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COMENTARIOS PRELIMINARES

Las investigaciones llevadas a cabo en la década del se

senta acerca de la distribución de los neurotransmisores a

minérgicos en el sistema nervioso central permitieron la de

tección de serotonina (5-HT) en el hipotálamo. Por ese en

tonces, el hipotálamo ya habia sido vinculado con el control

de la secreción de las gonadotrofinas hipofisarias; en con

secuencia, el hallazgo de 5-HTen esta región se interpretó

comouna posible relación entre el neurotransmisor y la men

cionada secreción hormonal.

Los primeros datos experimentales que apoyaron esta hi

pótesis se refieren al hallazgo de alteraciones en la ovula

ción inducida, producidas por la administración de 5-HTy,a
la inhibición de la liberación de la hormonaluteinizante

(LH) en un sistema "in vitro" debido a la presencia de 5-HT

en el medio de incubación. Estas observaciones dieron origen

a una relativamente abundante bibliografía que avala la exis
tencia de una correlación entre la actividad del sistema se

rotoninérgico y la secreción de LH. Así, y de acuerdo con lo

descripto en estos trabajos, la administración sistémica o

intraventricular de S-HT,la inhibición de su síntesis, recap
tación o degradación, el bloqueo de sus receptores y la esti

mulación o lesión de las neuronas serotoninérgicas alteran la

descarga de LH. Asimismo, también se observaron cambios en el



metabolismo de S-HT asociados a la descarga de la hormona.

Noobstante, y a pesar de que estas observaciones/sugieren

y hasta podría decirse que aseguran la participación de la

5-HT en el control de la secreción de LH, no hay consenso cuan

do se le debe asignar a este neurotransmisor una función y sitio
de acción.

El objetivo del presente trabajo de Tesis es tratar de di

lucidar estas características de la participación de la 5-HT

en el control de la liberación de LH, utilizando un modelo que

reüna las condiciones óptimas para el estudio de los mecanis

mos nerviosos que regulan la secreción de esta hormona. En es

te sentido, la descarga preovulatoria de LHcumple con tales

requisitos- por tanto, se escogió comomodelo el ciclo estral

de la rata. En estas condiciones se intentará responder a los

siguientes interrogantes:

¿Participa la serotonina en 1a regulación du la secreción

preovulatoria de LH?

¿Aqué nivel ocurre esta participación? ¿Su efecto es esti
mulatorio o inhibitorio?

¿Cuál es la importancia fisiológÍCJ de la serotonina en la

regulación de la secreción preovulatoria de LH?



l. ANTECEDENTES HISTORICOS

En los primeros años de este siglo se comenzó a relacio

nar a la hipófisis con el control de la actividad ovárica co

moresultado indirecto de estudios sobre las alteraciones

morfológicas de la glándula pituitaria luego de la castra

ción (Fichera, 1905; Fee y Parkes, 1929, 1930). Poco después,

Long y Evans (1922)'demostraron definitivamente este concep

to, realizando un experimento clásico: la inducción de la

ovulación en conejos mediante la inyección de extractos hi

pofisarios (Everett, 1978).

La ingerencia del sistema nervioso central (SNC)en el

control de la fisiología ovárica se comprendió, años más tar

de, al observarse que la ovulación podía ser inducida por

la estimulación eléctrica del Cerebro (Marshall y Verney,

1936) y, más específicamente, del hipotálamo (Haterius y

Derbyshire, 1937; Harris, 1937). Este resultado originó una
serie de estudios destinados a desentrañar los mecanismos

nerviosos que comandanla actividad hormonal hipofisaria

cuya finalidad es la ovulación.

Hinsey y Markee hallaron, en el año 1933, que la sección

del tronco simpático que inerva la glándula pituitaria no al

teraba la ovulación refleja. Propusieron la existencia de al

gún factor nervioso que, proveniente de la "pars nervosa" de

la glándula pituitaria, pasaba a la "pars distalis" donde



actuaba "hormonalmente" regulando la actividad ovuladora de

la hipófisis. Simultáneamente, la descripción del sistema de

vasos porta hipotálamo-hipofisario (Popa y Fielding, 1930)
y la dirección de su flujo sanguíneo desde 1a base del cere

bro hacia la hipófisis (Houssay y col., 1935; Wislocki y

King, 1936) llevaron a sugerir a la circulación portal como

la via de acceso de los mensajes nerviosos a la "pars dis
talis".

Del conjunto de estos conceptos surgió 1a teoría neuro

humoral de 1a regulación hipofisaria que, ya en el año 19u8,

contaba con numerosas evidencias experimentales (Harris,

19u8) y que más tarde recibió el inestimable apoyo de la des

cripción de la neurosecreción (Bargmann, 19U9; Scharrer y

Scharrer, 19H0, 195“).

Algunos años después, leann y sus colaboradores, utili

zando un bioensayo, hallaron en el hipotálamo y en la eminen

cia media una actividad liberadora de la hormonaluteinizante

(LH) (McCanny col., 1960) y la postularon como posible esti

mulante fisiológico de la secreción de esta hormona (McCann,

1962). La sustancia fue posteriormente purificada, secuéncia—

da y sintetizada químicamente (Burgus y Guillemin, 1970;

Schally y col., 1971; Matsuo y col., 1971; Schally y col.,

1973). Se la denominó hormona hipotalámica liberadora de LH

(LH-RH,del inglés: luteinizing hormone-releasing hormone).
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La secreción de LH-RHes la señal nerviosa final de la casca

da de pasos relacionados con la liberación de las gonadotro
finas hipofisarias.

La regulación de la secreción de LH-RHes sumamente com

pleja. Intervienen en ella factores humoralesperiféricos,

entre los que se cuentan los esteroides gonadales (Sherwood

y col., 1976; Apfelbaum y Taleisnik, 1976), factores hormo

nales locales que llegan a través del liquido cefalorraquí

deo (Rodríguez, 1976) y aferencias nerviosas a las neuronas

peptidérgicas (LH-RH),pudiendo ser estas aferencias tanto

extra comointrahipotalámicas.

Todavía se desconocen los circuitos nerviosos que parti

cipan en la regulación de la secreción de LH-RH.Tampoco se

tiene seguridad acerca de la naturaleza quimica de los me

diadores que intervienen en 1a transferencia de información

desde las aferencias nerviosas a la neurona productora de

LH-RH.

Los primeros sistemas de neurotransmisores en ser rela

cionados con el Control central de la liberación de las go

nadotrofinas fueron el adrenérgico y el colinérgico (Sawyer

y col., 19U7, 19u9; Everett y col., 1949).

A partir de los años 60, se comenzó a dar importancia al

sistema serotoninérgico comoposible integrante de los
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mecanismos de control de la secreción de LH (O'Steen, 196“;

Lippman, 1968). Sin embargo, a pesar de que durante los últi

mos años ha sido incesante la publicación de trabajos que

relacionan a la serotonina con 1a secreción de LH, no se ha

resuelto aún el problemade 1a identificación del sitio, ti

po y modo de acción de este neurotransmisor ni de la impor

tancia fisiológica de su participación en este fenómenoneu

roendócrino.
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1.1. HORMONAHIPOTALAMICA LIBERADORA DE LH (LH-RH)

1.1.1. Biosïntesis y catabolismo

El LH-RHfue una de las primeras hormonas hipotalámicas

que se aisló y cuya estructura quimica fue inmediatamente

determinada (Natsuo y col., 1971; Schally y col., 1973). Es

un decapéptido que presenta en su extremo C-terminal un áci

do piroglutámico. La neurohormona se sintetiza en los ribo

somas ubicados en los cuerpos neuronales, en la forma de un

prepropéptido de un peso molecular de 10.000 Daltons (Seeburg

y Adelman, 198H). Con la pérdida del péptido señal que se en

cuentra en el extremo C-terminal se transforma en un propép

tido que contiene: la secuencia de los diez aminoácidos del

LH-RH;una secuencia de tres aminoácidos (Fly-Lys-Arg) que

corresponde a una señal típica del procesamiento de una pro

hormona y es necesaria para el clivaje enzimático (Gubler y

col., 1982) y, finalmente, en el extremo N-terminal, 56 ami

noácidos que dan origen a un péptido denominado 6%? (Cn-RH

Associate Peptide) (Seeburg y Adelman, 1984; Nikolics y col.,
tiene actividad1985). Este "GAP",recientemente aislado,

liberadora de gonadotrofinas pero inhibe la secreción de pro

lactina a nivel hipofisario (Nikplics y col., 1985). El pro

ceso de maduración del propéptido se realizaría a lo largo

del axón (King y Anthony, 1983, 198"). El LH-RHse almacena

en vesículas secretoras de los terminales nerviosos de la
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eminencia media (Goldschmidth y Ganong, 1975; Barnea y col.,

1976; Pelletier y col., 1976).

Peptidasas presentes en varias regiones cerebrales y en

la hipófisis degradan a la molécula de LH-RH.Los productos

de degradación aislados son: (l-6)LH-RH, (l-HjLH-RH, (7-10)

LH-RH, (l-9)LH—RHy glicinamida; también se han descripto

formas acetiladas que tendrían una actividad biológica dife

rente de la del péptido original (Griffith y lbDermott, 198H).

Recientemente se ha purificado de hipófisis bovinas dos en

dopeptidasas que hidrolizan uniones especificas de la molé

cula. Algunos autores proponen a estos pasos del catabolismo

de LH-RHcomo integrantesúdelos mecanismos que regulan la

liberación y acción de la neurohormona (FcDermott y col.,

1982). En el plasma la degradación también involucra dos

endopeptidasas aparentemente diferentes de las hipofisarias

y cerebrales (VCDermotty col., 1982).

la molécula de LH-RHcareceDebido a su pequeño tamaño,

de estructura secundaria definida, pues, de acuerdo a los da

tos provenientes de estudios de resonancia magnética nuclear

y carbono 13, no habría uniones puente hidrógeno intramole

culares y los enrollamientos al azar serian los predominantes

(Dence, 1980).

El LH-RHestimula la secreción de LH y de FSH por lo que

se ha sugerido que sólo existe un factor que regula la
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liberación de ambas gonadotrofinas (Shahmneshy Jeffcoate,

1976). No obstante, comoson varias las condiciones fisioló

gicas y experimentales en las cuales se disocia la secre

ción de LH y de FSH, muchos investigadores especulan aún con

la existencia de un FSH-RH(Igarashi y IbCann, 196"; Chappel

y Barraclough, 1976; Lumpkin y leann, 1979, 198H).

1.1.2. Localización en el sistema nervioso central

El desarrollo de un estudio sobre el control nervioso de

la secreción de LHrequiere del conocimiento preciso de la

localización de las neuronas que sintetizan LH-RH.Por esto,

desde el mismo momento en que esta neurohormona fue hallada

en extractos hipotalámicos, se dedicaron muchas horas de in

vestigación para obtener la información necesaria acerca de

la distribución de los cuerpos y axones de estas neuronas pep

tidérgicas.

A1 aplicarse técnicas bioquímicas y radioinmunológicas,

se ubicó la mayor proporción de LH-RHen el tallo hipofisa

rio, en la eminencia media y en zonas más rostrales como el

septum, el área preóptica y el núcleo supraquiasmático (Pal

kovits y col., 197M; Wheaton y col., 1975; Selmanoff y col.,

1980). Estas técnicas proveen información sobre 1a cantidad

de LH-RHpresente en cada una de las regiones estudiadas,

pero no permitenubicar las zonas donde se sintetiza el
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péptido ni los haces que forman los axones de las neuronas.

El desarrollo de métodos inmunocitoquímicos y de transporte
retrógrado y, la utilización de aminoácidos radiactivos fa

cilitó el estudio de la organización del sistema LH-RH.Va

rios grupos contribuyeron al conocimiento que actualmente

se tiene sobre la distribución de las neuronas que sintetizan
y secretan LH-RHen el sistema nervioso de diferentes mami

feros: (King y Anthony, 198"; Anthony y col., 198“) o en una

especie en particular: rata (Sétáló y col., 1975; Witkin y

col., 1982) conejillo de Indias (Barry y col., 197“; Mazzuca

y Dubbis, 1974; Silverman y Krey, 1978), hamster dorado

(Jennes y Stumpf, 1980), ratón (Naik, 1975), monos (Barry y

Carette, 1975; Silverman y col., 1977) y oveja (Adris y col.,
1985).

En la rata, las neuronas productoras de LH-RHson gene

ralmente fusiformes (10 um). Los somas de las células se dis

tribuyen difusamente en una región que está comprendida entre

el bulbo olfatorio accesorio y el área retroquiasmática del

hipotálamo. La mayoría se aglomera en el núcleo del lecho de

la banda diagonal de Brocca, en la zona ventral del núcleo
Il Ilintersticial de la stria terminalis, en el núcleo septal me

dio, en el área preóptica media y en los núcleos periventri—

cular y supraquiasmático'preópticos (Sétáló y col., 1978;

Witkin y col., 1982; Shivers y col., 1983). Algunos autores
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han observado células que sintetizarían LH-RHen el núcleo

supraquiasmático y en el área hipotalámica anterior (Schnei

der y col., 1969; Sétáló y col., 1976 a; Shivers y col.,

1983). En la rata no hay neuronas que sinteticen LH-RHen

el hipotálamo basal, pues no sólo no han sido detectadas (Sé

táló y col., 1975; King y Anthony, 198H) sino que la desafe

rentación del hipotálamo a la altura del núcleo supraquias

mático produce la desaparición total de la inmunorreactivi

dad por detrás del corte (Palkovits, 1979).

El sistema de fibras de LH-RHque inerva la eminencia me

dia tiene su origen en los cuerpos neuronales del septum me

dioocaudal y del área preóptica-supraquiasmática (Merchentha

1er y col., 1980). Estos mismosautores sugieren la existen

cia de tres fascículos: medio, mediano y lateral (el más im

portante) y de un pequeño haz de fibras contralaterales. La

mayoría de los axones corren por la cara ventral del hipotá

lamo y terminan en la capa externa de la eminencia media a

nivel de los capilares del plexo hipotálamo-hipofisario,

aunque también se describen fibras que corren paralelas al

piso del tercer ventrículo y que terminan en la capa subepen

dimaria (Kordon y col., 197H; Nelrose y Knigge, 1985). A me

dida que las fibras ingresan por la parte rostral de la emi

En la rata muy pocasnencia media divergen progresivamente.

fibras alcanzan el tallo hipofisario y prácticamente ninguna
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proyecta a la neurohipófisis (Anthony et al., 1984). Apoyan

do la hipótesis de los fasciculos, Selmanoff (1981) encontró

mayor concentración de LH-RHen la zona lateral de la eminen

cia media que en su zona media.

Este sistema de neuronas se denomina preóptico-supraquias

mático-tuberoinfundibular; consiste, además, en una verdadera

unidad funcional: sintesis (septum-área preóptica-supraquias

mática), transporte (área retroquiasmática), almacenamiento

y secreción (eminencia media) (Merchenthaler y col., 1980).

Si bien este sistema seria el único coniunto de neuronas

LH-RHorganizado como fasciculo, la eminencia media no es de

ninguna manera la sola estructura que recibe inervación de

fibras que contienen LH-RH.Algunas de las fibras que se ori

ginan en las áreas más rostrales inervan el bulbo olfatorio,

1a habénula, la amígdala y el hipocampo. También se han obser

vado fibras descendentes que, siguiendo el camino del fas

ciculo prosencefálico medio, llegan al complejo mamilar, y

continúan aún más caudalmente (Samson y col., 1980).

Los axones qUe parten de las neuronas ubicadas en la ve

cindad de la "stria terminalis", en el órgano vasculoso de

la lámina terminal (OVLT)y en el núcleo supraquiasmático

preóptico, inervan el OVLTterminando en los capilares del

sistema porta de este órgano circunventricular (Sétáló y col.,

1976 b; Witkin y col., 1982). Después de la eminencia media,
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el OVLTpresenta la más alta concentración de LH-RHen el

SNC(Selmanoff y col., 1980). Sin embargo, parecería no tener

participación en la descarga preovulatoria de gonadotrofinas

pues,aunque algunos autores encontraron durante el ciclo una

modificación de la concentración de LH-RHen el OVLT(Sétáló

y col., 1976 b; Wenger y Leonardelli, 1980), otros no obser

varon ninguna variación (Baker y Dermody, 1976; Kdaayashi y

col., 1978; Krause, 1979). Además, la desaferentación hipo

talámica que bloquea totalmente la ovulación no altera la

concentración del péptido en este órgano (Weiner y col.,
1975).

1.1.3. Control nervioso de la secreción de LH-RH

Uno de los mecanismos que regulan 1a actividad de las

neuronas que sintetizan y liberan LH-RHes la integración de

las aferencias nerviosas que, provenientes de diferentes zo

nas del SNC,llegan a las distintas partes del sistema pre

óptico-supraquiasmático-tuberoinfundibular. En este sentido
es importante conocer tanto cuáles son los neurotransmisores

involucrados comolos circuitos nerviosos a los que pertene

cen.

La región donde están ubicados los cuerpos celulares de

las neuronas peptidérgicas tiene conexiones con los sistemas

visual y olfatorio; con el sistema límbico, específicamente
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con la amigdala, el septum y el hipocampo; con el mesencéfa

lo y con el hipotálamo (Nauta y Haymaker, 1969). Todas estas

estructuras extrahipotalámicas ejercerían diferentes influen

cias sdare el control de la secreción de LHya sea regulando

directamente la secreción de LH-RHo bien mediando estímulos

ambientales como la duración del periodo de luz, respuesta a

las feromonas, etc.

La ingerencia que tienen los mecanismos visuales sobre

la secreción gonadal y la duración y el mantenimiento del ci

clo estral se conoce desde el comienzo de la investigación

de los mecanismos de reproducción (Brovman, 1937; Everett,

1970). La interacción entre el sistema visual y la secreción

de LHse realizaría a través del haz de fibras retino-hipo

talámicas que son independientes de la corteza visual (Noore

y Lenn, 1972; Hendrikson y col., 1972), y estaría mediada por

la glándula pineal (Preslock, 198H).

Los estímulos olfatorios también serian importantes en

la regulación de la actividad reproductora (Whiten y Cham

plin, 1973; Tyler y Gorski, 1980). En este caso 1a conexión

principal se origina en el bulbo olfatorio accesorio quien

proyecta a la amígdala y a1 núcleo del lecho de la "stria

terminalis". Entre las evidencias que involucran al sistema

olfatorio con los mecanismos de reproducción se encuentra

la observación de que el olor del macho puede inducir la
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ovulación en ratas que eran anovulatorias por exposición a

la luz continua (Johns y col., 1978) y, el hecho de que la

estimulación del bulbo olfatorio incrementa la secreción de

LH (Beltramino y Taleisnik, 1979).

