serotoninérgica del hipotalamo proveniente del nucleo dorsal. A diferencia
de lo que se presentd en los animales con bloqueo de la ovulacidn, la actividad de la
neurona serotoninérgica en -el hipotdlamo medio no se modifico de manera
significativa. Estos eventos permiten sugerir que en dichos animales, el dafio inducido
por la inyeccion de la 5,6-DHT en el nucleo dorsal no fue suficiente para aclivar el
centro inhibitorio que se localiza en el eminencia media y se bloqueara la secrecion
de las gonadotropinas.

La reduccién en el numero de ovocitos liberados en el grupo de animales con
lesidon completa del nucleo dorsal del rafé no concuerda con lo observado por Ayala y
col., (1994) donde se mostré que la lesiéon térmica del nucleo dorsal bloquea la
ovulacion en el 100% de los animales. Una posible explicacion a esta diferencia, es
que la lesiéon térmica destruye tanto a las neuronas serotoninérgicas como a las
dopaminérgicas, presente en dicho nucleo y de fihras neurales que llegan o corren a
través de dicho nucleo.

La ovulaciébn normal observada en los animales con lesion parcial del nicleo
dorsal del rafé nos permite sugerir que debido a que la mayor parte de la inervacion

serotoninérgica del hipotalamo que se origina en este nucleo permanecio sin dano, no
se modifico la secrecidn de la GnRH, las gonadotropinas y la ovulacion.

El ndcleo dorsal del rafé es la fuente principal de serotonina del hipotalamo
medio (ntcleo arcuato y eminencia media), mientras que el nucleo medial proyecta sus
fibras principalmente al hipotalamo anterior (Villar y col.,, 1984). Estas evidencias
morfolégicas concuerdan con los resultados obtenidos en este estudio, en el que se
muestra que la lesidon completa del nucleo dorsal del rafé, diminuye de manera
significativa la concentracion de esta amina en el hipotdlamo medio, mientras que en el
anterior y posterior no se presentan cambios significativos.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la inervacion
serioninérgica que se origina en el nucleo dorsal participa de manera estimulante en
ios mecanismos neuroendocrinos que regulan la secrecion de ias gonadotropinas y la
primera ovulacion y al parecer los efectos de la lesion de este nucleo depende de la
zona dahada, debido a que la ovulacion no se modifica cuando ¢¢ elimina parcialmente
dicho ndcleo, mientras que cuando se elimina completamente la ovulacién se bloquea.
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364 SIGNAL TRANSDUCTION: GENE EXPRESSION AND PLASTICITY

i43.17

PRESENCE OF cAMP RESPONSE ELEMENT-BINDING PROTEIN (CRED).
INTHE POSTSYNAPTIC SITES OF THE BRAIN. §_Maake"' T. Syzuld N,
Usuda’ t Ishigurg’, T. Naqatsy’ and K, Quusnprg:-Nos®. "Dept. of 2nd Int;
Mod., Dept. Biochem., Nagoya City Univ. Mod. Sch., Mizuho-ku, Nagoys
467-8601, Dept. Neuroplashc.l fos. Center on Agtng and Adaptation,
DVapl. Anatomy, Shinshu Unlv. Sch Mad . 3-1-1 Asahi, Matsumolo 390-
8621, Insl. Compr. Med. Sci.. Sch. Mad., Fujita Haalih Univ, Toyoake Aichi
470-! 192, Japan

The postsynapiic density (PSO) fraction prepared from the rat forebrain
ocontainsd a transcription factor, CAMP response slement-binding protein
(CREB). Tha occurrence of CREB in the PSD was confimed by
immuncelectron microscopic examination. CAEB in the PSD fraction was
phosphorylated bath by protein kinase A and Ca"/calmodulinﬂepsndml
protein kinase il {CaMKIi) endogenous to the fraction. and dissociatad from the
PSD alter phosphorylation, especially under CaMKil-activated conditions. The
feaction containing CREB. that was raleasad trom PSD aftar phosphorylation
4 CAMP ' (CRE)-binding activity.. Thus, PSD

anchors functicnally active CREB  Thase rasuits suggast that CREB
anchorad fo 1he PSO is liberated by ptiosphorylation upon specific synaptic
shmulunon transiocata inlo the nucleus. and than triggers synaptic activty-

gas in gena expression. [This Was supp bya
Granhn‘Aid for Sciantitic R, {from the Jap Munistry of Eq {
Science and Cuflurg, The Ichiro Kanehara Foundation. and Toyota Physical &
Chemical Ressarch Institute.}