El sistema limbico y la región preóptica-hipotalámica

están conectados entre si a través del fascículo prosencefá

lico medio, a través de la "stria terminalis" (amigdala) y

por medio de las fibras precomisurales del trígono (hipocam

po). Diferentes grupos de investigadores han examinado la

participación del sistema límbico en la regulación de la

secreción de LH(Riss y col., 1963; Everett y col., 196u;

Velasco y Taleisnik, 1969 a; Kimura y Kawakami, 1978). La

estimulación de la zona media de 1a amígdala induce ovula

ción (Velasco y Taleisnik, 1969 b) y liberación de gonado

trofinas (Kavakamiy col., 1973). También se ha descripto

que la estimulación de 1a amígdala media durante el proes

tro (antes del período crítico) adelanta el pico preovula

torio de LH (Carrillo y col., 1977); en cambio, si la co

rriente se aplica en la zona basolateral, disminuye la mag

nitud de la descarga (Carrillo y col., 1977). La lesión de

la amígdala media o 1a transección de la "stria terminalis"

en el proestro bloquea la ovulación, pero, eventualmente,

los ciclos se reinician (Velasco y Taleisnik, 1971; Velasco,

1972).
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La conexión entre el mesencéfalo y la región preóptica

hipotalámica se realiza a través del fasciculo prosencefáli
co medio (Brodal, 1981). Este haz de fibras contienen una

parte de los axones de las neuronas cuyos cuerpos celulares

forman los núcleos aminérgicos del mesencéfalo. bbdiante es

tudios electrofisiológicos y lesiones se han involucrado di

ferentes áreas del tronco encefálico en la regulación de la

secreción de las gonadotrofinas (Carrer y Taleisnik, 1970).

La identidad de los neurotransmisores relacionados con

la secreción de LH-RHestá aún lejos de conocerse; sin em

bargo, muchasevidencias sugieren la participación de las
monoaminas,de la histamina y de la acetilcolina (revisio

nes: IbCann y lbss, 1976; Weiner y Canong, 1978; Barraclough

y Wise, 1982; Kalra y Kalra, 1983).

Las catecolaminas fueron unos de los primeros neurotraní
misores en ser relacionados con los mecanismos nerviosos

que regulan la ovulación (Sawyer y col., 19u7); a la nora

drenalina (NA)se le atribuye una función estimulatoria, en

cambio, para las otras dos catecolaminas, la dopamina (DA)

y la adrenalina (A), los resultados experimentales son con

fusos, siendo difícil aún decir que efecto tienen.

En el hipotálamo (Donoso y Moyano, 1970) y, específica

mente, en el núcleo supraquiasmático (Selmanoff y col., 1977)

y en la eminencia media (Negro-Vilar y col., 1977) la



descarga preovulatoria de LH (Barraclaugh y Sawyer, 1957;

Ratner, 1971), la inducida por los estrógenos y progestero

na (Kalra y col., 1972) y la secreción pulsátil de LHcarac

teristica de las ratas ovariectomizadas (Heick, 1978). Los

inhibidores de 1a síntesis y del catabolismo de 1a NAtam

bién anulan el pico de LHinducido por el estradiol (Kalra

y col., 1972; Kalra y McCann,197“). En recientes trabajos

se sugiere la posibilidad de que un componente B2—adrenérgi—
co participe en la regulación nerviosa de la secreción pre

ovulatoria de las gonadotrofinas (Al-Hamody col., 1985).

Cuando se lesionan las neuronas noradrenérgicas cuyos

axones proyectan al hipotálamo o, cuando se seccionan estas

fibras, se modifica la secreción fásica y la secreción tóni

ca de LH (lbrtinovic y McCann, 1977; Franci y Antunes-Rodri

guez, 1985).

La participación de la dopamina en la regulación de la

secreción de LHno parece ser tan clara, pues, se han des

cripto efectos tanto estimulatorios comoinhibitorios e in
cluso nulos. Durante el comienzo de la secreción hormonal

del proestro se advierte un incremento en la concentración

de DAen la eminencia media (Negro-Vilar y col., 1977), aun

que no se observa ninguna modificación cuando se induce 1a

secreción de LHpor administración de estradiol a ratas cas

tradas (Wise y col., 1981). El "turnover" de la dopamina en
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concentración de NAaumenta durante el período critico de la

secreción de LH. El "turnover" también experimenta un incre

mento en el sistema preóptico-supraquiasmático-tuberoinfundi

bular justamente cuando se verifican cambios en la concentra

ción de LH-RHen estas zonas (Crowley y col., 1978; Rance y

col., 1981; Coombsy Coen, 1983). Si este aumento del

"turnover" se bloquea con fenobarbital no se produce la li

beración de las gonadotrofinas ni la de prolactina. La se

creción de LH inducida por estrógenos también está acompa

ñada por un aumento de 1a actividad del sistema noradrenér

gico (Wise y col., 1981); igualmente la retroalimentación

negativa de los estrógenos sobre la secreción de LHinvolu

craría a la noradrenalina del área preóptica (Johnston y

col., 1984) y del hipotálamo medio basal (Adris y col.,

1980).

La presencia de noradrenalina en el medio donde se in

cuban eminencias medias estimula significativamente la se

creción de LH-RH,este efecto es anulado por un bloqueante

a-adrenérgico comola fentolamina (Negro-Vilar y col., 1979).

Estudios "in vitro" realizados recientemente sugieren la

participación de la NAen el aumento de la sensibilidad hi

potalámica e hipofisaria inducida por el estradiol, que se
verifica durante el ciclo estral (Viyake y col., 198u).

La administración de agonistas a-adrenérgicos bloquea la
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la eminencia media disminuye durante la liberación de LH-RH

(Ahren y col., 1971; Rance y col., 1981).

En la incubación conjunta de hipófisis y eminencias me

dias, el agregado de DAestimula 1a liberación de LH (Schnei

der y PbCann, 1970) o no tiene efecto (Quijada y col., 1973).

Actuando sólo sobre las eminencias medias, la dopamina esti

mula 1a secreción de LH-RH(Negro-Vilar y col., 1979), aunque

también se describieron inhibiciones (Fuxe y Hóckfelt, 1970)

o ausencia de efecto (Rotsztejn y col., 1976; Lengyel y col.,

1985). En sinaptosomas de hipotálamo de oveja la dopamina es

timula la secreción de LH-RH(Bennett y col., 1975).

La inyección intraventricular de dopamina aumenta los ni

veles séricos de LH (Kamberi y col., 1970) mientras que la

administración de agonistas los disminuye (Drouva y Gallo,

1976). Con el empleo de antagonistas dopaminérgicos tampoco

se han obtenido resultados concluyentes (Drouva y Gallo, 1977).

Evidentemente, la función que desempeña 1a dopamina en los

mecanismos que regulan 1a secreción de LH es aún incierta;

además, su estrecha relación con la secreción de prolactina

dificulta la interpretación de los resultados.

En cuanto a la tercera catecolamina, la adrenalina, se

sabe que su infusión en el tercer ventrículo restaura la ovu

lación en ratas bloqueada con Nembutal (Rubinstein y Sawyer,

1970) y adelanta la secreción preovulatoria de LHsi 1a



25

infusión se realiza antes del periodo crítico (Kalra, 1985).

Los inhibidores de la feniletanolamina-N-metiltransferasa,

enzima que cataliza la síntesis de la adrenalina, suprimen

la descarga preovulatoria de LHv 1a inducida por estrógenos

(Crowley y Terry, 1981; Crowley y col., 1982; Coen y Coombs,

1983). La concentración de A y su "turnover" aumenta en el

hipotálamo medio basal y en el área preóptica durante el pe

ríodo critico del proestro (Sheaves y col., 198u).

El sistema colinérgico también estaria involucrado en

la regulación de la secreción de las gonadotrofínas (Everett

y col., 19H9), pero esta relación todavía no ha sido sufi

cientemente explorada. Kawakamiy colaboradores (1979) obser

varon que el implante de acetilcolina en el área preóptica
media de ratas ovariectomizadas aumentaba la descarga de LH

inducida por estradiol. La inyección intraventricular de a

cetilcolina estimula la secreción de LH, efecto bloqueado

por la atropina (Vijayan y thann, 1980). El agregado del

neurotransmisor al medio donde se incuban hipotálamos esti

mula la secreción de LH-RH(Richardson y col., 1982).

El estudio de la participación de otras sustancias aún

se encuentra en sus principios. Neurotransmisores comola his

tamina y el ácido gamma-aminobutírico (GABA)no han acumulado

muchas evidencias sobre una posible relación con la regula

ción de la secreción de LH; 1a mayoría de los trabajos se
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refieren a la acción que ejercen sobre la liberación de pro

lactina. Para la histamina se han descripto efectos estimula

torios en ratas ovariectomizadas tratadas con estrógenos

(Líbertun y DhCann, 1976; Donoso y col., 1976) y en la secre

ción preovulatoria de LH (Donoso, 1978), aunque también se

observó un efecto inhibitorio en machos (Donoso y Banzan,

1976). Los estudios referentes a un posible papel del GABA

en la secreción de LHson ciertamente escasos, en general,

se le atribuye un efecto inhibitorio a nivel de la secreción

de LH-RH(Elias y col., 1982) posiblemente mediando la re

troalimentación negativa de los estrógenos (Fuchs y col.,
198”).

La descripción de diferentes neuropéptidos en el hipo

tálamo tUVocomoconsecuencia la realización de investiga

ciones tendientes a encontrarles una función en los numero

sos mecanismosregulatorios hipotalámicos. Varios intentos

en el campo de la regulación de la secreción de LH indican

que algunas de estas sustancias tendrían un efecto modula

dor (McCann, 1980). Estos resultados son por ahora prelimi

nares salvo, tal vez, en el caso de los péptidos opioides

quienes tendrían un efecto inhibitorio sobre la secreción

de LH (Meites y col., 1979; Barden y col., 1981; Drouva y

col., 1981; Gabriel y col., 1983; Sarkar y Yen, 1985).
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1.2. SEROTONINA

1.2.1. Biosíntesis ygcatabolismo

La serotonina (3-(B-aminoetil)-5-hidroxiindol) se sinte

tiza a partir del aminoácido triptofano en dos etapas. La

primera de ellas consiste en la hidroxilación del triptofano

para dar 5-hidroxitriptofano (5-HTP). La reacción está cata

lizada por la enzima triptofano-hidroxilasa (triptofano-mono

oxigenasa, EC 1.1U.16.u) que tiene un absoluto requerimien

to de oxígeno molecular, pteridina reducida y de Fe++; "in

vivo" presenta una cinética de primer orden. En condiciones

fisiológicas, la concentración de triptofano en sangre no

alcanza para saturarla, tampocopresenta inhibición por pro

ducto (Hamony col., 1981). La segunda etapa es la descarbo

xilación del 5-HTPcatalizada por una descarbolxilasa de

L-aminoácidos aromáticos (EC u.l.l.28) que utiliza comoco

factor al fosfato de piridoxal. La descarboxilasa es unas

70-100 veces más activa que la hidroxilasa; sin embargo, esta
última eS considerada como la enzima regulatoria de la bio

sintesis de la serotonina, a pesar de que el Kmpara su sus
5. - u trato es bajo (3x10 —ux10 F).

La serotonina sintetizada se almacena en vesículas se

cretorias en los terminales nerviosos (Pellegrino de Iral

di y col., 1968; Jaim-Btccheverry y Zieher, 197u, 1980).

El catabolismo de este neurotransmisor se realiza a
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nivel mitocondrial e intervienen en él dos enzimas: la mono

amino-oxidasa (tipo A) y una aldehído-deshidrogenasa. El re
sultado de esta desaminación oxidativa es el ácido 5-hidroxi

indolacético (S-HIA), quien representa de esta manera el me

tabolito final de la degradación de la serotonina.

1.2.2. Distribución en el sistema nervioso central, con es

pecial referencia al hipotálamo y, en la glándula hi

pofisaria

En las primeras décadas de este siglo ya se conocia 1a

existencia de la serotonina comoagente vasoconstrictor y
se sabía de su localización en las células enterocromafines

de 1a mucosa intestinal. Sin embargo, no fue sino hasta la

mitad del siglo que la serotonina fue hallada en el sistema

nervioso central. En efecto, Twarog y Page, en el año 1953,

describieron la presencia de serotonina en el cerebro de nu

merosas especies, entre ellas la rata. Poco tiempo después

y utilizando una metodología diferente, Bogdanski y col.

(1956, 1957) confirmaron estos resultados destacando la pre

sencia de elevadas concentraciones de 5-HTen el mesencéfalo,

diencéfalo e hipocampo. El advenimiento de las técnicas de

histofluorescencia con formaldehído (Falck y col., 1962)

permitió la localización de la serotonina en las neuronas

(Dahlstrom y Fuxe, 196u; Fuxe, 1965).
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A partir de ese momento, la serotonina ha cumplido con

todos los requisitos comopara ser considerada un neurotrans

misor: la ya mencionada localización intraneuronal, su sinte

sis en las neuronas serotoninérgicas (Shields y Eccleston,

1972), 1a liberación al espacio sináptico comoconsecuencia

de 1a despolarización (Ander y col., 196H; Ashkenazi y col.,

1972 a y b; Azmitia, 1981; Héry y col., 1983), la presencia

de enzimas específicas y de mecanismos que controlan su con

centración en la sinapsis, limitando su efecto temporal y,

la posibilidad de contar con antagonistas adecuados (Fuller,
1980).

Los cuerpos celulares de las neuronas serotoninérgicas

están ubicados en su mayoria, en el tronco encefálico forman
do parte de los núcleos del rafe. Desde allí dirigen sus axo
nes hacia diferentes zonas del sistema nervioso central (Fuxe

y col., 1968; Conrad y col., 197“). Estas neuronas presentan

un elevado grado de colateralización y sus proyecciones son

muydispersas. Los axones que proveen la inervación serotoni

nérgica descendente se originan en los núcleos dascurus, pa

llidus y magnus (Browker y col., 1983). Las fibras serotoni

nérgicas que inervan el cerebro anterior y medio se originan
en los tres núcleos del rafe ubicados en el mesencéfalo: el

linearis centralis, el dorsal y el mediano(en la rata, cen;

tral superior). Estas proyecciones forman tres haces
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ascendentes: dorsal, medio y ventral.

El tracto dorsal parte de las zonas media y rostral del

núcleo dorsal del rafe. La región a la que aportan mayor den

sidad de inervación es el complejo caudado putamen, con algu

nas fibras que alcanzan al globo pálido y al núcleo accumbens.

El fascículo medio se origina también en el núcleo dorsal

del rafe e inerva preferentemente la sustancia negra. Por úl

timo, el haz ventral reúne fibras que parten de los tres nú

cleos mesencefálicos del rafe. Estas fibras se dirigen prime

ro ventrolateralmente y, luego de curvarse rostralmente, in

gresan al fasciculo prosencefálico medio a nivel del hipo

tálamo lateral. El tracto inerva el diencéfalo y todas las

zonas cerebrales anteriores (Brodal y Taber, 1960; Andén y

col., 1966; Aghajanian y Bloom, 1967; Aghajanian y col., 1969;

Bobillier y col., 1975; Azmitia y Segal, 1978; Voore y col.,

1978; Conrad y col., 197U; Steinbusch y Nieuvenhuys, 1982 a).

Los núcleos dorsal y mediano del rafe reciben múltiples

aferencias provenientes de diversas áreas del tronco encefá

lico y del cerebro anterior (Pasquier y col., 1977;Pasquier y
Villar, 1983).

Las neuronas serotoninérgicas localizadas fuera de los

núcleos del rafe no forman núcleos celulares discretos y,

por tanto, es muydifícil un estudio neuroanatómico de las
mismas.



Prácticamente no existen zonas del área preóptica y

del hipotálamo que no reciban inervación serotoninérgica,

aun cuando la distribución sea muydespareja (Kent y Sladek,

1978; Steinbusch y Nieudenhuys, 1982 b). En el área preópti

ca media y en el hipotálamo anterior se observa una eleva

da inervación de la parte ventral del núcleo preóptico-su

praquiasmático que se continúa en el núcleo supraquiasmá

tico. El hipotálamo medio recibe una alta densidad de fibras

a nivel del núcleo ventromediano y de una zona comprendida

entre el núcleo arcuato y los núcleos premamilares dorsal y
ventral. Lateralmente se observa una alta concentración de

fibras en el núcleo preóptico y en el fascículo prosencefá

lico medio. El hipotálamo posterior presenta tres zonas den

samente inervadas: la parte caudal del núcleo hipotalámico

posterior, el núcleo mamilar medio y una región comprendida

entre el fascículo mamilotalámico y el mamilotegmental. En

la eminencia media (Calas y col., 197u) las fibras se locali

zan en 1a parte_1ateral de 1a capa externa en la cual la re

gión rostral recibiría mayor inervación que el resto (Stein

busch y Nieuaenhuys, 1982 b); también se describieron fibras

en la capa subependimaria y en la fibrosa (Villar y col.,

198“). Los resultados obtenidos a través de dosajes bioquí

micos en los diferentes núcleos hipotalámicos coinciden en

general con lo descripto (Saavedra y col., 197“).
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De lo señalado en el párrafo anterior se deduce que la

5-HTdel área preóptica y del hipotálamo estaria totalmente

localizada en fibras nerviosas. Sin embargo, existen en la

bibliografía datos experimentales que no coinciden con lo

expresado en este concepto. Palkovits y colaboradores (1977

a) encontraron que la sección de las fibras que representan

las principales aferencias serotoninérgicas al hipotálamo

producía una depleción del 66%en la concentración de la se

rotonina hipotalámica. Esto sugiere evidentemente, que el

tercio restante es de procedencia local. En efecto, otros

investigadores hallaron 5-HTen los tanicitos de la eminen

cia media (Sladek y Sladek, 1978), en las células gliales

del tallo infundibular y, en un grupo de neuronas de la zo

na ventral del núcleo dorsomediano (Beaudet y Descarries,

1979; Frankfurt y col., 1981).

La información que aportan las técnicas morfológicas en

relación a la ubicación de los sistemas LH-RHy serotoninér

gico permite sugerir una interacción entre ambos sistemas a

nivel del área preóptica y del hipotálamo. Una evidencia con

creta de esta posibilidad la sugiere el grupo de Jennes (1982),

quienes describen una superposición de fibras serotoninérgi

cas y de LH-RHen el septum-área preóptica y en la eminencia

media.

El hallazgo de serotonina en la glándula pituitaria
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propone otro posible nivel de interacción entre esta amina

y la secreción de LH. En la hipófisis, la 5-TH se encuentra

en la "pars distalis",en la "pars intermedia" y en la "pars
nervosa", con una concentración creciente en este orden (Saa

vedra y col., 1975).

La presencia en la hipófisis de la enzima triptofano

hidroxilasa (Saavedra y col., 1975) y el hecho de que la

sección deltallo infundibular no altere la concentración de

5-HTen el lóbulo hipofisario anterior (Friedman y col.,

1983) sugieren un origen intrahipofisario para la serotoni
na.

Contrariamente, la ausencia de la enzima descarboxila

sa (Spinedi y Negro-Vilar, 1982) y la descripción de fibras

serotoninérgicas en el lóbulo anterior (Westlund y Childs,

1982), aunque no confirmadas por otros autores (Steinbusch

y Nieuwenhuys, 1982 b), indican un origen extrahipofisario.

En apoyo de esta hipótesis se ha observado que en los mami

feros hay una captación específica de serotonina por células

que sintetizarian LH(Núñez y col., 1981; Payette y col.,

1985). En la rata existiría una unión de la serotonina, sa

turable y especifica, a un grupo de células anterohipofisa

rias, posiblemente gonadotropas (Johns y col., 1982).

En consecuencia, aún no es posible descartar ninguna de

las dos procedencias; incluso, la posibilidad de un origen



doble está sustentada por los experimentos de Johnston y co

laboradores (1983), quienes dosaron 5-HTen la circulación

portal.

34
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lu3. EVIDENCIAS BXPERIMBNTALES SOBRE LA PARTICIPACION DE LA

SBROTONINA EN LA REGULACION DE LA SECRECION DB LH

1.3.1. Experimentos farmacológicos

1.3.1.1. Efecto de la serotonina y precursores

Inicialmente, uno de los modelos experimentales más em

pleados para el estudio de los mecanismos que regulan el ci

clo reproductivo, fue la ovulación inducida por administra

ción de suero de yegua preñada (PMS) a ratas y ratones inma

duros. Así, en el año 1960, McCann,Taleisnik y Friedman ob

servaron que la inyección endovenosa de 25 ug de 5-HT a estas
ratas Simulaba una descarga de LHpues se deprimian los nive

les de ácido ascórbico del ovario. Wilson y Enderby (1979) se

ñalan que la infusión de serotonina (2 Ug) en el núcleo para
ventricular estimula el efecto de la PMS.Otros autores des

criben efectos inhibitorios: bloqueo de la luteinización, dis

minución del peso de los ovarios y del número de huevos (0'

Steen, 196H, 1965). En ratones se observaron efectos tanto

estimulatorios como inhibitorios (Brown, 1966, 1967; Wilson y

col., 1975).

En la tarde del segundo día de diestro, la administración

subcutánea de 5-HT previene la descarga preovulatoria de LH

y, por ende, la ovulación (Labhsetwar, 1971; Collu y col.,

1973); administrada en la tarde del proestro, es inefectiva

(Wilson y McDonald, 197M). En machos castrados, la inyección
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de serotonina disminuye los niveles sanguíneos de LHeleva

dos por efecto de 1a castración (Pilote y Porter, 1979); un

efecto similar observaron Riggs y lfilven (197u) en ovejas
castradas.

Buscandouna estrategia experimental más específica, se

realizaron experimentos de inyección del neurotransmisor en

el tercer ventrículo. Inyectada por esta via, la 5-HTno ten
dría efecto sobre la descarga preovulatoria de gonadotrofi

nas (Schneider y IhCann, 1970); sin embargo, anula 1a libe

ración de LHproducida por 1a estimulación eléctrica del

área preóptica (Cramer y Barraclough, 1978). En las mismas

condiciones experimentales, la serotonina bloquea el aumen

to de LHposterior a la castración (Schneider y bbCann, 1970),

y la ovulación en ratas inmaduras tratadas con PMS(Zolovick

y Labhsetwar, 1973), retardando 1a apertura vaginal y la apa

rición del pico de LHdel primer proestro (Corbin y Schotte

lius, 1961).

En ratas machos, los resultados de la administración in

traventricular de 5-HTson contradictorios pues o no se ha

llaron efectos (Schneider y IbCann, 1970), o se describieron

estimulaciones (Porter y col., 1971/1972) o inhibiciones

(Kamberi y col., 1970 a). En ovejas, utilizando esta vía de

administración, 1a serotonina prolonga el ciclo estral blo

queando el pico de LH y posponiendo 1a ovulación (Dománski y
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col., 1975).

Inyectada en los vasos porta, la serotonina no afecta la

secreción de LH en ningún momento del ciclo (Kamberi y col.,

1970 a), tampoco modifica la respuesta "in vivo" de la glán

dula pituitaria al LH-RH(Cramer y Barraclough, 1978).

Unamanera alternativa de incrementar los niveles centra

les de S-HTes estimulando su sintesis mediante la adminis

tración de 5-hidroxitriptofano. Procediendo de este modo, en

ratas castradas inyectadas con estrógenos y progesterona, se

encontró una potenciación del efecto estimulante de este últi

mo esteroide sobre la secreción de LH (Frank y col., 1980).

El análisis de los efectos atribuidos a la serotonina en

un sistema "in vitro" muestra resultados poco convincentes.

Cuando se incubaron hipotálamos e hipófisis en conjunto se ob

servaron tanto inhibiciones (lbskowska, 1965) comoausencia

de modificaciones en la secreción de LH (Schneider y FbCann,

1969) y de FSH (Kamberi y col., 1970b). De manera similar, al

medirse la liberación de LH-RHal medio, la presencia de S-HT

no produce efecto alguno (Bennett y col., 1975; Kao y Weisz,

1977) o bien se observa una inhibición (Charli y col., 1978).

Es interesante destacar que en todos estos experimentos sola

mente se emplearon tejidos de ratas machos y, en algunos ca

sos, concentraciones farmacológicas de 5-HT.

En la incubación de glándulas hipofisarias de machos o de
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hembras castradas el agregado de 5-HT al medio no afecta la

secreción de LH (Schneider y DbCann, 1969; Ryu y col., 1980);

aunque Martin y su grupo de investigación (1977) describieron

un bloqueo del aumento de la secreción de LH inducida por LH

RH, pero, sólo en el caso de que las glándulas provenieran de

animales de menos de lO días de edad.

Comopuede observarse a partir de los datos experimenta

les recopilados, es ciertamente dificil atribuirle a la 5-HT
un determinado efecto (inhibición o estimulación) debido a

la considerable disparidad de los resultados obtenidos con

este tipo de enfoque experimental. En cambio, hay una coinci

dencia general en adjudicarle a la S-HTun efecto a nivel cen

tral, tal vez hipotalámico, si bien aún no se puede descartar
totalmente una acción a nivel hipofisario.

1.3.1.2. Inhibición de la sintesis, degradación y recapta
ción neuronal de la 5-HT.

Una manera alternativa de modificar la actividad del sig
tema serotoninérgico e investigar su repercusión en la secre

ción de las gonadotrofinas es forzar una variación de su me

tabolismo (síntesis, recaptación neuronal y degradación) en
el momento deseado.

Comoya se ha mencionado anteriormente, la síntesis de

5-HT comprende dos pasos enzimáticos. Usualmente, se recurre
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a la inhibición del primero de ellos, es decir, la hidroxi

lación. El inhibidor de la triptofano-hidroxilasa más emplea

do es la pc10rofenilalanina (pCPA). Esta droga es especifica

solamente por debajo de un límite máximo de concentración

(Clemens y col., 1977),

La administración de pCPAanula la secreción de LH y FSH

y la ovulación en ratas prepüberes tratadas con PNS(Héry y

col., 1975a; Wilson y col., 1977; Brown, 1971). En ratas o

variectomizadas, la inhibición de la síntesis de la 5-HTdis

minuye (Héry y col., 1976) o elimina (Coen y Mac Kinnon,

1978; Chen y col., 1981) la descarga de LH inducida por estró

genos. Este efecto puede revertirse mediante 1a inyección de

S-hidroxitriptofano. El inhibidor también bloquea el pico pre

ovulatorio de LH (Héry y col., 1975b; Coen y col., 1980a), pg

ro en este caso el restablecimiento de la descarga depende de

la vía de administración de pCPAy del 5-HTP. Por esto mismo,

muchos investigadores sugirieron que la pCPAtenía efectos a

nivel ovárico. No obstante, se ha encontrado que aunque la

pCPAbloquee el pico de LHdel proestro, no altera las secre

ciones de estradiol y de progesterona que ocurren en el mismo

día (Wilson y col., 1977). Otros autores, utilizando procedi

mientos experimentales indirectos, observaron que el bloqueo

de la sintesis de S-HTanula el efecto inhibitorio que produ

ce la estimulación del núcleo arcuato sobre la secreción pul
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sátil de LHen ratas castradas (Gallo y Moberg, 1977;

Arendash y Gallo, 1978). De todas maneras, la mayoria de

los experimentos en los que se utiliza pCPAsugieren una ac

ción estimulatoria de la S-HT en 1a secreción de LH.

Uno de los principales mecanismos para controlar la con

centración de 5-HTen la sinapsis es el proceso de recapta

ción presináptica. La inhibición de este proceso implica una

potenciación de un eventual efecto del neurotransmisor. La

fluoxetina (Fuller, 1980) es una droga utilizada para blo

quear especificamente la recaptación de serotonina. Su ad

ministración no afecta los niveles séricos de LHen hembras

castradas, pero junto con el 5-HTP los incrementa en machos

intactos, sin alterar los valores de FSH. (Ruzsas y col.,

198"). Otro inhibidor, alaproclato, inyectado intraventricu
larmente a las 15.00 hs del proestro, no afecta la secreción

preovulatoria de LH, en cambio anula la descarga de LH indu

cida por los estrógenos y la progesterona en ratas crónica

mente castradas (Horn y Pink, 1985). El aumento de la con

centración de 5HTen la sinapsis tendría un efecto inhibi
torio.

Luego de la recaptación, las moléculas de S-HTpueden

volver a formar parte de las vesículas sinápticas o ser de

gradadas en las mitocondrias por acción de la monoamino

oxidasa. El bloqueo de esta enzima antes del período crítico
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y, utilizando diferentes inhibidores, anula la secreción pre
ovulatoria de LH (Alleva y col., 1966; Kordon y col., 1968;

Kordon, 1969; Donoso y col., 1971; Kordon y Clowinski, 1972;

Labhsetwar, 1972), sugiriendo también un papel inhibitorio.

Es evidente que el aporte brindado por las manipulacio

nes farmacológicas del metabolismo de la serotonina han teni

do efectos contradictorios sobre la secreción de LH. Una ex

plicación muyelegante sobre esta falta de "lógica" en los

resultados experimentales ha sido aportada por Walker. Este

investigador demostró que lo importante no seria tanto las

alteraciones de los niveles hipotalámicos de serotonina sino
más bien la anulación de las variaciones de su metabolismo

que acompañan a la secreción de LH. Por ello drogas que tie

nen efectos opuestos sobre la actividad del sistema serotoni

nérgico, producen el mismo efecto sobre 1a descarga de LH

puesto que en realidad todas esas drogas, independientemente

de 1a alteración de los niveles de serotonina, han eliminado

los cambios que ocurrirïan en el metabolismo de la S-HTaso

ciados a la secreción de LH (Walker, 1983).

1.3.1.3. Utilización de agonistas y antagonistas serotoninér

gicos

Sustancias que mimetizan (agonistas) o que antagonizan la

acción de la serotonina han sido empleadas en el estudio de

la participación de la 5-HT en la descarga de las gonado
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trofinas. Yaque estas drogas actúan a nivel del receptor,

es interesante destacar que se ha descripto por lo menos dos

tipos diferentes de receptores serotoninérgicos en el siste

ma nervioso central (Peroutka y Snyder, 1979). Los agonistas

y antagonistas más usados no siempre son capaces de discrimi

nar entre estos receptores (Peroutka y Snyder, 1981); además,

empleados en dosis altas no son especificos, pues pueden ac

tuar sobre receptores que reconocen a otros neurotransmisores

(Fuller, 1980; Krulich y col., 1981).

El agonista más empleado es la quipazina (Hong y col.,

1969). Se ha demostrado que la inyección de esta droga a las

lu.00 ó 20.00 hs del proestro adelanta o prolonga, respecti

vamente, la secreción preovulatoria de LH; en cambio, durante
el diestro carece de efecto (Walker, 1980). En ratas ovariec

tomizadas tratadas con estrógenos, 1a quipazina no modifica

1a descarga de LH, pero la incrementa si previamente se de

prime el sistema serotoninérgico (pCPAo p-cloroanfetamina)

(Chen y col., 1981).

El bloqueo de los receptores serotoninérgicos con antago

nistas adecuados altera la ovulación y la secreción de LH.

Brown (1967) observó que el empleo de antagonistas de la

5-HT anulaba a la oVUlación inducida por PMSsin afectar la

espontánea. Narkó y Flückiger (1976, 1980) obtuvieron resul

tados Opuestos; estos autores encontraron una correlación
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directa entre la inhibición de la ovulación producida por de

terminados fármacos y la actividad de antagonistas serotoni

nérgicos de éstos. En el ciclo estral los bloqueantes de re

ceptores serotoninérgicos anulan 1a descarga preovulatoria

de LHcuando se los inyecta a las 16.00 hs del proestro; la

intensidad del pico disminuye si se los inyecta a las 17.30

hs y carecen deefecto adminiStrados a las 8.00 hs del mismo

día (Walker, 1980).

La utilización de agonistas y antagonistas comoherramien
ta experimental para explorar la función de la serotonina en

la secreción de LHtampoco ha permitido obtener una defini

ción sobre el tipo de efecto del neurotransmisor. Sin embar

go, en comparación a los métodos anteriormente comentados,

la disparidad de los resultados exoerimentales es menor, su

giriendo los estudios más recientes un papel estimulatorio de
la 5-HT en la secreción de LH.

1.3.2. Estimulaciones eléctricas y lesiones del sistema seroto

ninérgico

La realización de estimulaciones y lesiones constituye otro

tipo de manipulaciones del sistema serotoninérgico que permite
estudiar su relación con la liberación de LH. Mediante su em

pleo, se logró ubicar aproximadamente los núcleos cuyas pro

yecciones hacia el hipotálamo participan en los mecanismos de
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regulación de la secreción de gonadotrofinas.

En el año 1970, Carrer y Taleisnik encontraron que en ra

tas en proestro, la estimulación electroquïmica del área teg

mentag del núcleo mediano del rafe y del área periacueductal

bloqueaba la ovulación por causa de una insuficiente secreción

de LH. Contrariamente, la estimulación del área tegmental dor

sal y de la sustancia gris periacueductal lateral e inferior

inducia la ovulación en ratas que estaban en estro persistente

por exposición a luz continua. Estos resultados fueron inter

pretados en el sentido de la existencia de una via nerviosa

que relacionaba núcleos o áreas mesencefálicas con el hipo

tálamo. Dentro de estas áreas están comprendidos los núcleos

dorsal y mediano del rafe que constituyen las aferencias se

rotoninérgicas al hipotálamo más importantes (Azmitia, 1978).

La participación de los núcleos del rafe en los mecanismos

que regulan la secreción de LHha sido repetidamente sugerida

por varios grupos de investigación. La estimulación del núcleo

dorsal del rafe anula la liberación pulsátil de LHen ratas

castradas (Arendash y Gallo, 1978) y la inducida por estróge

nos y progesterona (Waloch y col., 1981), mientras que la le

sión del mismola potencia. Esto sugiere un efecto inhibitorio

de la 5-HT sobre la descarga de LH. Sin embargo, la transec

ción de las fibras nerviosas mediopontinas y las lesiones del

núcleo dorsal del rafe disminuyen en un 50%la magnitud de la
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liberación de LHen ratas castradas tratadas con estrógenos

(Héry y col., 1978), lo que, contrariamente a lo anterior,

sugiere un efecto estimulante de la S-HTque proviene del
núcleo dorsal del rafe.

Una mayor especificidad, en cuanto a la localización de

la lesión y al sistema dañado, se logró con la introducción

de las neurotoxinas. Las dos más empleadas para destruir neu

ronas serotoninérgicas son la 5,7 y la 5,6 dihidroxitriptami
na (DHT).

La inyección de la 5,7 DHTen los ventrículos laterales

de ratas machos disminuye la concentración plasmática de LH,

pero no la de FSH (Wuttke y col., 1977); los valores norma

les se vuelven a alcanzar en forma paralela al restablecr

miento de la actividad serotoninérgica del hipotálamo. In

yectada en los núcleos dorsal y mediano del rafe disminuye

la incidencia de la ovulación inducida por PFS en ratas pre

püberes (Meyer, 1978) y produce una caída de la concentración

de LHen machos intactos sin tener efecto en los castrados

(van de Kar y col., 1980). Sin embargo, 1a inyección de 5,7

DHTen el área preóptica, dondo sólo han sido descriptos ter
no afecta la secreción de LH (vanminales serotoninérgicos,

de Kar y col., 1980).

La 5,6 DHTadministrada sistémicamente anula la descarga

de LH inducida por los estrógenos en las ratas castradas ¿Coen,
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Bac Kinnon, 1979).

Estos resultados sugieren 1a necesidad de la integridad

del sistema serotoninérgico que inerva el hipotálamo para
una normal secreción de LH.

1.3.3. Alteraciones del metabolismo de la serotonina asocia

das a la secreción de LH

Evidentemente, una de las manifestaciones más importantes

y, posiblemente, más claras acerca de la participación de la

serotonina en la regulación de la secreción de LHson las al

teraciones de su metabolismo, asociadas a la mencionada des

carga hormonal (Hery y col., 1972; Rovland y col., 1978). Los

parámetros indicativos de la actividad del sistema serotoni

nérgico que corrientemente se emplean comprenden: 1a medición

de cambios de su concentración, el "turnover", la medición de

actividades enzimáticas que intervienen en el metabolismo ge

neral del sistema, el númeroy la afinidad de los receptores

serotoninérgicos.

La concentración de serotonina en el cerebro anterior y

medio de ratones hembras se modifica durante el ciclo estral

(Greengrass y Tonge, 1971). De manera similar han sido obser

vadas alteraciones del contenido de S-HTdurante el ciclo es

tral de la rata. En efecto, la concentración 5-HT"cae" en

la tarde del proestro en el septum, área preóptica, hipotála



47

momedio basal y núcleos serotoninérgicos del mesencéfalo

(Kungy col., 1975, 1976). Contrariamente, otros investigado

res señalan un incremento del contenido de 5-HT hipotalámico

y del fascículo prosencefálico lateral coincidente con el co

mienzo del período crítico para el pico de LHdel proestro

(Quay, 1968). La descarga de LH inducida por estradiol en ra

tas castradas está precedida por un descenso de la concentra

ción hipotalámica de S-HT (Walker y Wilson, 1983; Walker,

1983).

En el hipotálamo, la actividad del sistema serotoninérgi

co, monitoreada a través de la determinación de su "turnover",

aumenta en el comienzo de la secreción de LH y disminuye cuan

do los niveles séricos de LHdecaen. Si se prolonga la duración
del pico de LHpor eXposición a la luz, el "turnover" permane

ce elevado (Walker, 1980). En el núcleo supraquiasmático aumen

ta el metabolismo de la 5-HT antes de la secreción de LH indu

cida por estrógenos (Héry y 001., 1982).

Los esteroides sexuales tienen una importante influencia

sobre el "turnover" de este neurotransmisor, aunque todavia
los resultados son confusos. El estradiol estimularía su meta

bolismo, efecto anulado por la progesterona (bhnaro, 1978).

Sin embargo, la progesterona sola inhibiría la degradación de
la 5-HTen zonas cerebrales relacionadas con la secreción de

LH(Ladisich, 197H) y estimularía su síntesis antes del perío
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do critico para la descarga de la hormona (Walker y Wilson,
1983).