4318

CAMP RESPONSE [LEMENT BINDING PROTEIN, CRCH, MEDIATES NPY Y.4
RECLPTOR SIGNAL TRANSOUCTIUN PATHWAY
mmmmmmwm Ceowrents of
Surgery, Cell bology, Neurcbioluge 1d Anaomy Uraversity of Cinciensti Madical Center,
Cincinnal, OH- 45267,

Activanon of NPY recepiors ather induces the reiexss of inuxcativlar Cal= or wn'rirts the
production of CAMP. However, the downisiream 3igaal ininsduction pZiways inwiived 1 NPY
madiated beological funchions ars unkrown, Dur previous Bndings suggest hat CRER is snvatved
in the NPY inducsd seding signal. 1o further confimm and Pucidate the rade of CREB n NPY
sndoced sighal transtuction palhwyys, we wsed ¥-1 racepior expresting SK-N-MC carl ting
yansfected wath CRED brans-repordry $ystemT™. SK-R-MC colis aore tramlectod mih oF R-Luc
cepiter plzsmid containung yerst GAL4 binding site and hclorase gona and £FA2-CRED
expression voctor {contsns CHV promolor, vt GAL4 DHA tiading demam fuse W the
ctvahon Jomain of CREB) or pFC-FKA expression plsmid {coatains CMV prometes ¥ the
catatyte subunit of PRA). Twenty four bours afier transfection, ouils were veated with 100 nW of
ted S ProddNPY, 3 Y-1 raceptor selactive 3QonisL Fows hours Iatyr, the lualerase gere minly
ws moniiored,  pf C-PRA oo-ramstecion with pFR-Luc reporter plasmid resunted i 3 1.5 1280
ncreass in focfarase ackvily in compwrsson to pFR-Luc repordar transiacied celts (basat) Ladle
ProdeNPY teatment had 00 Significant effacd on DX N o PRA s ated tuferass actely. Co-
trevsfection of reporter plzsmed with pF A2-CREB vertad shravdtated iha lucifarsse acivhy i 70
1. Lo 1-ProSe-NPY treatment signicardly atenuated CRES anduced lucderase actvy 0 56
fold {P=0.031). in contrast, cails o-ransfeciad weth reponter plismid and  DFC2-200 5ty
Ixcking activaboa domain of CREB pritan tid not show any aledt on futilerass xtwly
comparison I basd. Furhammore, L t-PY-NPY yeriment o CHO cels tanslacior wn 741
recepsd, pEA2-CREE and  pFRAuE verlon etubeed simdsr intubalory ettt on 'uolase
Aoty These fndings sungest thal CREB 15 involved id the $:002 1S uion paiwea of

¥-1 receptor sysiam and 3 achvalson Soman of CRED 5 evsenbas bor fnus pairavay,

Supported by WH OGN 47122,

HPG REGULATIONT

144.1

EFFECTS oF THE MICROINJECTION or $£-
DIHYDROXYTRYPTAMINE {5,6-DHT) INTO THE MEDIAL RAFHE
NUCLEUS {MRN) ON PUBERTY AND FIRST OVULATION IN THE
FEMALE RAT. [Monrov!, ME Cased!, ME Auala', R Chnin’ and
R Domingues 2’ 'UIBR. FES Zaragoza. UNAM. Méico AP 9020 CP 15.000
“tastruto Nacionad de 12 Nutricién ~Salador Zubirin™ il.aboratoric ¢¢ honronas
esteroides)