Sorprendentemente, no se han encontrado modificaciones de

la actividad de 1a triptofano-hidroxilasa ni de la afinidad

de la enzima por su sustrato (5-HTP) ni por su cofactor (te

trahidrobiopterina), en respuesta a la castración con o sin

terapia de reemplazo (Kizer y col., 1976). En cambio, la enzi
ma que degrada a la 5-HT, la ¡m0, sufriría alteraciones en su

actividad a lo largo del ciclo estral, aunque se ha observado

diferentes tipos de modificaciones, algunas de ellas opuestas

entre sí (Zolavick y col., 1966; Kamberi y Danhof, 1968; Kung,

1976). La actividad de la ¡mo tipo A presente en el hipotála

mo, que es la que degrada preferentemente a 1a 5HT (Houslay y

col., 1976), depende de las hormonas ováricas (Luine y Rhodes,

1993).

La recaptación neuronal de serotonina también varía duran

te el ciclo. En el núcleo supraquiasmático se produce un incrg

mento notable de la misma exactamente una hora antes del pico

preovulatorio de LH (Veyer y Quay, 1976). En el hipotálamo to

tal, los estrógenos estimulan la recaptación y en el área pre

óptica lo hace la progesterona (Hirz-Justice y Hackman,1972).

Los receptores serotoninérgicos del sistema nervioso cen

tral tampoco son ajenos a las modificaciones hormonales. En el

hipotálamo, durante el proestro y el estro, decae el número de
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receptores, pero no se modifica la afinidad por la serotonina

(Biegon y col., 1980). Estos receptores serian, por otra parte,

denendientes de estrógenos. El estradiol tendria un efecto bi

fásico: en forma aguda disminuiria el número de receptores,

mientras que después de H8-72 hs lo aumentaría (Biegon y

McEwen, 1982).

Al recopilar los resultados obtenidos a lo largo de dos dé
cadas dedicadas al estudio de 1a relación entre la serotonina

y la liberación de LHsobresale, en forma notoria, 1a confu

sión existente. La complejidad propia del tema y la utilización

de variados modelos y estrategias exnerimentales no contribu

yeron, evidentemente, a la dilucidación del mecanismode ac

ción de la serotonina. En consecuencia, aún no es posible co

nocer con certeza el o los sitios de acción de la 5-HT, ni el

efecto ni 1a importancia fisiológica que tiene este neurotrans

misor en la regulación de 1a secreción de la hormona 1uteini

zante.
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2- OBJETIVOS

Es nuestro propósito en este trabajo de Tesis profundi

zar el conocimiento que se tiene sobre la participación de
la serotonina en el control de la secreción de LH.

Para ello utilizaremos comomodelo el ciclo estral de

la rata. Este modelo reúne las condiciones óptimas para es

tudiar el papel fisiológico de la serotonina en este fenóme
no hormonal.

Dividimos el estudio en tres etapas que corresponden a

la respuesta a cada una de las siguientes preguntas:

¿Participa la serotonina en la secreción preovulatoria de

LH?

Se determinará la actividad del sistema serotoninérgico

en el lóbulo hipofisario anterior y en la eminencia media
durante el ciclo estral.

b- ¿A qué nivel actúa la serotonina?, ¿su efecto es estimula
torio o inhibitorio?
Este estudio se llevará a cabo utilizando una metodolo

gía "in vitro". Hemosescogido la incubación dinámica o pe

rifusión. Con este sistema se evaluará el efecto de la 5-HT

sobre las secreciones hipofisarias (LH, FSH, PRL) e hipotalí

micas (LH-RH).

c- ¿Cuál es la importancia de la serotonina en la regulación
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de 1a secreción de LHdurante el ciclo estral?

Para determinar la importancia fisiológica de la 5-HTen

la descarga preovulatoria de LHes necesario eliminarla de

las zonas donde actúa. Puesto que la mayoria de las fibras

serotoninérgicas que inervan las regiones que ocupa el sis

tema de neuronas LH-RHresponsable de la descarga preovula
toria de LH, proviene del núcleo dorsal del rafe, se inten

tará la lesión de este núcleo estudiándose posteriormente el

mantenimiento del ciclo (extendidos vaginales) y el perfil
o

hormonal durante el proestro.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. TECNICAS UTILIZADAS

3.1.1. Radioinmunoensayo

3.1.1.1. Gonadotrofinasgyfprolactina

Las determinaciones de LH, FSH y PRL se realizaron con

métodos inmunológicos (RIA). En el dosaje de FSH y PRL se si;

guió la técnica descripta en las instrucciones del Rat

Rituitary Distribution Program del NIAMDD,en el caso de LH

se recurrió a la metodología desarrollada por Niswender y co
laboradores (1968).

El buffer que se utiliza en las diferentes etapas del RIA

es PBS (buffer fosfato de sodio 0,01 VpH 7,6; 0,15 MNaCl,

0,01%mertiolate).

Las preparaciones de hormonas purificadas para marcar

con iodo'fueron provistas por el NIAMDD(FSH y PRL de rata) y

por el Dr. L. Reichert Jr. (LH ovina). La introducción de un

átomo de 1251 en las moléculas de las hormonas se realizó con

el método de la cloramina-T (l min de exposición), la reacción

se detuvo con metabisulfito de sodio. La hormona marcada se

purificó pasándola por una columna (10 x l cm) de Bio Gel P-60.
125En general, se utilizaron'2,5 ug de hormona y 1 uCi de INa

(New England Nuclear).

Para cada hormona 1a dilución del primer anticuerpo se
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preparó en una solución de suero normal de conejo al 3%

(NRS- PBS- 0.05 NBDTA). Los anticuerpos dirigidos contra

las moléculas de FSH y PRLde rata se obtuvieron en conejos

y fueron provistos por el NIAFDD.El anticuerpo anti-LH ovi

na, también se hizo en conejo y lo proveyó el Dr. Niswender

(anti-ovine LHN°15), presenta reacción cruzada con 1a LH de

rata. Las diluciones iniciales utilizadas en cada caso fueron:
anti-rFSH: 1:2000; anti-rPRL: 1:H000 y anti-oLH: 1:20.000.

La separación de la hormona libre de la unida al anticuer

po se efectuó con un segundo anticuerpo dirigido contra las

inmunoglobulinas de conejo (hecho en cabra) (origen: NIAMDD).

Con las tres hormonas se utilizó como preparaciones de

referencias las provistas por el programa del NIAMDD:LH:

RPl; FSH: RP2 y PRL: RP3.

El protocolo del ensayo es el siguiente: 1°) buffer

(PBS-BSA1%), 2°) muestra o estándar; éstas, junto con el

buffer, deben ocupar un volumen máximo de 200 ul, 3°) 100 ul

de hormona marcada (aproximadamente 20000 cpm), no) 100 ul

del anticuerpo correspondiente. La mezcla.se incuba durante

#8 hs a temperatura ambiente. En ese momento se agregan 100 Ul

del segundo anticuerpo (1:15) y se continúa 1a incubación du

rante 2H hs más. Pfidiante una centrifugación (3000 rpm x 30

min) se precipita el complejo "segundo anticuerpo-primer an

ticuerpo-hormona", y luego se procede a aspirar el sobrena
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dante. La radiactividad del precipitado se cuenta en un con

tador gamma (Beckman. Gamma-300).

Las curvas (% de unión vs log de la masa total de hormo

na) son lineales entre: U y 125 ng de RP (LH); 0,2 y 12,5 ngl

de RP2 (FSH) y 0,0u— 5,0 ng RP3 (PRL).

3.1.1.2. Hormonahipotalámica liberadora de LH (LH-RH)

La hormona marcada con 125 I se adquirió a New England

Nuclear (MEX-163). El primer anticuerpo es anti-LH-RH hecho

en oveja y fue provisto por el Dr. A. Arimura (Tulane

University, Estados Unidos). La preparación liofilizada se re

constituyó en buffer PBS 0,05 MpH 7,0 lzu00 suero normal de

oveja; 0,05 N EDTA.

El RIA para esta hormona se desarrolla de la siguiente ma

nera: se coloca el buffer PBS 0,05N pH 7,0; 0,15% NaCl y

0,01% mertiolate) y la muestra o estándar en un volumen total

de 200 ul. Luego del agregado de una dosis trazadora de LH-RH

(100 ul) se añaden 100 ul del primer anticuerpo (1:10000 dilu

ción inicial) y todo se incuba durante 20 hs a H°C. Posterior

mente, la hormona unida al anticuerpo se precipita con l ml

etanol 96° frío (Jeffcoate y col., 197M), 30 min después se

centrífuga (3000 rpm x 20 min) y se aspira el sobrenadante.

Se utilizó como estándar LH-RH(acetato-Sigma). La curva

es lineal entre 8 y 1000 pg, saturándose en un 25%de unión.



3.1.2. Dosaje de serotonina

3.1.2.1. Métodoradioenzimático

El método fue desarrollado por Saavedra y colaboradores

(1973), pero se le introdujeron las modificaciones propuestas

por Pohl (1978) para aumentar la sensibilidad del ensayo. Fun
damentalmente, el método se basa en la biosíntesis de la mela

tonina, que se realiza en la glándula pineal, a partir de la
serotonina (fig. la).

Esta técnica comprende dos etapas: la primera es la trans

formación de la serotonina en N-acetilserotonina (NAS). La en

zima N-acetiltransferasa (NAT)cataliza esta reacción, el co

factor que provee los grupos acetilos es la acetil-coenzima A.

Luego se pasa a la segunda etapa: la conversión de NASen me

latonina, catalizada por 1a enzima hidroxi-indol-O-metiltrans

ferasa; el cofactOr dador de grupos metilo es la S-adenosil

metionina. El metilo del cofactor que se transfiere selectiva

mente al oxígeno de la posición 5 del anillo indólico tiene un

átomo de tritio, por lo tanto, la melatonina que es el produc

to final de la reacción, es radiactiva. Esta melatonina se ex
trae selectivamente. La cantidad de radiactividad obtenida es

proporcional a la masa inicial de serotonina (fig. lb).

El método es especifico para la 5-HT, ya qUe interferen

cias como la del triptofol y NASno molestan, pues estas sus

tancias no se encuentran en los teiidos estudiados y la del
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Fig l: a) síntesis de melatonina a partir de la
serotonina según la ruta biosíntética de la
glándula píneal, en la cual se basa el método
radioenzimático; b) curva de calibración: masa
de serotonina vs. síntesis de melatonina (cpm)
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5-hidroxitriptofano se evita agregando a la mezcla de incuba

ción un inhibidor de la descarboxilasa (carbidopa).

Las muestras y estándares se preparan en HCl 0,1 N y se

cargan el día anterior a1 ensayo: 10 ul en tubos eppendorf

de plástico (1 ml); a cada tubito se le agrega luego 10 Ul de

solución A (10 ml de fosfato de Na 0,2 Iv(pH 7,90) + 1,1 ml

de NaOH iN).

Por cada 10 muestras se preparan las siguientes cantida

des de "cocktails" de enzimas:

para blancos: cocktail NAT(-) = sin acetil-Co-A

25 ul de solución de carbidopa (60 uN en HCl 0,1 mv)

25 ul de HCl 0,1 mM

40 ul de buffer fosfato de Na 0,02 M; pH 7,20

10 Ul de preparación de N-acetil-transferasa (purifi

cada de hígado de-rata)

para muestras: cocktail NAT(+): con acetil-Co-A

25 ul de solución de carbidopa

25 ul de solución de acetil-Co-A (u mg/ml HCl 0,1 mM)

HO u1 de buffer fosfato de Na 0,02 M; pH 7,20

lO ul de preparación de N-acetil-transferasa
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para blancos y muestras: cocktail HIONT

5 ul de buffer fosfato de Na 0,2 M; pH 7 90

20 ul de 3H-SAIV'e

l

25 ul de preparación de hidroxi-indol-0-meti1transfe

rasa (purificada de pineal bovina)

Otras soluciones

NEL-BOR: 3 m1 de buffer borato de Na 0,25 M; pH 10,0

0,1 ml de melatonina (3,1 mg/ml de alcohol absoluto)

Vezcla centellante:

u g de PPO

HO mg de DMPOPOP

750 ml de tolueno‘

250 ml de Triton x-lOÓ

Drogas

Acetil-coenzima A (sal de litio) SIGMA

Serotonina (compleio creatinín sulfato) SIGMA

Melatonina SIGMA

Carbodipa PFISTBR

(3H)-S-Adenosil-Ibtionina: NewEngland Nuclear AE: 71,8 Ci/

mmol; A total: 1,0 mCi volumen inicial 1,8 m1
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Técnica

¿1: Transformación de serotonina en NAS

—se colocan los tubitos en hielo

- se agregan lO ul de NAT(-) a blancos de curva y de tejido

lO ul de NAT(+) a muestras y estándares

se incuba 30 min (baño de incubación tipo Dubnoff) a 37°C

— luego se pasan los tubos a un baño de agua-hielo

2:: Transformación de NASen melatonina

- se cargan todos los tubitos con 5 u1 de HIOMT

- se incuba 10 min

— se sumergen en un baño de agua-hielo

gi: Extracción selectiva de la melatonina
— se agrega a cada tubito 100 ul de una solución MEL-BOR

— se dejan los tubitos a temperatura ambiente

agregar l ml de tolueno y se agita en agitador mecánico

15 min.

- centrifugar
se toman 600 ul de la fase orgánica (superior) y se trans

fieren a viales

evaporar totalmente el tolueno a temperatura ambiente

colocar en estufa a 80°C durante H8 hs

- agregar 10 ml de 1a mezcla centellante

contar la radiactividad (contador de centelleo liquido Beck

man).
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En las condiciones en que se realizó la técnica se obtu

vo una sensibilidad de 30-50 pg.

3.1.2.2. létodo cromatográfico (cromatografía liguida de alta

presión)

Otra técnica que permite no sólo valorar la serotonina,

sino también sus metabolitoa es la cromatografía líquida de

alta presión (HPLC)de fase reversa y detección electroquími

ca. El método que se siguió fue, en principio, el descripto

por Koch y Kissinger (1973), al que se le hicieron modifica

ciones para aumentar la sensibilidad y la resolución de los
metabolitos.

El aparato utilizado.es un cromatógrafo de Bioanalytical

Systems (West Lafayette, IN., EB.UU.). Está equipado con una

válvula de inyección de 6 puertas (Rheodyne) con un "loop"

de 50 ul, una columna de fase reversa (UBondapak C18), tama

ño de partícula lO um, dimensiones de 1a columna 30 x 3,9

mm(id), un detector amperométrico (LC-u Bioanalytical System)

con un electrodo de pasta de carbón (CP-0) al que se le apli

có un potencial de 50 mVversus un electrodo de Ag/AgCl como

referencia.

La fase móvil es un buffer AcOH/AcONHu0,5 MpH 5,1 que

contiene u,8% de metanol (calidad HPLC); se la impulsa median

te una bomba de un solo pistón (Altex modelo 110 A) con un
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flujo de l ml/min (1300 psi) y se recicla. Todas las solucio

nes para preparar la fase móvil se hicieron con agua trides

tilada (bidestilada con thOu), se filtraron y desgasearon
(l hora).

Las muestras y los patrones (5-HT, S-HTP y S-HIAA) se pre

pararon con HCl 0,1PL Comoestándar interno se usó 1a N-metil

serotonina (oxalato Sigma, NFS) que no se encuentra endógena

mente.

En estas condiciones experimentales los tiempos de reten

ción de los indoles son: 5-HT: 14,8 min; 5-HIAA: 10,8 min;

5-HTP: 8 min y MPS: 16,8 min. (fig. 23). Las catecolaminas y

sus metabolitos se eluyen en el volumen muerto, el triptofa

no no se oxida al potencial escogido. La sensibilidad alcan

zada es de alrededor de 20 pg, dependiendo del electrodo de

trabajo; por lo tanto, se lo pulió repetidas veces a lo lar

go de su uso a fin de asegurar una buena sensibilidad y re

producibilidad.

Con las alturas de los picos se construye, para cada in

dol, la curva de calibración (h vs c). La concentración de

5-HTy sus metabolitos en las muestras se calcula a partir

de 1a altura del pico y la curva de calibración correspon

diente (fig. 2h).

3.1.3. Determinación de la actividad del sistema serotoninérgico
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Hasta el presente no existe una metodologia ideal para
determinar el estado de actividad de un sistema neuronal mo

noaminérgico, pues no es posible aún medir directamente la v3
locidad de liberación de un neurotransmisor a la hendidura

sináptica. Sin embargo, hay evidencias de que las alteracio

nes de ciertos parámetros del metabolismo del neurotransmisor

reflejan'cambios en su velocidad de liberación y por lo tanto

pueden relacionarse con las modificaciones de la actividad neu
ronal.

Diferentes caracteristicas del metabolismode la serotoni

na pueden ser utilizadas para evaluar el estado de actividad

del sistema. La actividad de la triptofano-hidroxilasa (sin

tesis) y las técnicas isotópicas son metodologías que tienen
la ventaja de no alterar las condiciones internas del siste

ma para detectar modificaciones en el metabolismo; sin embar

go, se dispone de métodos poco sensibles para las determina

ciones que requieren.

En 1a actualidad, las técnicas que se utilizan para medir
el "turnover" de la serotonina se basan en la alteración for

zada de algún paso de su metabolismo. Los problemas que pre

sentan estos métodos son varios, en primer lugar se desconoce

aún qué efecto pueden tener estas modificaciones del sistema

serotoninérgico sobre otros sistemas que también participan

en la regulación de 1a secreción de LH, viciando los datos
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experimentales; en segundo lugar algunas de las enzimas o pa

sos metabólicos modificados se comparten con el sistema catí
colaminérgico; por último, no se ha evaluado convenientemen

te los efectos que pudiera ocasionar la acumulación o dismi

nución forzada de un metabolito sobre las demás etapas de e

sa vía metabólica.

Para determinar la actividad del sistema serotoninérgico

generalmente se emplea la inhibición de la monoamino-oxidasa,

que produce acumulación de serotonina y depleción de la con

centración del ácido 5-hidroxiindolacético. El inhibidor em

pleado, pargilina (clorhidrato, Sigma), administrado en do

sis de 75 mg/kg de peso (i.p., en solución fisiológica) pro

duce una acumulación lineal de 5-HT dentro de la hora y media

post-inyección (Neckers y Meek, 1976); los animales controles
se inyectan con el volumen correspondiente de solución fisio

lógica (l ml/kg de peso); la acumulación de serotonina en los

animales inyectados con pargilina respecto de los controles
se toma comoíndice de actividad del sistema serotoninérgico.
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3.2. PDDELOS BYPERINENTALES Y OBTENCION DE LAS bUESTRAS

3.2.1. Experimentos "in vivo": alteraciones del metabolismo
de la serotonina durante el ciclo estral

Generalidades

Los cambios cíclicos qUe ocurren en el aparato reproduc

tor de las hembras y las alteraciones en el comportamiento

sexual que se manifiestan paralelamente son el resultado de
la interrelación de fenómenos nerviosos, endócrinos y ambien

tales (Nalbandov, 1976)“

En la rata, el ciclo estral dura U ó 5 días. En las dife

rentes etapas de su desarrollo se producen eventos fisiológi
cos característicos e interrelacionados: secreción de hor

monashipofisarias y ováricas, alteraciones morfológicas del

tracto genital y del ovario, modificaciones de la conducta
sexual. Los estadios del ciclo estral de la rata se denominan

según la nomenclatura de los estadiestro, proestro y estro,
dios del ciclo vaginal.M

El epitelio de la vagina sufre alteraciones periódicas co
mo consecuencia de los cambios hormonales que se producen du

rante el ciclo estral. La exfoliación continua de las capas

superficiales del epitelio permiteel estudio, mediante la
técnica de frotis vaginales, de las células descamadas que se
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acumulan en el lumen. En base a los diferentes tipos celulares

el ciclo vaginal se divide en cuatro estadios: dos días de

diestro, proestro y estro.