Thete is evidence that the dorsal raphe nucleus (DRN) and the MRN play 2
different rofe in ihic regulation of gonadotropin secrction We hune shown thas (v
DRN blocks ovullion at pubcrty 1n presens study we gndiyzed the effects of 5.6-
DHT mictoingecrion 1010 the MRN of 30 days-old cats on puberty (ag2 of vaginal .
opening (V.OL age of first sagnal estrous (VED. [7lteursdiol (E) and

prog (P") serum conc Differences in ovulanion rate and aumbes of
@2 shod. were pcf voned The resulls ¢ in Ihe 12bic
Grinp V.0, V.E i Osarvies | € ipgmh | P* (agrmp)
Conteol 40 303 U620 S 35¢C=1 4 323:%0 $uc T
Sham 1220981 1342050 | 386e21 13986130 ) 13:34
sl
Cuinide 135:006% ] 48406 § 3506221 13322241 79:11
Fasten 130 c| 326510 2922207 | 132287 6.3x2 0
Complete] 1S uzl G* 48 0=3.1° 631238 11 S21 Qe 9812

* prO i g controf grosp

Present reselis suggest that in the prepuberial 131 U srC10NIACIAIC 1ANCN 31100
onginang in the MRN plays 2 stimulafon ruvie on esuogen secretion. and did not
panicipie 1 the ecgulation of ovulation
Supported by DGAPA in 208796 1ad PLI5 UNAM

443

SEXUAL DIFFERENCE IN  THE EFFECY OF MATING ON
GOUNADOIROPIN  RELEASING  HORMONE  (GnRH)  NFURONS
EXPRESSING FOS PROTEIN IN THE RABBIT FOREBRAIN M _Cabgl”
C_Bever?, G Guazalee-Manscal® and R Siherd  Mowii g tms
Biotogicas. Unanersidad Veracruzana, AP t13 Xalapa. Ver. CIRA.
CINVESTAV.UAT (Mévrcorand 3Columbia Universans (LSA)

The putposs of this studs was [0 Jetermine. by immunocstechemisin, the
expresston vf the immediate carly gene ¢-fos as an index of necranal actiny
wm celatior to manng w0 GnRH and non GeRH acurons 1 nabbits Mated
female {n=4} and male (1=3) New Zealand rahbits were perfused 90 minutes
after copulanon and tive secuions €30 jnd were sequentiatly acabated wath the
pubycional antibady 0A-i1-823 against fos oncopiotens iGerasas) and the
menoclonat antibsdy HUZH 3gamst GeRH (donated b Dr M Urbanshsy
Fus nuclear staining {dlack reaction product) was detected s the preoptss
area, bed sucler of e st iermunalis, antendar hypothalamis area. mieduat
basat hypotha'anus and inedaal amygdala o maies and females  Hawever,
there was ¥ drastis sex dulference i resgtion to GaRH newrens {brown
vtoplasiie product) which coeapress fos In the female, approsinacly 307
<f GoRH searons also show fos  unmunoreactingy  theeughout  their
rostrocandal distnbution. though they were mamiy concenttated ta the
preopiic area, rear the organun vaitulosum of famind terminalis, and i the
bed nucler of the sten ternnnahs No double labetled cells were detected in
males  Results indacate that rabbis of both sexes express fos protem after
copulatien :n the hypothalamus and limbic system but the womatowenwon
stunulation recen od acin ates thie GoRH sy stem ond,y i fenales
Supported by CONACY T 18435P-N 10 M.C

144.2

RELAXIN'S EFFECT ON THE SYNTHESIS OF
HYPOTHALAM[C OXYTO(‘IN lN LATE PREGNANT RATS

e Depmmems of
'Biomedical Sciences and ‘Animal Science and the "Neuroscience
Program, lowa State University, Ames, lowa 50011,

The objective of this experiment was to 1udy the effext of relaxia on the
synthesis of oxytocin (OT). Relaxin ts known to affat the relexse of OT, boverer
it 1t wockrar whether relaxia also hus 10 effect on the synthesis of OT  Previouws
studies have shown that relaxin adminitered to late pregrant cats causes :h.
np:rssaonolFoimOTcr;rnhollbe‘ hal. Fotiva
factor; therefore its p in cells indi, tha iption within dm wen
being al:eted. The upmnon of Fot in OTecgac cells !ul.omng admininration of
:clmn suggens that OT synthesis o affected by relasia. Wewiad msin

ion 1o funther & gate thn yosh.ur Four grovps of ras were
u.d;.-d ovanectomized Late pregrunt cazs treazed with or »ubout syttenan rdann,
unteestead eastrol fats 12.4 Bim ovanatomined rast. Thiee dilicrees ume poians
POt o pantynua v e kato compare the amounti of OT eRNA proseat in
the twpnoptic (SON - uinenincular avdlo @ e ¢ grovps Oligonvcionde
praba labeled math %« - male 10d wsed to bind to the OF mRNA found «
120, FoLlowing hybrdizs-:a. dudes containing bypothals nc brain sections aere
exposed to radographu fiim. Subsequently, the fdm v Seveloped and image
aulyss was used 1o quantrstively compare between treatments Anatvas of .t
duta showy 4 Jerver population of OT mRNA 1n the SON of smmals sk
carcelating selaxin Funther resuhis wall be discuniad: havever, the presen: data
indscate that eelaxio Gacalitates the symbesis ¢f OT dunrg pregaancy. Suppon tor
this cesearch came from USDA, CSRS, NRICGP Competitive Grant 93-37223-
3963

144

SCASONAL NATURE OF THE ESTRADIOL- INDUCCD FOS EXPRESSION 1N A
SUBSET OF ESTROGEN RECEPTOR-CONTAINING NEURQ\S INTHE
PRECPTIC AREA OF THE EWE. [ Stefangvit ., B A Adring and RL_Gowdmsn
Dept of Physiology, West Viegisia Univertity, Morgaatown, WV 26106 and s3¢h Hkh
Scr. Grand Valley State Uaiv, Allendale, M1 19301

n he cae, sexonal anesirus resulis from 2 change in (e hypodhatamic respoasnencss
© esradiol (E:) negative feadbach Vanous stadics have demonstrated 2 rake of
hypothalamic dopaminrrgic cell groups in thus sexsonally dependent € effect However,
these neuroas do not posses a-estrogen receptons (ER), therefore suggestiag enisierce of
another ncural system mediating £y inhibitioa. We have peevidusly reported (Nevrowi
Absy 21.1291,1995) thas 7 days of E; weatmenl during asesirus significandy ircreased
the of ER inng aduurons g the diate early gzoe product
Fos {1.7% vi. 178%) ix the preopiic area (POM. near the OVLT. dut not n other
hypothalamic arcas. To test the hypothesis that tivation of these ER-Contameeg
neuroas occurs only in ancestrus, we compared the elfect of £, treatment on Fos - £R
cohxalization. during the breeding scason and anaatrus. wiihzing the newly avalable
mouse anti-human ER antbedy (Dako Corpoeation) Ohastctomized (OVX). Seeding
scason ewes were bled for 4 hours at 17 min intervals, and implanted with erther 3 dland
(n>3). or E; filied (n=3), 0.3 em Silastic captule Seven days later. animals weve bied
again for 4 hours at 12 muy intervals. dwr beaint fived, mnmf.!. sectioned and stunad
for ER and For using s dual i € faiied 0

ly increase the g of ER. ining acurony Foy (OVY

472192 ws OV\AE} 18120.85%) The same procedure was repeated in ancther
group of {0 animals during anestrus: hypothalarniic sactions from 2 OVX and 2 OVX-E,
eues have been aualyzed Both €, treated and coatrol animals exhubited ER * Fos
coivcalization that closely follows our previous findings 1n anestrous ewes (16 1% and
104% «s 32% and 1.9% respectively) Thess date suggest thal a swbset of ER-
contaming neuroas in the POA near the OVLT plays a role in the seasona’ change
response to £y negative feedback. Support. RO1-HD17364

Society For Neuroscience, Volume 24, 1998
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511, INHIBITORY ACTION OF GOSSYPOL ON THE GROWTH OF MAT-LyLu PROSTATE CANCER CELLS IS
ASSOCIATED WITH STIMULATION OF TRANSFORMING GROWTH FACTOR-j, (TGF-p,). J Jiang', SK Kulp', Y
Sugimote!, ¥ Zhang!, YC Lin.! Lab Reprod & Molec Endocrinology, College of Vet Med, Ohio State Univ, Columbus, OH !