Durante el segundo día de diestro, el epitelio vaginal es

tá formado por una capa de células basales, seguidas de 2 a

3 capas de células pavimentosas. Las capas superiores se en

cuentran infiltradas de leucocitos. Por lo tanto, un extendi

do vaginal leucocitario es característico del diestro II.

El proestro que lo sucede presenta una rápida prolifera

ción epitelial, la capa intermedia consta de 8 a lO capas de

células con numerosas mitosis; cerca de la superficie apare

ce una zona de queratinización seguida de células epiteliales

nucleadas que se descamah. A este estadío corresponde un ex

tendido vaginal con células epiteliales nucleadas.

Durante el estro, en cuya madrugada se produce la ovula

ción, se observa un engrosamiento de la capa cornificada que,

al ganar la superficie libre, se descama. Un frotis de este

estadio presenta células cornificadas.

Finalmente, durante el diestro I, las células queratiniza

das desaparecen y los leucocitos invaden el epitelio, por lo

que en el extendido vaginal se observa una gran cantidad de

leucocitos,.restos de células cornificadas y algunas células
nucleadas.

La posibilidad de realizar una correlación entre los
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estadios del ciclo estral y los del ciclo vaginal se fundamen

ta en el hecho de que éste es un reflejo de las alteraciones

endócrinas que se manifiestan a lo largo de aquél, y, por lo

tanto, están sincronizados. Comoconsecuencia, se tiene enton1

ces una forma bastante precisa de poder ubicar en el tiempo
los diferentes fenómenos (sobre todo las secreciones hormona

les) que caracterizan al ciclo estral.

Cuandolas condiciones ambientales son constantes, los ci

clos son regulares. Los que duran cuatro días presentan dos

días de diestro, aquéllos con cinco días de duración pueden

presentar tres diestros o bien dos diestros y dos estros.

Descarga cíclica de hormonas

La secreción de las gonadotrofinas hipofisarias se repite

según un modelo cíclico característico (Butcher y col., 197u;

Smith y col., 1975; Nequin y col., 1979). La hora de comienzo

de las descargas preovulatorias depende de la alternancia luz

oscuridad. Si bien existe cierta desincronización entre anima
les sometidos a los mismos ciclos luz-oscuridad (Blake, 1976 a),

la hora de comienzo de la descarga se mantiene constante para

un mismo animal (Turgeon, 1979) siempre que no se modifiquen

aquellas condiciones.

La concentración sérica de LHse mantiene basal durante los

dos días de diestro y la mañanadel proestro. Si la luz del
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bioterio se enciende entre las 5.00 y 7.00 hs, 1a descarga

preovulatoria de LHcomienza entre las 15.00 y 17.00 hs, y

el máximosuele alcanzarse entre las 18.00 y 20.00 hs. La

caída de los niveles hormonales a los basales tarda unas dos

horas. Comoeste tiempo es mayor que la vida media de la hor

mona (Rorke y col., 198“), se deduce que ésta sigue liberan

dose durante el descenso. La secreción preovulatoria de LH

se caracteriza por ser aguda y masiva.

El modelo de secreción de FSHes relativamente similar

al de LH aunque el comienzo se produce un poco más tarde. Al

gunos autores proponen que la llegada a los valores máximos

se produciría a 1a medianoche (Butcher y col., 197u), otros

sugieren la existencia de dos picas máximos (dos fases)

(Gay y col., 1970; Blake, 1976 b). Los valores Séricos vuel
ven a ser basales durante la mañana del estro. La descarga

preovulatoria de FSH es menos aguda que la de LH, pero de

mayor duración.

En las horas previas a la secreción de ambas gonadotro

finas (período crítico) ocurre la descarga a la circulación

portal de LH-RH(Sarkar y col., 1976).

De manera similar a lo QUesucede con las gonadotrofinas,

los niveles basales de PRLno se alteran hasta la tarde

(lu.OO-16.00 hs) del proestro. El máximonivel se alcanza an

tes del de LH. En la mañana del estro, los valores vuelven a
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ser basales. Algunos investigadores describieron un segundo

pico de PRLen la tarde del estro (Butcher y col., 197“; Mei

tes y col., 1972; Reigle y Meites, 1976; Chiocchio y col.,
1980).

En la rata, la progesterona (P) y el estradiol (E2) son
las dos hormonas ováricas cuya secreción se ha estudiado con

mayor detalle (Butcher y col., 1974; Nequin y col., 1979).

Los valores de P muestran dos incrementos. El primero de

ellos se produce durante la tarde del diestro I y la mañana

del diestro II. Su origen es luteal, es de corta duración y

magnitud. B1 segundo coincide con la descarga preovulatoria

de LH y es de mayor magnitud, pero de menor duración que el

primero. Esta progesterona es secretada por la capa de célu

las granulosas del folículo maduro (Freeman, 1976).

La concentración de 82 en SUero durante el ciclo tiene
caracteristicas muydiferentes y es paralela a 1a maduración

de los foliculos que ovularán en ese ciclo. El incremento co

mienza en la tarde del segundo dia del diestro, alcanzándose

el valor máximo en 1a mañana del proestro. A partir de ese

momento, las concentraciones séricas descienden y en la maña

na del estro son basales nuevamente.

El ciclo estral de la rata es un modelo que permite estu

diar los mecanismos neuroendócrinos que desencadenan la des

carga de gonadotrofinas en un momentodado, que se determina
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indirectamente de antemano, a través de la observación de ex

tendidos vaginales. No hay manipulaciones experimentales que
interfieran con el normal desarrollo de los acontecimientos.

Parte experimental

En el bioterio del Instituto de Neurobiología las condi

ciones ambientales en las que se encuentran los animales son

las siguientes: los períodos de luz-oscuridad son de lu y lO

horas respectivamente, las luces se encienden automáticamente

a las 06.00 hs. Los animales reciben comida (Cargill dieta

rr) y agua "ad libitum". Se colocan lO ratas por jaula.

En el desarrollo de estos experimentos se utilizaron ra

tas virgenes de 3 a h meses de edad, de la cepa Holtzman. Pa

ra la identificación de cada animal, se realizaron marcas en

las orejas. Comünmente, se tomaron grupos de 100 ratas para

la determinación de los estadios del ciclo estral. Estas de

terminaciones se hicieron mediante la técnica de lavado del

contenido vaginal y, se realizaron diariamente (6 dias por

semana) antes de las 10.00 hs. Sólo se utilizaron aquellas

hembras que presentaron dos o más ciclos consecutivos regula

res de u dias de duración.

i. Vedición del contenido de S-HT en la eminencia media y en

la "pars distalis".

Se sacrificaron los animales por decapitación en los
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cuatro estadios del ciclo estral. Las horas de autopsia se

fijaron a las 11.00 y 16.30 hs para todos los estadios, agre
gándose una hora más: las lH.OO hs para el proestro.

Inmediatamente luego del sacrificio se tomó sangre del

tronco, se la dejó coagular a temperatura ambiente y luego

de centrífugarla se guardó el suero a -20°C hasta el dosaje
de las hormonas.

El lóbulo hipofisario anterior ( AH)se disecó utilizan

do pinzas finas y evitando 1a contaminación con la zona neu

rointermedia. El tejido se homogeneizó con homogeneizadores

de vidrio en 300 ul de HCl 0,1 Il(lerck).

Para realizar la toma de la eminencia media (BM) se re

movió cuidadosamente el cerebro y se lo colocó sobre un blo

que de hielo seco en el cual se habia practicado una hendi

dura a fin de evitar dañar 1a cara basal del hipotálamo. Una

vez congelado se ubicó el cerebro debaio de una lupa de di

sección y se realizaron los siguientes cortes: caudal, a la

altura donde el tallo hipofisario parte de la eminencia me

dia, dos cortes longitudinales a nivel de los limites latera

les y un corte frontal en el punto donde los nervios ópticos

entran en el cerebro. Luego de estos cuatro cortes, se levan

tó cuidadosamente el bloque con una aguia v se lo transfirió

al émbolo de un microhomogeneizador (Chiocchio y col., 1976

a y b). En este exoerimento las eminencias medias se
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homogeneizaron individualmente en 30 ul de HCl 0,1 M.

De los homogenatos de los tejidos, LHAy Efg se retiraron

5 y lO ul respectivamente para el dosaje de proteínas (Lowry

y col., 1951). El resto se centrifugó a 6000 x g durante U0

min. Diez Ul de cada sobrenadante se transfirieron a tubos

Eppendorf de plástico, se les agregó 10 ul de solución A

(ver medición de 5-HBradioenzimática) y se los guardó en la

heladera hasta el dia siguiente para proceder al dosaje de

serotonina según el método anteriormente descripto.

ii. bbdición de la actividad del sistema serotoninérgico de
la eminencia media.

Se estimó este parámetro utilizando la inhibición de la

bno. Se administró pargilina (75 mg/kg de peso, ip) a las

13.00 y 15.30 hs, a ratas en proestro y diestro I. Los contro

les recibieron una inyección intraperitoneal de solución fi
siológica (l ml/kg). Los animales se sacrificaron por decapi

tación una hora después de la administración de la droga. La

toma de sangre y de las muestras de eminencia media v, su

procesamiento para el dosaje de hormonas y de serotonina, res

pectivamente, es idéntico al descripto en la sección i.

La evaluación estadistica de los datos experimentales se

realizó mediante el test "t" de Student; cuando el número de

grupos fue superior a dos, se empleó el análisis de la varianza

para determinar la presencia de grupos diferentes entre si y
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3.2.2. Experimentos "in vitro”: efecto de la serotonina so
bre la secreción de LH

Generalidades

Para estudiar el sitio de acción de la 5-HTy su efecto

sobre la secreción de LHse eligió una metodologia "in vi

tro". Estas técnicas permiten evaluar directamente la ac

ción de una sustancia sobre un tejido sin tener que recu

rrir a manipulaciones farmacológicas o quirúrgicas para

aislarlo. Los argumentos esgrimidos en contra de los méto

dos "in vitro" se refieren en general a una posible incom

pleta o incorrecta difusión en los tejidos de las sustan

cias agregadas, a la degradación de estas sustancias y de

las secretadas al medio, a la acumulación de sustancias,

tóxicas o no, que pudieran alterar las respuestas de los

tejidos y, fundamentalmente, a la pérdida de las influen

cias o controles que pueden ejercer otros tejidos sobre el

que se encuentra bajo estudio.

La utilización de la incubación dinámica o perifusión

representa una alternativa para disminuir el efecto de las

desventajas enumeradas en primer término. Esta técnica ha

sido utilizada en neuroendocrinología con bastante éxito

(Gallardo y Ramirez, 1977; Chen y Ramirez, 1981) y se basa

fundamentalmente en la circulación constante del medio de

incubación que se recoge en fracciones, en las cuales se
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puede determinar la concentración de la o de las sustancias
deseadas.

Parte experimental

Se evaluó el efecto de la S-HTsobre las secreciones hi

pofisarias (LH, FSH, PRL) e hipotalámicas (LH-RH). Con tal

sentido se procedió a incubar (perifusión) anterohipófisis

(AH) solas o en serie con eminencias medias (EM) y, eminen

cias medias solas. En el primer caso se utilizó un disposi

tivo compuesto por dos camaritas en serie: las eminencias

medias (cinco) se colocaron en la primera, que tiene un vo

lumen de 200 Pl; en la segunda, con un volumen de 600 Fl, se
colocó una anterohipófisis. Ambascámaras están unidas entre

si a través de una conexión de plástico, de esta manera, el

medio que se encuentra en la primera camarita puede pasar a

la segunda. En los casos en los que se incubaron eminencias

medias solas unicamente se utilizó la primera camarita

(200 V1) colocándose también 5 EM/camarita (fig 3).

Comomedio de incubación se utilizó el Medio 199 (Gib

co , sales de Hank adicionado con L-glutamina, pH ajustado

en 7,20 con NaHCO3(3)). El medio es bombeado mediante una

bombaperitáltica de velocidad constante (Gilson modelo

HPH, Villiers-le-bel, Francia).

Las eminencias medias y anterohipófisis se tomaron de



Fíq 3: esquema de Jos sistemas do perífusión a»
pleados en la realización de las ínnuhnciones
descriptas en las secciones 3.7. a v b.

' RÉCOLECUON
BAÑO DE DE FRACUONES

INCUBACION

19camaríto (200 ul):cinco EM o nada‘
29 camariío (600 pl)=AH
Se dosa en e! efluyenfe LH,FSH y PRL.

RECOLECGON

BAÑO DE DEFRACOONES.
INCUBAcmN

comaríta (200 pl) donde se coiocan 5 EM
Se dosa en el efluyente LH-RH.
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ratas machos adultas y de hembras en proestro. La autopsia

de los animales se realizo entre las 12.00 y 13.00 hs, sa

crificándolos por decapitación. Los tejidos se disecaron en

fresco, las anterohipófisis con pinzas finas y las eminen

cias medias con tijeras de microdisección, en ambos casos

siguiendo los pasos descriptos (Chiocchio y col., 1976a).

Después de la disección los tejidos se mantuvieron en frío

sobre lana de vidrio embebida en medio de incubación. Una

vez finalizada la toma de muestra se los colocó en la co

rrespondiente camarita.

Las incubaciones se realizaron en un baño termostático

tipo Dubnoff a 37°C con agitación constante y rápida. Cuan

do se incubaron anterohipófisis, ya sea solas o en serie

con eminencias medias, el sistema se preincubó durante tres

horas; en los casos en que las eminencias medias se incuba

ron solas se realizó una preincubación de una hora. Después

de estas preincubaciones se comenzó a recoger el medio de

perifusión en fracciones de 10 min (0,8 ml). Estas fraccio

nes se recogieron en hielo e inmediatamente se congelaron a

—20°Chasta el dosaje de hormonas.

Las diluciones de las drogas: 5-HT (complejo creatinina

-su1fato, Sigma) y LH-RH(acetato, Sigma) se prepararon en

el medio de incubación y 10 veces más concentradas que la

concentración final deseada. Luegode ser precalentadas, se
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las inyectó (20 ul) en la primera camaríta salvo indicación

en caso contrario; la inyección se realizó en la forma de

un pulso y después de una hora de incubaciñn (cuando ya se

habían recogido 6 fracciones). Cuandose estudió el efecto

de antagonistas serotoninérgicos éstos se incluyeron en el

medio de incubación. Comobloqueantes de receptores se uti

lizaron: ciproheptadina (clorhidrato, Werk, Sharp y Dohm)y

metiotepin (maleato, La Roche).

Los valores de las hormonas en las fracciones de medio

Se expresan comoporcentaje del valor basal, considerado és

te como el 100% y calculado como el promedio de los valores

correspondientes a las 6 primeras fracciones recogidas. Los

datos experimentales se analizaron mediante el test "t" de

Student comparando el promedio de los valores anteriores al

agregado de las drogas con los posteriores al mismo. El cál

culo de las pendientes se realizó mediante el método de re

gresión lineal.

En estas condiciones se realizó la siguiente serie de

experimentos:

a. Perifusión de anterohipófisis en serie con eminencias me
dias o solas

a.l. Anterohipófisis + 5 eminencias medias

a.l.l. tejidos obtenidos en ratas hembrasen proestro, se
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b.

b.l.

Perifusión de eminencias

tejidos obtenidos en ratas hembras en proestro,
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estudió el efecto de diferentes concentraciones de

S-HT( finales instantáneas 6,0; 0,6 y 0,06!4W).
tejidos obtenidos en ratas machos, se estudió el e
fecto de la S-HT(concentración final instantánea

0,6 uM)

tejidos disecados en ratas hembras en proestro, se

evaluó el efecto de la S-HT (0,6 HM)inyectada en la

conexión que une la primera camarita con la segunda

(soul).
Anterohipófisis solas

tejidos obtenidos en ratas hembras en proestro, se

estudió el efecto de LH-RH(100 pg) y de la 5-HT

(concentración final instantánea en la primera cama

rita 6,0; 0,6 y 0,06 uM)

medias

se eva

luó el efecto de la 5-HT(concentraciones finales ins

tantáneas 60; 6,0; 0,6; 0,06 y 0,006” M).
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3.2.3. Lesiones del núcleo dorsal del rafe. Sus consecuencias

sobre el ciclo estral y la secreción de las gonadotro

finas y de la prolactina

Poco puede decirse aún acerca de la importancia fisiológi

ca de la participación de la serotonina en los mecanismos

que intervienen en 1a regulación de la secreción preovulatoria

de las gonadotrofinas.

Los datos experimentales descriptos en la bibliografía só

lo se refieren a las modificaciones que producen las lesiones

del sistema serotoninérgico en 1a descarga "inducida" de LH

(Héry y col., 1978; van de Kar y col., 1980; Waloch y col.,

1981). De todas maneras, en estos casos ha sido posible deter

minar la necesidad de la integridad de este sistema para que

la secreción "inducida" de LH proceda normalmente. Aún más,

estos experimentos pusieron en relieve la importancia de las

proyecciones serotoninérgicas del núcleo dorsal del rafe al

hipotálamo (van de Kar y col., 1980).

El ciclo estral de la rata es un modelo que permite estu

diar las consecuencias de la lesión del sistema serotoninér

gico sobre diferentes parámetros relacionados con la secre

ción de las gonadotrofinas: a) modificaciones de la periodi

cidad de aparición de los estadios del ciclo (diestro, proes

tro, estrofl. representan una desincronización de los mecanis

mos que determinan la constancia en la sucesión de las
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manifestaciones más caracteristicas del ciclo (descargas hor
monales hipofisarias y ováricas); b) medición de la secreción

preovulatoria de gonadotrofinas y prolactina: pueden producir
se alteraciones en la duración y magnitud de las descargas y/o

variaciones en la hora de comienzo de las mismas.

La lesión del núcleo dorsal del rafe elimina parte de la

inervación serotoninérgica al hipotálamo, Fundamentalmente

elimina aferencias serotoninérgicas a las regiones donde se

ubican las neuronas LH-RH(Palkovits y col., 1977 b; Jennes y

col., 1982). La importancia que pudiera tener la 5-HTde este

origen en los mecanismos regulatorios de las descargas hormona

les del ciclo quedaria manifestada si la lesión del núcleo

dorsal del rafe produjese modificaciones en algunas de las ca

racterísticas de la secreción preovulatoria de las gonadotro

finas hipofisarias.