Gossypol (GP), a polyphenolic compound naturally occurring in cottonseed, has gained interest as an anticancer agent. \y,
have shown that GP inhibits in vitro growth of PC3, MCF-7 and primary cultured human prostate cells, as well as the in
vivo tumor growth and lung and lymph node metastasis of the androgen-independent prostate cancer cell line, MAT-LyLy,
after implantation into Copenhagen rats. Our previous results implicated the induction of TGF-p; mRNA expression as a
mechanism of growth inhibition in PC3 human prostate cancer cells in vitro. The present study examined GP’s effects on the
growth of MAT-LyLu cells and its mechanism of action, For DNA synthesis, MAT-LyLu cells were treated with different
concentrations of GP (0, 0.25, 0.5 and 1 pM) for 24 h, followed by 3 h treatment with *H thymidine (5 nC¥/m!). GP caused
reductions in DNA synthesis of 33.4%, 53.2%, and 94.3% at 0.25, 0.5 and 1 uM, respectively (p<0.05). Similarly, GP
prolonged the doubling time of MAT-LyLu cells by 33%, 42% and 89.8% at 0.25, 0.5 and 1 pM, respectively. RT-PCR revealeq
that GP at concentrations of 0.5 and 2.0 pM induced 2-fold and 3-fold increases, respectively, in TGF-, mRNA levels. ELISA
results showed that, at a concentration of 4 uM, GP caused a 3-fold increase in TGF-B, protein secretion. The results indicate
that the inhibitory action of GP in MAT-LyLu cells involves the induction of TGF-f,. Currently, we utilize the
MAT-LyLu-Copenhagen rat system as an in vivo model of metastasis. We have isolated metastatic cells from the lungs of
MAT-LyLu tumor-bearing Copenhagen rats, which result in tumor growth upon reimplantation into this rodent prostate
cancer model. This in vivo model will be used to continue our investigations of the effects of GP and other chemotherapeutic
agents on metastasis. (NIH grants CA66193 and P30CA16058)

512. EFFECTS OF THE INJECTION OF 5,6-DIHYDROXYTRYPTAMINE (5,6-DHT) INTO THE DORSAL (DRN) OR
MEDIAL (MRN) RAPHE NUCLEUS ON FIRST OVULATION. J Monroy!, ME Castro!, ME Ayala’, R Dominguez.! Biology of
Reproduction Research Unit, FES Zaragoza UNAM, Mexico DF, Mexico.}

The serotonin inervation of the hypothalamus derives from neurons located in the dorsal and medial raphe nuclei. In the
adult rat these nuclei play different roles in that regulation of secretion of GnRH and gonadotropins. Also there is evidence
that the participation of serotonin in the regulation of gonadotropin secretion is different in adult and pre-pubertal animals.
Based on this observations we decided to analyze the effects of the injection of 10 mg of 5,6-DHT or ascorbic acid into the
DRN or MRN of 30-day-old rats on first ovulation. A nontreated control group was also included. The animals were

" sacrificed on the day of first vaginal estrus. Ascorbic acid injection into the DRN or MRN did not affect ovulation(16/18 and

10/14 ovulated vs. 37/47) nor the number of ova shed (8.9£0.7, 9.3£.7 vs. 8.9+.4) The injection of 5,6-DHT into the DRN
resulted in the partial blockade of ovulation (11/26'did not ovulate vs. 2/18 injected with ascorbic acid, p<0.05). The number
of ova shed by ovulating animals was lower (6.410.6 vs. 8.910.7, p<0.05). YWhen the injection of the 5,6-DHT was realized into
the MRN, the ovulation rate and the number of ova shed were similar to those injected with ascorbic acid. This resuit
suggests that the serotoninergic innervation arising in the DRN is essential for the ovulation occurring at puberty, while it
seems that the MRN did not participate. Supported by DGAPA IN-2088796, PAEP and PUIS.