Parte experimental

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Holtzman

que hubieran tenido por lo menos dos ciclos estrales regula
res de cuatro dias. Los animales se lesionaron durante la ma

ñana del diestro I del tercer ciclo. Se formaron tres grupos

experimentales: a) controles: sólo recibieron anestesia (Nem

butal HOmg/kg de peso), b) operación simulada (sham): anes

tesia y descenso del electrodo hasta tocar el piso del acueducto,
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sin pasaje de corriente eléctrica y, c) lesionados: se reali

zaron lesiones electrolíticas, luego de colocado el animal

en un aparato estereotáxico y mediante una aproximación dor

sal se descendió dos veces el electrodo Üknframio); en cada

descenso se aplicó una corriente de 2 mAde intensidad duran

te lO segundos, quedando destruidas en estas condiciones los

tercios rostral y medio del núcleo (desde los planos 620 um

al 127o umdel atlas de Konig y Klipel) (foto 1).

Los animales se sacrificaron por decapitación a las

11.00, 14.00, 16.30, 18.30, 21.00 y 01.00 hs. La autopsia de

un grupo se realizó durante’el primer proestro post-lesión

(efecto agudo de la lesión), otro grupo de animales se sa

crificó luego de 35-uo días de sobrevida (efecto crónico de

la lesión). En ambos casos se disecó la eminencia media para

la medición del contenido de 5-HT y se recogió sangre para

el dosaje de LH, FSH y PRL. En los animales en los que se eva

luó el efecto crónico de.la lesión se continuó con el regis

tro de los estadios del ciclo vaginal hasta el día de la au

topsia. En los animales de este grupo, sacrificados a las

lu.00 se disecaron y pesaron las hipófisis (enteras), ova

rios y üteros.

Luego de la autopsia y de la disección de la eminencia

media los cerebros se fijaron en formol y se tiñeron con la

técnica de Nissl para el control histológico de la lesión.
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Las comparaciones estadísticas entre dos grupos experi

mentales se hicieron mediante el test "t" de Student; cuando

el númerode grupos era nayor se utilizó el análisis de la

varianza (ANOVA)y el grado de significación entre los gru

pos se evaluó aplicando el test de Newman-Keuls.

Foto l: Microfotografía le una sección coronal
del tronco encefálico, donde se observa una le
sión (*) del sector rostral del núcleo dorsal
del rafe.

A = acueducto
Cs = colículo superior
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ALTERACIONES DEL NETABOLISFO DE LA SEROTONINA DURANTE EL

CICLO ESTRAL

“.1. Resultados

Comohemos mencionado inicialmente, el primero de los

objetivos de esta Tesis es poder demostrar una relación

entre la serotonina v la secreción preovulatoria de la hor
mona luteinizante. Con tal motivo se midió el contenido de

S-HT en el lóLulo hinofisario anterior v en la eminencia

media en momentosclaves del ciclo estral.

Durante el ciclo lá actividad secretora de la glándula

hiDofisaria presenta un franco incremento en la tarde del

proestro, tal comose ilustra en la TahJa I; en esta Tabla

figuran los valores de las gonadotrofinas v de nrolactina

(promedio + error estándar y entre paréntesis se indica
de cadael número de animales) durante determinadas horas

estadío del ciclo. Las concentraciones séricas de LHy de

FSH, que durante los dos días de diestro v 1a mañana del

proestro permanecen bajas, aumentan rápidamente en la tar
de (16.30 hs) del proestro; los niveles vuelven a ser ba

sales en la mañana y tarde del estro. La secreción de pro

lactina durante el ciclo sigue un modelo similar al de las

con la salvedad de una descarga que se nrogonadotrofinas,
duce en la tarde del estro v que tendría la misma magnitud

que la preovulatoria.



Tabla I: concentraciones séricas de LH,
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FSH y PRL (ng/ml
de suero) durante el ciclo estral. (* p<0,01).

Estadio LH FSH PRL

Diestro I

11.00 hs 3516 (10) 2,9Ïo,2 (10) 27:5 (10)

16.30 hs uljs (6) 3,1Ïo,2 (6) notla (6)

Diestro II

11.00 hs 31:6 (9) 2,8Ï0,3 (9) 36:11 (9)

16.30 hs 36:6 (9) 2,2Ï0,2 (9) UOÏB (9)

Proestro

11.00 hs 3235 (9) 3,3Ï0," (9) 20:3 (9)

1n.oo hs 3836 (11) 2,9Ïo,3 (10) 2113 (11)

16.30 hs 2ouÏ35 (10)* 7,5Ïo,e (8)* 377390 (10)*

Estro

11.00 hs 3336 (10) 2,3Ïo,3 (7) Sljlu (8)

15.3o hs 36Ï6 (6) 2,HÏO,2 (6) 331fl25(6)*
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Lóbulohipofisario anterior.

A pesar de las alteraciones de la actividad secretora de

la anterohipófisis, la concentración de serotonina del lóbulo

hipofisario anterior no se modifica en ningún momentodurante

el ciclo. En la Tabla II se pueden observar los valores co

rrespondientes para cada estadio; las determinaciones se hi

cieron a las ll.00 y 16.30 hs, cada valor corresponde al

promedioj error estándar y entre paréntesis se indica el
número de animales.

Tabla II: concentración de 5-HT (ng/mg de proteína) en
el lóbulo hipofisario anterior durante el ciclo estral.

Estadio 11.00 hs 16.30 hs

Diestro I 1,22ÏO,13 (7) 1,2NÏO,13 (6)

Diestro II 1,1ejo,15 (8) 1,u3¿0,12 (9)

Proestro 1,37Ï0,13 (8) 1,30Ï0,l2 (12)

Estro 1,1910,13 (6) 1,3UÏ0,05 (6)
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Un estudio más detallado durante el proestro tampoco po

ne de manifiesto alguna modificación en la concentración de

5-HTde la hipófisis anterior, así lo indican los valores

(promedios f error estándar) que figuran en la Tabla III.

Tabla III: concentración de 5-HT (ng/mg de proteína)
en el lóbulo hipofisario anterior durante el proestro.

horas 5-HT

11.00 hs 1,35Ï0,ll (lu)

1a.oo hs 1,07Ï0,09 (15)

16.30 hs 1,2HÏO,12 (12)

Eminencia media

Contrariamente a la estabilidad que presenta la seroto

nina de la adenohipófisis durante el ciclo estral, la de la

eminencia media sufre importantes variaciones, las que se

han esquematizado en la figura H. En ella, cada barra repre

senta el promedio de () determinaciones, el asterisco indi

ca el grado de significación.
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Fig H: concentración de 5-HT en la eminencia mediadurante el ciclo estral.

".00 hs.
m |6.30hs.} EMINENCIA MEDIA

um
(¡2)

SEROTONINA(ng/mgdeproteina)

5 l

En el diestro I y Il (DI y DII) la concentración de sero

tonina de la eminencia media permanece estacionaria; en am

bos estadios los valores medidosa la mañana (11.00 hs) son

similares a los de la tarde (16.30 hs). Este nivel se man

tiene durante la mañanadel proestro (P), pero, en la tarde

de este dia se detecta una depleción en la concentración del

orden del 50% (* p<0,000l vs las demás horas y estadios). En

la mañana del estro (E) se vuelven a recuperar los valores

previos a la caída de la concentración.
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Al aumentarse el número de horas durante el proestro,

en las cuales se midió la serotonina de la eminencia media,

puede verse (Tabla IV) que la disminución de la concentra

ción ocurre entre las 1n.oo y 16.30 hs y no antes; no obs

tante, a las 1n.oo hs se observa una mayor dispersión de

los datos individuales respecto de los obtenidos a las

11.00 hs como lo denota el mayor error. Cada valor coloca

do en la Tabla representa el promedio f error estándar y
el númerode animales se indica entre paréntesis.

Tabla IV: concentración de 5-HT (ng/mg de proteína) en
la eminencia media durante el proestro.

horas 5-HT

11.00 hs 11,78Ï0,72 (12)

14.00 hs 13,00;2,23 (9)

16.30 hs 0,87Ï6,72 (10)*

ú p<0,05 vs 11.00 y 1H.00 hs.
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Posteriormente estudiamos el metdaolismo de la serotoni
na en la eminencia media utilizando la inhfliición de la de«

gradación del neurotransmisor mediante el’)]oqueo de la FAO
con pargilina.

Fig 5:

(fig 5).

concentración de SÓHTen la eminencia media
luego de la inhibición de la FAO(pargilina)

I,

Í

!

Í

z

Los animales

5-HT(ng/mgdeproteína)

EMINENCIA MEDiA

sc. FísíoIA
m Pargílina “fl

(8)
T (¡2)

¡6,30¡4.00

PROESTRO (M

¡4.00 I6.30

DIESTROI (h)

inyectados con el inhibidor presentan una

acumulación de serotonina en la eminencia media (fig 5,

pargilina). Esta acumulación es máxima en la tarde del pro

estro (* p<0,0001).

Los valores hormonales de estos animales figuran en la

Tabla V (promedios i error estándar y número de animales



Tabla V:

o pargilina 1 hora previa a la autopsia

observados entre paréntesis).

Valores séricos de LH, FFH (ng/ml) en
los animales inyectados con solución fisiológica
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LH FSH

Diestro I

1u.oo hs s.r. u7;5 (1o) 2,710,3 (9)

Parg. nata (a) 2,510,2 (a)

16.30 hs s.r. HHtB(12) 2,u¡o,2 (JO)

Parg. u517 (1o) 2,7t0,2 (10)

Proestro

1u.oo hs S.F. uets (1o) a,o:o,u (10)

Parg. uo¿5 (11) 3,1áO,3 (e)

16.30 hs s.r. 2ooá25 (16)* 8,810,6 (13)*

Parg. P 2H8136 (1u)* 9,3:o,u (11)*

# p (0,01
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4.2. Discusión

La descarga preovulatoria de las gonadotrofinas y de pro
lactina involucra la puesta en funcionamiento de una serie de

mecanismos de diversa Índole, muchos de ellos de naturaleza

nerviosa (Everett, 1372). La posibilidad de que el sistema

serotoninérgico forme parte de estos mecanismosproviene prin

cipalmente de resultados obtenidos en experimentos farmaco

lógicos (Labhsetwar , 1171; Kordon, 1371; Kordon y (iouinski,

1372; Héry y col., 1375); Coen y col., l)80; Walker, 1980).

En nuestros estudios, utilizando un enfoque experimental di

ferente, hemosd)tenido evidencias de la participación de la

serotonina de la eminencia media en la secreción preovulato

ria de LH y de FSH.

La medición de la concentración de 5-HT en la eminencia

media a lo largo del ciclo estral muestra un descenso del

orden del 50%en la tarde del proestro (16.30 hs). El hecho

de que en los demás estadios no se adviertan diferencias en

tre los valores de las 11.00 y 16.30 hs nos permite descartar

la posibilidad de que la fluctuación corresponda a un ritmo

circadiano. Por otra parte, si se aumenta el número de horas

durante el proestro en las cuales se mide la concentración

se d)serva que el descenso del contenido sede serotonina,

produce entre las 14.00 y 16.30 hs, intervalo que coincide

con el comienzo de la descarga preovulatoria de LH, FSHy
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PRL. Esto sugiere una correlación temporal entre ad>os fenó
menos.

DUChosson los resultados experimentales que adjudican a

la S-HTun papel estimulatorio en el control de la liberación

de PRL (Kordon y col., 1173; Caligaris y Taleisnik, 1374; ü

llo y col., 1375; Clemens y col., 1378; fleiner y Ganong, 1978;

Krulich, 1373; Culman y col., 1380; leites y Sonntag, 1381;

Johnston y col., 1984). Nod)stante, todavía no está claro si

la 5-HTparticipa a través de un PRF(prolactin releasing

factor) o inhibiendo la secreción de un PIF (prolactin

inhibiting factor) o a nivel hipofisario.

Pena y sus cold9oradores (1976) describieron un descenso

del contenido de serotonina en el hipotálamo durante la des

carga de prolactina inducida por la succión de las crías en

ratas lactantes. En nuestros experimentos hemosdiservado

que en la tarde del estro hay una lfi)eración preferencial de

prolactina que no está acompañada por ninguna modificación

de la concentración de 5-HT en la eminencia media. Si bien

este resultado y el thenido por el grupo de lbna no son

compard>les, sugieren en conjunto, que de existir una rela

ción entre el sistema serotoninérgico y 1a secreción de PRL,

tal relación no se verificaría a Mvelmala eminencia media

sino que posiblemente se localice en otro núcleo o áreas hi

potalámicas.
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Teniendo en cuenta estas consideraciones, la depleción

del contenido de serotonina de la eminencia media que se pro

duce en la tarde del proestro estaría relacionada con la se

creción preovulatoria de LH y de FSH, más que con la de PRL.

La "caída" de la concentración de la serotonina puede

interpretarse de dos maneras: como una disminución de su

síntesis o como un aumento de su catabolismo, asociado a un

incremento de 1a liberación del neurotransmisor al espacio

sináptico, puesto que la serotonina que se degrada es, pre

ferentemente, la que ha sido liberada a la hendidura sináp

tica y recaptada por el terminal. En el primer caso, una

disminución de la velocidad de síntesis podría significar la

remoción de una interferencia para la descarga hormonal pre

ovulatoria. Si esto es así, la serotonina tendría una función

inhibitoria. La segunda interpretación, en cam)io, sugiere el

ejercicio de una influencia positiva sd)re los mecanismosque

determinan la secreción de LH.

Los datos aportados por la medición del contenido de S-HT

no permiten optar por ninguna de las dos posü>ilidades. Sin

efl>argo, proporcionan una información muy interesante y es

que en el momentoen que se produce la secreción preovulatoria

de las gonadotrofinas, el sistema serotoninérgico sale del
estado estacionario caracterizado por la invaridailidad en el

tiempo de las características macroscópicas del sistema (v.g.,



la concentración). La pérdida de la condición de estado esta

cionario es típica de los mecanismos de "disparo" de los fe

nómenosbiológicos.

Una manera de medir la actividad de un sistema neuronal

es inhibir la degradación del neurotransmisor; así, la acumu

lación que se produce en el terminal representa el balance

neto entre lo que se sintetiza, se libera y se recapta. En

el caso del sistema serotoninérgico, el 80%de lo que Se li

bera en la sinapsis es retomado por el terminal, en conse

cuencia, comoprimera aproximación, los dos últimos términos

se anulan y el balance puede considerarse comoel resultado

de la síntesis. Por lo tanto, si la velocidad de síntesis ha

aumentado, 1a cantidad de S-HT acumulada en el terminal duran

te un intervalo constante es proporcionalmente mayor. En nues

tro caso el inhibidor de la MOutilizado (pargilina), prodw

ce una acumulación lineal de serotonina dentro de la hora y

media posterior a su administración (Neckers y Iéek, 1976;

van Loon y col., 1381). La DflOes una enzima compartida con

el sistema catecolaminérgico, pero, las catecolaminas son de

gradadas preferentemente por la catecol-0-metiltransferasa

(CODE); por esto mismo, la inhibición de la FAOno se utiliza

para medir la actividad de los sistemas dopaminérgicos y nor

adrenérgicos.

La inhibición de la degradación de la 5-HT durante
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distintas horas del diestro I y del proestro muestra que la
actividad del sistema aumenta significativamente en la tarde

(16.30 hs) del proestro. Este resultado sugiere que la de
pleción de la concentración del neurotransmisor en la eminen

cia media, que háaiamos hallado inicialmente, representaría
la liberación de la 5-HT.

Es interesante comparar estos resultados con los d)te—

nidos por Wise y col., (1381) en relación a los movimientos

de la concentración de LH-RHen la eminencia media. Este

grupo de investigación d)servó que la concentración de LH-RH

en la eminencia media sufre variaciones previas y concomi

tantes con la secreción preovulatoria de LHy FSH. Adaptando

el horario del bioterio de ellos al nuestro, se advierte en

tre las ll.00 y lu.00 hs un aumento de la concentración de

LHmRHposiblemente como consecuencia de una mayor sintesis y

de un mayor tránsito del péptido hacia la zona de liberación.
A este aumento le sucede una disminución de la concentración

entre las lu.00 y 17.00 hs que se puede considerar como el

resultado de su secreción a la circulación portal, ya que en
este momento se detecta un descenso del LHmRHinmunorreactivo

en la eminencia media (Polkovska y Justisz, 137H), un aumento

de la velocidad de secreción de LH-RH(Levine y Ramírez, 1982),

una mayor concentración de LH-RHen los vasos portales (Sar

kar y col., 1376) y aumentan los niveles séricos de las gonado



trofinas (ver Resultados).

El metáJOlismo de la S-HT en la eminencia media experi

menta un aumento entre las 1n.oo y 16.30 hs, justamente cuan

do se libera LH-RH.Esto sugiere una correlación, a nivel de

la eminencia media, entre la serotonina y la secreción pre

ovulatoria de LH-RH.Además, puesto que la actividad del sis

tema serotoninérgico es máxima en el momento en que se des

cargan LH-RHy las gonadotrofinas, la S-HT tendría un papel

estimulatorio en este proceso. El hecho de que la alteración

del metabolismo de la serotonina se produzca en la eminencia

media sugiere que la S-HT estimula la liberación de LH-RH.

El aumento de la liberación de la serotonina en la emi

nencia medía podría tener otra interpretación. El neuro

transmisor podría liberarse a la circulación portal y, ac

tuando a nivel hipofisario, regular el efecto del LH-RH.En

general, los datos experimentales sugieren un papel central

para la serotonina en la secreción del LH (Cramer y Barra

clough, B 78; Ryu y col., 1980). Sin eM)argo, hay que tener

en cuenta que estos experimentos no se realizaron, en la ma

yoría de los casos, en condiciones óptimas. Aún más, datos

recientes describen la captación específica de S-HTpor una

delación de células anterohipofisarias tal vez gonadotropas

(Núñez y col., 1380; Johns y col., 1982; Payette y col.,

1385).
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Los movimientos de la concentración de serotonina en el

lóbulo hipofisario anterior pueden ser considerados comocon
secuencia de la liberación del neurotransmisor desde la emi

nencia media y su captación por las células hipofisarias, o

bien reflejar alteraciones de su metabolismointrapituitario.
Johnston y col. (1383) dosaron el contenido de 5-HT en los

vasos portales y daservaron que la sangre portal es levemenm

te más concentrada en 5-HTque la periférica, sugiriendo la

posibilidad de que el neurotransmisor se lfl3ere en parte des

de la eminencia media. Ya hemos mencionado que una explica

ción alternativa de la depleción del contenido de S-HTde

la eminencia media era justamente su liberación a la circu

lación portal. Si el origen de 1a serotonina presente en la

"pars distalis" es exclusivamente intrahipofisario (Friedman

y col.z 1383), modificaciones de su concentración podrían

significar alteraciones de su metdaolismo o bien caMJios en

las posibles pdalaciones o "pools" serotoninérgicos que pu—

dieran estar asociados a las pdalaciones o "pools" de LH

(¡Mkhopadhyay y col., 1379) como se ha sugerido para la do

pamina y la prolactina ((hllardo y col., B 85).