513. EFFECTS OF THYMULIN INJECTION TO INFANTILE THYMECTOMIZED MICE TREATED WITH
GONADOTROPINS. I, Garcia', P Rosas!, R Dominguez.! Biology of Reproduction Research Unit, FES-Zaragoza, UNAM,
Mexico DF, Mexico.!

Thymectomy performed on 10-day-old mice delays puberty and decreases follicular population (Biol Reprod 52, Supp
1:296). In prepubertal mice, thymulin stimulates gonadotropin {(GnRH)-induced ovulation (Biol Reprod 54, Supp 1:115). We
studied the ovulatory response to GnRH administration in 10-day thymectomized mice (Tx-10) and the effects ¢f thymulin
treatment prior to GnRH injection. Beginning on day 10 of age, groups of Tx-10 and control mice were treated daily with
thymulin (12 ng/g bw) or saline. On day 25 the animals were injected with 11U of eCG, 54 h later with 3 [U of hCG and
killed 20 h later. The ovulation rate was similar in contrel and Tx-10 mice treated with GnRH. The number of ova shed
(7.620.8 vs. 13.4£1.3, P<0.05) and the uterine weight (50.0:2.9 vs. 95.5£11.7, P<0.05) were significantly lower in
Tx-10-GnRH-treated mice. In control animals thymulin injection did not modify GnRH-induced ovulation, while in Tx-10
mice, thymulin treatment provoked a significant increase in the number of ova shed (11.840.6 vs. 7.640.8, P<0.05) and
uterine weight (84.9+4.6 vs. 50.0+2.9 mg, P<0.05). Estradiol (7.2+1.5 vs. 33.618.8, pg/ml, P<0.05) and progesterone (5.6:1.0
vs. 9.0+0.6 ng/ml, P<0.05) serum levels were significantly lower in Tx-10 animals. Thymulin administration prior to GnRH
injection to normal animals resulted in a decrease in estradiol and progesterone serum levels (8.422.0 vs. 33.618.8; 6.1:0.7
vs. 9.040.6, P<0.09). In Tx-10 thymulin-GnRH-treated animals, estradiol levels increased (14.012.7 vs. 7.2x1.5, P<0.05).
Present results suggest that thymulin is responsible for the low ovulatory response to exogenous GnRH in Tx-10 mice.
Thymulin also seems to play a role in the regulation of steroid hormone release. Supported by DGAPA IN225598.

514. TO DETERMINE THE EFFECT OF NEUROTOXIC LESION OF THE ARCUATE NUCLEUS ON REPRODUCTIVE
FUNCTION IN THE GROWTH-RESTRICTED FEMALE RAT WITH DELAYED PUBERTY. DE Hendricks Jr!, EA Meyers',
JE Rhea', K-D Vo!, H Anson.! Biology Dept, Washington and Lee Univ, Lexington, VA.'

A single injection of monosodium glutamate (MSG) to the necnatal female rat destroys glutamate sensitive neurons in the
arcuate nucleus (ARC) and subsequently induces precocious puberty {Neuroendocrinology 52:143-149; 1990). We determined
if such glutamate sensitive neurons play a role in the transduction of metabolic signals to the reproductive axis of the
developing female rat. In our model puberty is delayed by growth-restriction, but may be rapidly reinstated by

252



	Portada 

	Índice

	Resumen 

	Introducción 

	Planteamiento del Problema  

	Hipótesis 

	Objetivos 
	Materiales y Método

	Resultados

	Discusión  
	Conclusiones 

	Perspectivas
	Bibliografía

	Apéndice 
	Discusión 
	Bibliografía 