La concentración de serotonina en la "pars distalis" no

se modifica en ninguno de los estadios del ciclo estral. Por

lo tanto, la caída de su concentración en la eminencia media

durante la tarde del proestro no está acompañada de un aumento
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de su concentración anterohipofisaria. Esto permite descartar,
en principio, la hipótesis de la liberación del neurotransmi

sor a la circulación portal en el momentoen que se comienzan

a descargar las gonadotrofinas. De todas maneras, se necesita

realizar estudios "in vitro" para poder establecer definiti
vamente si esta hipótesis es válida o no. La ausencia de al

teraciones en la "pars distalis", no sólo a lo largo del ci
clo estral sino taM>iéndurante diferentes horas claves del

proestro en las cuales se producen cawvios agudos en la acti

vidad secretoria hipofisaria, tadaién sugiere la S-HTintra

hipofisaria no estaria asociada a la secreción preovulatoria
de gonadotrofinas a este nivel.

Cuandola prolactina se secreta sola en la tarde del es

tro, no hay un movimiento concomitante de la S-HT en el ló

bulo hipofisario anterior, descartando un efecto de la 5-HT

intrapituitaria sdare la secreción de PRL.

Concluyendo, nuestros resultados demuestran que la sero
tonina de la eminencia media está relacionada con la secre

ción preovulatoria de LHy no lo está con 1a de prolactina.

El incremento del metáaolismo serotoninérgíco sugiere una

función estimulatoria, inclinándose las evidencias hacia una

interacción a nivel de la secreción de LHLRH,aun cuando no

se pueda excluir definitivamente la posibilidad de la libera
ción de 5-HT a la circulación portal. En apoyo de la primera
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hipótesis, contamos con las daservaciones aportadas por Jen

nes y col. (1382) acerca de una superposición espacial de

fflaras serotoninérgicas y de LH-RHen la eminencia media.

La serotonina intrahipofisaria no participaría en la
secreción de las gonadotrofinas ni en 1a de prolactina.
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EFECTO DE LA SEROTONINA SOBRE LA SECRBCION "IN VITRO" DE LH

5.1. Resultados

La incubación dinámica del lóbulo hipofisario anterior

y de zonas discretas de tejido nervioso (eminencias medias)

posibilita la investigación y evaluación del efecto de la

serotonina sobre la secreción de las gonadotrofinas y, al

mismo tiempo, permite ubicar su nivel de acción.

Colocadas las hipófisis anteriores en el medio de incu

bación,'alcanzan el estado estacionario de secreción des

pués de tres horas de perifusión, independientemente de la

presencia de las eminencias medias en la primera camarita

(fig 6) (ver Pateriales y PÉtodos, sección 3.2.2.). Como

puede apreciarse en la figura, luego de este periodo de a

daptación las velocidades basales que se registran son:

A) EN+AH=LH=lulÏ8 ng/ml/min; FSH=2,7Ï0,2 ng/ml/min;

PRL=273Ï1H ng/ml/min; B) AH: LH=1H8Ï6 ng/ml/min; FSH=

=2,9Ï0,2 ng/ml/min; PRL=26uÏll ng/ml/min. No se registran
diferencias significativas entre las velocidades de secre
ción de las tres hormonas en el sistema donde se incuban

eminencias medias en serie con un lóbulo hipofisario ante

rior (A) y las velocidades alcanzadas en el sistema donde

sólo se incuba un lóbulo hipofisario anterior (B). Estos

resultados se obtuvieron con tejidos disecados en ratas

hembras en proestro.



Fig 6: Liberación de LH y de FSH al medio de perifu
. ASlOI]. Los tejidos incubados se disecaron en ratas

hembras en proestro. EF}AH=5 eminencias medias + 16+
bulo hipofisario anterior; AH:l lóbulo hipofisarioanterior.
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la segunda y, empleando tejidos de ratas hembras en proes

tro, estudiamos el efecto de diferentes concentraciones de

serotonina sobre la secreción hipofisaria de LH, FSH, y

PRL. La 5-HT se inyecta en la camarita que contiene las e

minencias medias en la forma de un pulso, de manera tal de

alcanzar las siguientes concentraciones finales instantá

neas: 6,0; 0,6 y 0,06 MM.En la figura 7 se muestra como

ejemplo un experimento tipo.

Fig.7: efecto de la 5-HT(flecha) sobre la velocidad
de secreción de las gonadotrofinas y prolactina. Se
incubaron en serie El} l AH(proestro).
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En esta figura se ha graficado el efecto que produce la

inyección de diferentes concentraciones de 5-HTsobre la se
creción hormonal hipofísaria. En cada caso (cada concentra

ción) se evaluó la respuesta secretoria de un mismosistema

(EY+AH).Comopuede observarse en la figura, la serotonina,

en las tres concentraciones escogidas, incrementa la veloci

dad de liberación de las gonadotrofinas sin modificar 1a de

prolactina (los valores se expresan comoporcentaie respecto
de la velocidad de secreción basal (100%)). La concentración

de 0,6 piles la que produce una mayor estimulación en la ve

locidad de secreción de LH, en consecuencia, se eligió esta

concentración para realizar nuevos experimentos.

El efecto que sigue a la inyección de S-HT (0,6 ur? so

bre las eminencias medias puede observarse fácilmente si se

promedian para cada fracción de medio recogida los valores

hormonales (en porcentajes) correspondientes a varios ensa

yos (el número se indica en el gráfico). Así, queda demos

trado en la figura 8 que la 5-HT induce un incremento en 1a

velocidad de liberación de LH y FSH, sin que se vea mayor

mente afectada la liberación de prolactina.



Fig 8: efecto de la inyección de 5-HT (0,6 UM)
(flecha) sobre la velocidad de secreción de LH,
FSH y PRL. (5 EM+ l AH, hembras en proestro).
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Analizando esta figura,la aceleración que causa la sero

tonina sobre la velocidad de secreción de las gonadotrofi

nas puede caracterizarse de la siguiente manera:

EE: el incremento de la velocidad de secreción de esta

hormona es rápido (pendiente de ascenso u,35 Ï 0,61 %/min)

y prácticamente inmediato, en la segunda fracción post-in

yección ya se ha alcanzado un 150%de estimulación; la

máxima (360%) se produce a los 6Ó min después del agregado

de S-HT. Durante los siguientes 80 min la velocidad de se

creción se mantiene elevada, comenzando a decaer a los
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190 min post-inyección.

EEE: la respuesta es en este CaSOmás lenta, el primer

aumento significativo se observa a los HOmin después de

haberse agregado la serotonina y es de 160%; se llega al

máximo (H00%) a los 110 min post-inyección. La pendiente,

que ejemplifica la aceleración con que aumenta la veloci

dad de secreción, es de 1.92 t 0,3U%/min. Hay una diferen

cia significativa (p<0,01) entre ésta y la de LH. A los
190 min la velocidad de liberación de FSHal medio de pe

rifusión comienza a disminuir.

PRL: la serotonina no modifica la secreción de esta

hormona en las condiciones en que se desarrollaron los ei

perimentos.

Una comparación entre la capacidad de estimulación que

posee la S-HTsdDre la velocidad de liberación de cada hor

monapuede realizarse, en forma práctica, en un gráfico de

barras como en la figura 9. Cada barra representa el prome

dio de los valores previos (-) y posteriores (S-HT) al a

gregado de serotonina al medio de perifusión de la primera

camarita.
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Fig 9: estimulación diferencial de la 5-HTsobre
la velocidad de secreción de LH, FSH y PRL
*p<0,001; **p<0,0005.
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Posteriormente estudiamos el efecto de la serotonina

sobre eminencias medias y anterohipófisís incubadas en se

rie, pero esta vez dísecadas en ratas machos. Comosucede

en el caso de las hembras, el sistema alcanza el estado

estacionario en la secreción de LHluego de tres horas de

incubación; en este momentola velocidad de liberación de

xla hormona es de 129 Í lO ng/ml/min, valor que no difiere
del observado en la incubación de eminencias medias y ante

rohipófisis de ratas hembras (141 Ï 8 ng/ml/mín).
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Luegode este período de estabilización, la inyección

de serotonina en el medio de incubación de la primera ca

marita (concentración final instantánea 0,6 UM)estimula

la velocidad de secreción de LH (fig 10a), aunque el au

mento es muchó más lento que en el caso de las hembras

(fig 10a) y significativamente menor (fig lOb).

Fig laa): estimulación de la velocidad de secreción
de LH en tejidos (BN+AH)de ratas hembras y machos
por acción de la 5-HT (0,6 UM); b) Comparación de
la velocidad de secreción pre (—) V post-inyección
de 5-HT en hembras y machos. *p<0.001 ;7** p4)4m01
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Especificidad del efecto de la 5-HTsdare la secreción de

las gonadotrofinas

La especificidad del efecto de la serotonina se evaluó

a través de la acción de un bloqueante de los receptores

serotoninérgicos: la ciproheptadina (CYP). Para la realiza

ción de estas experiencias decidimos utilizar eminencias me

dias y anteronipófisis de ratas hembras en proestro, por
ser este sistema mucho más sensible a los cambios en 1a ve

locidad de secreción de las gonadotrofinas que el de las ra
tas machos.

La inclusión de este antagonista serotoninérgico en el

medio de perifusión (ver Materiales y Métodos sección

3.2.2.) no modifica la secreción de LH, FSHni la de PRL;

en cambio, anula totalmente la acción estimulatoria de la

serotonina (0,6 uN) sobre la liberación de las gonadotrofi

nas. Estos resultados se ilustran en 1a figura 12. En la zg

na superior de la figura se vuelve a mostrar el efecto esti
mulatorio de la 5-HT sobre la velocidad de secreción de LH

y FSHa efectos de facilitar la visualización del bloqueo

que produce la presencia de CYP(1 uN) (se indica mediante

una barra horizontal punteada) en el medio de perifusión.
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Fig 12: arriba: incremento de la velocidad de secre
ción de LH y FSH por acción de la 5-HT; abajo: blo1
queo del efecto de la 5-HT por inclusión en el me
dio de incubación de ciproheptadína (CYP 1 UM).
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Con la finalidad de determinar el sitio de acción de la

serotonina en su actividad estimuladora de la liberación de

LHy FSHse realizaron los siguientes experimentos.

Efecto de la S-HTsobre el lóbulo hipofisario anterior

Se inyectaron 50 ul de una solución de serotonina 0,6 uN
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en la conexión que une la primera camarita con la segunda

en un sistema completo, es decir, cuando se incuban en se

rie eminencias medias y anterohipófisis de hembras en pro
estro. Bajo tales condiciones la 5-HTno estimula la libe

ración de LH (fig 13).
)

Fig 13: efecto diferencial de la 5-HT (flecha) sobre
'la secreción de LHcuando se la inyecta en la prime
ra camarita o en la conexión que une a ésta con 1a
segunda.
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Cuandolas anterohipófisis de ratas hembras en proestro

se incm3an solas (experimentos a.2., ver Materiales y Méto

dos seccion 3.2.2.) la inyección de 100 pg de LH-RHen la

primera camarita incrementa inmediatamente la secreción de

LHal medio de perifusión de una manera bastante similar a
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la estimulación que produce la adición de serotonina (0,6 UM)

en un sistema completo (eminencias medias + anterohipófisis)

(fig 8). El efecto del LH-RHparecería ser, no obstante, de

menor duración que el que causa la serotonina. La 5-HT

(0,6 uM) inyectada en forma conjunta con el LH-RHno modifica

el efecto estimulatorio de la neurohormona(fig lu).

Fig lu: efecto del LH-RHy de LH-RH + 5-HT sobre la
secreción de LH en un sistema donde se incuba una an
terohipófisis de rata hembraen proestro
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Por otra parte, la inyección de serotonina (0,6 uM) en

la primera camarita no altera la velocidad de secreción de

las gonadotrofinas, asi comotampocoafecta la liberación

de prolactina (fig 15).



Fig 15: efecto de la 5-HT (flecha) sdare la veloci
dad de secreción de LH, FSH y PRL, en un sistema
donde se incuba una anterohipófisis de rata hembra
en proestro. Entre paréntesis se indica el número
de experimentos.
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Efecto de la 5-HT sobre la eminencia media

En vista de los resultados obtenidos, que señalan la
existencia de un efecto acelerador de la S-HTsobre la ve

locidad de liberación de las gonadotrofinas sólo cuando se

encuentra presente en el sistema la eminencia media, deci

dimos estudiar directamente la acción del neurotransmisor

sobre la liberación de LH-RH(experimentos b., ver Materia

les y Métodos, sección 3.2.2.).
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El sistema formado por 5 eminencias medias de ratas

hembras en proestro alcanza el estado estacionario para la

secreción de LH-RHluego de una hora de incubación (fig 16),

con una velocidad basal de 51 + 8 pg/ml/min.

Fig 16: liberación de LH-RHal medio de perifusión
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En estas condiciones se examinó la respuesta de las emi

nencias medias a concentraciones crecientes de serotonina

(60; 6,0: 0,6; 0,06 y 0,006 UM)(fig 17). Todas las concen

traciones de 5-HTestimulan la velocidad de liberación de

LH-RH. El aumento es inmediato y dura unos 30 min.
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Fig 17: efecto de concentraciones decrecientes de
5-HT (flecha) sobre la velocidad de secreción de
LH-RH.
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La aceleración ocasionada por la serotonina en la velo

cidad de secreción de LH-RHes dosis dependiente, verifi

cándose una respuesta lineal si se grafica el porcentaje

de máximaestimulación versus-log (5-HT); con la excepción

de la concentración de 5-HT más elevada (6 x 10-5M), cuyo

efecto es inferior a1 que se logra con la concentración

más diluida que le sigue (6 x 16-6M) (fig 18, m: pendien

te, r= coeficiente de correlación).



Fig 18: relación lineal entre la concentración de
5-HT ( —log) y la respuesta máxima obtenida.
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El efecto estimulatorio de la 5-HT se anula si se ha

llan presentes antagonistas serotoninérgicos comola cipro

heptadina (CYP) o el metiotepïn (PET) (barra punteada,

fig 19).

Ambosantagonistas no tienen efecto sobre la libera
ción basal de LH-RH.



Fig 19: bloqueo del efecto de la 5-HT (0,6 UM)
por antagonistas serotoninérgicos (CYPy NET)
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5.2. Discusión

Los resultados del capítulo anterior muestran la exis

tencia de una correlación temporal entre la secreción pre
ovulatoria de LHy'el aumento de actividad del sistema se

rotoninérgico de la eminencia media, sugiriendo un papel

estimulatorio del neurotransmisor en este proceso hormonal.

No obstante, como hemos señalado oportunamente, estos expe

rimentos no permiten deducir si la serotonina actúa a nivel
de 1a eminencia media estimulando la secreción de LH-RHo

si, liberándose a la circulación portal, tiene su sitio e
fector a nivel hipofisario, ya sea actuando "per se", es

decir comoun factor hipotalámico o, modulando el efecto

del LH-RH.

La demostración de tales posibilidades se encaró a tra

vés de la realización de experimentos "in vitro". Aun cuan

do 1a utilización de estos métodos presuponga la acepta

ción de muchas aproximaciones, Sobre todo cuando se traba

ja con fragmentos de tejido nervioso, es una forma rápida

y directa de obtener información acerca de la influencia
de la serotonina sobre las secreciones de la eminencia me

dia y de la anterohipófisis. Comose ha indicado en Pate

riales y lfitodos (sección 3.2.2.) utilizamos una técnica

de incubación dinámica, la perifusión. En esta técnica,

gracias a la circulación constante del medio, se evita la



acumulación de las sustancias agregadas y/o de las libera

das, una de las principales fuentes de error de los méto

dos "in vitro". Otra ventaja de la perifusión respecto de
la incubación estática es la posibilidad de detectar cam

bios transitorios en la secreción hormonal durante 1a in

cubación y de evaluar la velocidad de liberación que es

un parámetro más dinámico que la concentración. Para traba

jar con un sistema muysensible empleamos tejidos prove

nientes de ratas hembras en proestro y las tomas de las

muestras se realizaron a las 12.00 hs. En este momentodel

ciclo el sistema LH-RHy las gonadotropas se hallan en óp

timas condiciones de sensibilidad para responder a los e

ventuales efectos de la S-HT. En este estudio se incluye

ron también ratas machos a fin de poder evaluar 1a existen
cia de una diferencia en el efecto de la serotonina entre

los dos sexos. Las respUestas de los teñidos deben consids

rarse válidas pues se ha demostrado la perfecta conserva
ción de los mismos luego de prolongadas incubaciones, fun

damentalmente en el caso de la eminencia media que tiene

terminales nerviosos (Zamora y Ramirez, 1982).

Bajo estas condiciones se realizaron distintas incuba

ciones con el objeto de explorar el sitio de acción (emi

nencia media o anterohipófisis) y el efecto (estimulato
rio o inhibitorio) de la serotonina sobre la secreción de
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LH, FSH y PRL.

Cuando se agrega S-HT a un sistema nue sólo incluye al

lóbulo hipofisario anterior de hembras en nroestro, no hay

efecto liberador de LH, rSH ni de PRL. Este resultado des

carta la posibilidad de que la serotonina extrapítuitaria

eierza "per se" una acción sobre la secreción de las gonadg

trofinas y nrolactina. Se confirma así lo que fue pronuesto

por otros investigadores utilizando diferentes modelos expe

rimentales (lbskoqska, 1965; Birge v col., 1970; Schneider

v PcCann, 1360; ¡artin y c01., 1977; Ryu y col., 1980).

En cambio, la serotonina induce un aumento en la veloci

dad de secreción de las gonadotrofinas, sin modificar la de

prolactina, cuando se incuban en serie eminencias medias v

anterohioófisis. La aceleración que se produce en la libera

ción de LH es mucho más rápida que la que sufre la secreción

de FSH. Un resultado similar se observa "in vivo" al adminií

trar LH-RH(Wise v col., 1979). Invectada la serotonina en

la conexión entre la primera v la segunda camarita no altera

la secreción de LH. La S-HT_tamnocomodifica la acción del

LH-RHsintético. Estos datos en coniunto sugieren que la es

timulación producida sobre la liberación de LH v FSHse de

be a un efecto del neurotransmisor a nivel de la eminencia

media v no a su eventual liberación a 1a circulación portal

Dara modular la acción de las secreciones hipotalámicas, in
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cluido el LH-RH, involucradas en la descarga de LH.

El efecto estimulatorio desaparece en presencia de ci

proheptadina, un antagonista serotoninérgico (Fuller, 1980),

lo que implica que receptores especificos para la S-HTpar

ticipan en el mecanismopor el cual este neurotransmisor in

crementa la secreción de LH y FSH.

La serotonina también aumenta la liberación de LHal me

dio de perifusión cuando se incuban anterohipófisis y eminen
cias medias de ratas machos. Sin embargo, la estimulación es

significativamente menor que en las hembras. Una posible ex

plicación de esta diferencia es la mayor sensibilidad de la

eminencia media y de 1a anterohipófisis de las hembras en

proestro como consecuencia de una mayor exoosición a los es

trógenos (Sarkar y Pink, 1980). Esta sensibilidad más eleva

da se ve reflejada en una mavor liberación de LH-RHdesde la

eminencia media (Palka v col., 1966; Niyake y col., 1982) v

en un aumento de la respuesta al LH-RHa nivel hipofisario

(Apfelbaum y Taleisnik, 1976; Leblanc y col., 1983). Sin em

bargo, el fenómeno es más Complejo puesto que los estrógenos

modulan también el número de receptores serotoninérgicos del

hipotálamo (Biegon y pt qun, 1982) que, como hemos demostra

do, median el efecto estimulatorio de la S-HT. Paralelamente,

hay evidencias experimentales de que las hembras son más sen

sibles que los machos a una elevación de los niveles endóge
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nos de serotonina en el sistema nervioso central (Biegon y
col., 1979).

El efecto estimulatorio de la serotonina a nivel de la

eminencia media y, el hecho de que como consecuencia de esta

estimulación se observe una respuesta hipofisaria semejante

a la que se obtiene cuando se agrega LH-RHal medio, sugie

ren que la 5-HT estimula la liberación de LH-RH. Para eva

luar esta posibilidad se incubaron eminencias medias de ra

tas en proestro con diferentes concentraciones de serotonina

y se midió en el fluido de perifusión la masa de LH-RHlibe

rada.

La serotonina estimula la secreción de LH-RHde una mans

ra proporcional a-la concentraciónde 5-HT, con la excepción

de la dosis más alta utilizada (6x10-5IÜ que es menos efecti

va que la inmediata inferior. El aumento en la liberación de

LH-RHes sumamente rápido lo que sugiere que la acción de la

serotonina es directa o que por lo menos involucra pocos pa

sos intermedios. Repitiéndose lo hallado al incubar en serie

eminencias medias y anterohipófisis, el bloqueo de recepto

res serotoninérgicos,anula el efecto estimulatorio de la 5-HT.

Aunque los dos antagonistas empleados, ciproheptadina y me

tiotepín, no son capaces de discriminar de una manera absolu

ta entre los receptores 5-HTl y 5-HT2, la ciproheptadina es

unas 500 veces más afin al S-HT2 y el metiotein unas 75 veces
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(Peroutka y Snyder, 1980). Sugestivamente, los receptores

5-HT2 han sido postulados como los mediadores de los efec
tos excitatorios de la serotonina en el sistema nervioso

'central (Peroutka y Snyder, 1980). Ninguna de los bloquean
tes empleados es un antagonista serotoninérgico puro; la

ciproheptadina es un antihistamínico y el metiotepin un an

tagonista aI-adrenérgico; sin embargo, dado que carecen de
una acción propia sobre la velocidad de secreción de LH-RH

y que efectivamente anulan la acción de la serotonina, es

factible proponer que el efecto de este neurotransmisor se

verifica a través de receptores serotoninérgicos específi
cos de la eminencia media, posiblemente ubicados sobre los

terminales nerviosos de las neuronas LH-RH.

Las discrepancias observadas entre los resultados obte

nidos en nuestro laboratorio, que muestran un efecto estimu

latorio de la S-HT sobre la secreción de LH-RHy, los de o

tros investigadores que, o bien no hallaron efecto o lo en

contraron inhibitorio, puede deberse a varios factores ta

les comola elección de las concentraciones de serotonina,

la naturaleza y tamaño de las muestras de tejido o la rea

lización de incubaciones estáticas prolongadas.

Con elevadas concentraciones de serotonina se descri

bieron efectos inhibitorios (Ibskovska, 1965) o nulos

(Schneider y IbCann, 1969). En nuestro caso, observamos



12H

. . -6 . .que con d031s suoeriores a 6x10 Ndisminuia la eficacia de

la estimulación de la secreción de LH-RH.

Ningunode los trabajos "in vitro" realizados por otros

investigadores utilizó ratas hembraspara la disección de

los tejidos. Comohemos señalado, las zonas del sistema ner

vioso central que participan en los mecanismos que regulan

la secreción de las gonadotrOfinas, así comola hipófisis,

presentan un máximode sensibilidad durante el proestro, con

lo cual el sistema se optimiza si se realizan los experimen
tos en ese momentodel ciclo estral.

El diferente tamaño de las muestras tiene considerable

importancia. En principio en muestras muvgrandes 1a difu

sión suele ser escasa, impidióndose el acceso de las sustan
cias, cuvo efecto se estudia, a las estructuras blanCO. Por

otra parte, muchasveces se escogieron muestras de tejido

que incluían, además de 1a eminencia media, estructuras ve

cinas, como el núcleo arcuato y ventromediano (Charli y

col., 1978; Kao y Weizs, 1977) o zonas más alejadas llegan

do a veces hasta el área preóptica (Pbskowska, 1965, Schnei

der y FCCann, 1969). Se ha demostrado que fragmentos hipota

lámicos que contienen a la eminencia media presentan menor

capacidad de liberación de LH-RHque la misma eminencia me

dia (Shervood v col., 1976; Negro-Vilar v col., 1979), posi

blemente debido a la presencia de neuronas que inhiben tóni
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camente la liberación de LH-RH((allo y Osland, 1976). Ade

más si se utilizan muestras que incluven áreas hipotalámi

cas rostrales se ofrece la posibilidad de estimular los

cuerpos de las neuronas que sintetizan LH-RHperdióndose

la oportunidad de disociar sintesis, transporte v libera
c10n.

La realización de incubacíones estáticas muyprolonga

das y sin tomar precauciones para evitar la oxidación de

la serotonina o la degradación de péptidos v proteinas y,

el nulo o escaso período de preincubación al que se some

ten los teiidos que no permite la estalización de la velo

cidad de secreción, fundamentalmente cuando se incuban hi

pofisis, también son causas que bien pueden invalidar los
resultados obtenidos en estos exoerimentos.

Teniendo en cuenta todas las consideraciones señaladas

nuestros estudios "in vitro" demuestran que la serotonina

estimula la liberación de las gonadotrofinas, tanto en ra
tas hembras en proestro como en machos, a través de un au

mento de la secreción de LH-RH.La acción de la serotonina

a este nivel involucra la estimulación de receptores sero

toninérgicos esnecificos ubicados en los terminales nervio

sos de la eminencia media. Queda descartada la posibilidad

de que 1a serotonina presente en la eminencia media se li

bere a la circulación portal para modular el efecto del
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LH-RHen la hipófisis o para actuar ella misma sobre la se

creción de las gonadotrofinas independientemente del LH-RH.

Confirmando lo sugerido por los experimentos de medi

ción de la actividad del sistema serotoninérgico durante el

la serotonina no modifica la secreción de prociclo estral,
lactina actuando a nivel de 1a eminencia media ni a nivel de

las células lactotropas hipofisarias.



LESION DEL NUCLEO DORSAL DBL RAFE. SUS CONSECUENCIAS SOBRE

EL CICLO ESTRAL Y LA SBCRBCION DE LAS GONADOTROFINAS Y PRO

LACTINA

6.1. Resultados

Conel fin de determinar la participación de la inerva

ción serotoninérgica ascendente en la regulación del ciclo

estral y en el control de 1a secreción preovulatoria de las

gonadotrofinas y prolactina se procedió a lesionar el área

rostral y media del nücleo dorsal del rafe (DR) durante el

primer día de diestro en ratas adultas con ciclos de u días

de duración. Comoparámetros para estimar 1a ingerencia del

DRen estos mecanismos regulatorios, luego de la lesión, se

continuó con el registro de los estadios del ciclo vaginal,

se estudió la descarga preovulatoria de LH, FSHy PRLy se

determinó la concentración de S-HT en la eminencia media en

horas claves del proestro.

Ciclo vaginal: la lesión del DRcausa una desorganiza

ción progresiva pero transitoria, en la sucesión periódica
de los estadios del ciclo vaginal. En la figura 20 se ilus

tra este efecto. Comopuede observarse, los animales con

operación simulada mantienen la periodicidad de los ciclos,

mientras que. en los lesionados, es evidente 1a alteración

que se produce. Esta alteración consiste en la pérdida de

la secuencia cíclica con la que se suceden los estadios,
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hay prolongados períodos de extendidos vaginales leucocita=

rios (diestrós) pero, no se encontraron períodos de estro

persistente.

Fig 20: Estadiós del ciclo vaginal en animales con
lesión del DR(panel inferior) v4 diestro, l proestro

D estro.
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Los animales mal lesionados (lesión por encima o por de

trás de la región media y rostral del DR) no presentan modi

ficaciones en la periodicidad de los estadios. Luego de 30
días de sobrevida el'60% de los animales lesionados ha nor

malizado sus ciclos. Si se realiza una evaluación de la fre

cuencia de aparición de cada uno de los estadios sobme un

número fijo de días (24 dias = 6 ciclos), es posible obser

var en los lesionados una disminución significativa del nü

mero de proestros (* p<0,01) y un aumento concomitante de

diestros (fig 21). Los animales con operación simulada pre

sentan las mismas frecuencias en los tres estadios que los

controles.

Fig 21: Frecuencia de aparición de los estadios del
ciclo en los grupos: controlI:J,sham3ü y lesión].
='=p <0,01
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Peso de hipófisis, ovarios y üteros: se pesaron estos ór

ganos en los animales lesionados (SS-HOdias de sobrevida),

en los sham (mismas condiciones) y en los controles todos e

llos sacrificados a las 14.00 hs del proestro (tabla VI). No

se hallaron diferencias en el peso de estos tejidos en ningu

no de los tres grupos experimentales.

Tabla VI: Peso de hipófisis, ovario y útero en los con
troles, shamy lesionados sacrificados a las 1n.oo hs
del proestro (SS-U0días)

control sham lesionados
(9) (13) (lu)

hipófisis 5612 5311 53:1
(ug/g)

ovario 301123 307128 32li16
(ug/g)

útero 2,9710,13 u,22¿o,53 3,27¿1,22
(mg/g)

Los pesos de los tejidos están referidos al peso corporal

de los animales; el número de animales observados se indica

entre paréntesis.



Descargas hormonales

Hormonaluteinizante: durante el día de proestro la secre

ción de LHen los animales controles y en los sham se produce

según las siguientes caracteristicas: la descarga comienza

alrededor de las 16.30 hs y alcanza su máximoa las 18.30 hs;

a partir de ese momentolos niveles séricos comienzan a des

cender, a las 01.00 hs ya se ha recuperado la concentración

basal (fig 22 a y b, línea continua).

En los animales lesionados, la descarga de LHque ocurre

en el proestro inmediatamente posterior a la lesión (fig 22 a,

línea discontinua) es de mayor magnitud que la de los controles

y sham; sin embargo, posiblemente debido a la gran dispersión

de los datos individuales, sólo se alcanza una diferencia sig

nificativa a las 21.00 hs (+ p<0,05 vs 21.00 hs sham).

En la situación experimental crónica, es decir luego de 35

HOdias de sobrevida, la secreción preovulatoria de LH(fig 22

b, linea discontinua) sufre dos tipos de alteraciones. En pri

mer lugar, hay un retraso en la hora de comienzo de la descarga:

en estos animales la secreción se inicia entre las 16.30 y las

18630 hspoen segundo lugar, disminuye la magnitud de la secre

ción. Cómoconsecuencia de ambas modificaciones el pico de má

xima concentración se alcanza a las 21.00 hs en vez de las 18.30

hs y es significativamente menor que el de los animales con

troles (p<0,05 lesión 21.00 hs vs control 18.30 hs).
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Fig 22. Descarga preovulatoria de LHen animales con
troles y sham (líneas continuaS) y lesionados (líneas
discontinuas). a) lesión aguda del DR,b) lesión cró
nica del DR.
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Hormonafolículo-estimulante: la descripción del perfil

de secreción de FSH, en las ratas controles y sham (fig 23,

líneas continuas) muestra que el comienzo de la descarga pre

ovulatoria se produce alrededor de las 16.30 hs; después los

niveles hormonales se mantienen elevados, aunque fluctuantes,
durante las 5 horas siguientes.

En los animales lesionados la descarga de FSHque ocurre

durante el primer proestro post-lesión (fig 23 a, línea dis

continua) es de mayor magnitud que la observada en controles

y sham, aun cuando, al igual que en el caso de LH, sólo se

alcanza una diferencia significativa a las 21.00 hs

(+p <0.05 vs sham 21.00 hs).

El efecto crónico de la lesión del DRsobre la secreción

preovulatoria de FSH(fig 23 b, linea discontinua) es doble

y similar al observado para LH. Se produce una postergación

del comienzo de la descarga de la hormona, que ocurre, enton

ces, entre las 16.30 y las 18.30 hs (** p <0,005 lesión

16.30 hs vs control 16.30 hs). La alteración de la magnitud

de la descarga no es tan evidente como en el caso de LH. La

secreción de FSH en los animales con lesión crónica del DR

seria también fluctuante comoen los controles y sham.



Fig 23. Descarga preovulatoria de FSHen animales con
troles y sham (líneas continuas) y lesionados (líneasdiscontinuas). a) lesión aguda del DR, b) lesión cróni
ca del DR.
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Prolactina: en los animales controles y con operación si
mulada el comienzo de la secreción preovulatoria de PRLtie

ne lugar entre las 1n.oo y 16.30 hs; posteriormente, la con

centración de la hormona se mantiene elevada por unas 2-3 ho
ras, para luego disminuir lentamente; a las 01.00 hs del es

tro los niveles séricos de PRLson aün superiores a los ba

sales (fig 24 a y b, líneas continuas).

Durante el primer proestro post-lesión (fig 2Ma, línea

discontinua) la descarga de prolactina se desarrolla de ma

nera similar a la de los sham, aunque parecería ser más pro

longada; pero no se alcanza una diferencia significativa a
las 01.00 hs.

A diferencia de lo que sucede con las gonadotrofinas,
la lesión crónica del DRno afecta 1a hora de comienzo de

la secreción preovulatoria de prolactina (fig 24 b, linea

discontinua) aunque sí modifica la magnitud de la misma:

la descarga que se observa en los animales lesionados es

menor que la que se produce en los controles (* p<0,01

16.30 hs lesión vs control y 21.00 hs lesión vs control).

A su vez, la duración de la secreción es menor en los le

sionados pues, comopuede observarse en la figura corres

pondiente, la concentración de PRLa las 01.00 hs en los

animales con lesión crónica del DRes significativamente

inferior a la de los controles (++ p<0,02).
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Fig 2M: Descarga preovulatoria de PRL en animales
k; J u .controles y sham (llneas contlnuas) y le51onados
(líneas discontinuas). a) lesión aguda del DR, b)
lesión crónica del DR.
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"5—HTde la eminencia media: la concentración de 5—HTen la

eminencia media de los animales controles y sham sufre una caíL

da a las 16.30 hs del proestro ( fig 25, control). La lesión

"aguda" (48-72 horas de sobrevida) y la crónica (ss-no días de

sobrevida) del DRdisminuyen en un 50% la concentración de 5—HT

de la eminencia media (* p <0,01; lesión 11.00 hs vs control

11.00 hs) y anula cualquier modificación ulterior de 5—HTduran

te el proestro (fig 25, lesionados).

Fig 25: Concentración de 5—HTen la eminencia media
de animales controles y con lesión crónica del DR
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6.2. Discusión

Una considerable proporción de la inervación serotoninér

gica ascendente se origina en los núcleos mesencefálicos del

rafe (Andén j col., 1965; Ungerstedt, 1371). Entre estos nú

cleos, el dorsal (DR) y el mediano (MR), constituyen las prin

cipales aferencias al írea preóptica y al hipotálamo (Palko

¡its y col., 1977). Segín datos experimentales recientes la

distribución de estas proyecciones sería diferencial, es Jecir,

que mientras ciertas zonas son inervadas en forma preferencial

por uno de los dos núcleos, otras reciben casi la misma propoE

ción de fibras provenientes de ambos núcleos. Así, el WRpro

yectaría principalmente al área preóptica,.al área hipotálami
ca anterior y a las zonas anterior y posterior del hipotálamo

lateral, en tanto el DRlo haría hacia el área preóptica media

y el hipotálamo medio basal (van de Kar y col., 1980).

Trabajos pioneros en neuroendocrinología sugieren una vin

culación del DRy del MRcon los mecanismos nerviosos que de

sencadenan la ovulación (Carrer y Taleisnik, 1970; 1971). En

efecto, el DRsería un engranaje importante de estos mecanis

mos, aün cuando los resultados experimentales acerca de su

fiunción son todavía inconcluyentes: a este núcleo se le han

adjudicado tanto efectos inhibitorios (Arendash y Gallo, 1978;

Waloch y col., 1981) como una acción estimulatoria o permisiva

(Meyer, 1378; Héry y col., 1978; Wuttke y col., 1977; van de



Kar y col., 1380). El núcleo mediano del rafe tendria una me

nor ingerencia que el dorsal en el control de la secreción de

LH (Barofsky, 1975; 1979).

Los experimentos que hemos descripto en el presente capí

tulo muestran claramente la participación del núcleo dorsal

del rafe en los mecanismos nerviosos encargados de la organi

zación del ciclo estral; específicamente, nuestros resultados

destacan el papel que desempeña el DRen los procesos que de

terminan el "timing" y la magnitud de la descarga preovulato

ria de las gonadotrofinas y 1a magnitud de la secreción de

prolactina. En relación a las gonadotrofinas, nuestros datos

sugieren la probable mediación de fibras serotoninérgicas que

proyectan desde los tercios rostral y medio del DRhacia la
eminencia media.

Hemosvisto que la lesión del DRocasiona la pérdida del

orden en la sucesión de los estadios del ciclo vaginal. Esta

alteración, que permanece por un lapso variable, desde 10 a 40

día" de sobrevida, esti caracterizada por la aparición de pes

riodos de diestro interrumpidos por estros y proestros. La pre

sencia de estos últimos estadios es señal de que los animales

han ovulado, si bien es evidente de que lo habrían hecho en

forma esporádica y errática. Luego de HSdías de sobrevida,

los ciclos se han normalizado prácticamente en todos los anima
les.
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La falta de orden en el ciclo vaginal y en el ciclo ovári

co podría ser consecuencia de una alteración en la descarga

cíclica de las hormonashipofisarias. Justamente, según lo
descripto en la sección de resultados, la lesión del DRaltera

las descargas preovulatorias de LH, FSHy PRL.

El efecto temprano de la lesión (48-72 hs de sobrevida)

consiste en un ligero aumento en la secreción de las gonado
trofinas durante el proestro, mientras que el crónico produ
ce una disminución de esa misma secreción. Otra interesante

consecuencia que tiene la lesión del DRsobre la liberación

de las gonadotrofinas, es el corrimiento en el tiempo que su

fre la descarga de ambas hormonas. Puesto que este desplaza

miento sólo se manifiesta en los crónicos, se puede especular

que luego de 35-H0 día: de sobrevida el sistema encargado de

determinar la descarga tiende a reparar el daño que se le ha

ocasionado. En este sentido, la ausencia de cambios en el pe

so de la hipófisis, ovario y ütero de los animales lesiona

dos respecto de los controles y sham, apoya la hipótesis. Sin

embargo, el nuevo estado estacionario al cual se llega, no es
exactamente igual al inicial en Cuanto a1 patrón de secreción
hormonal.

En el primer capítulo de resultados hemos mostrado que la

actividad del sistema serotoninérgico de la eminencia media

aumenta cuando comienza la descarga preovulatoria de las
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gonadotrofinas, siendo una de las características de esta ma

yor actividad, el descenso de la concentración de la 5-HT.

Por otra parte, está descripto en la bibliografia, que la le

sión del DRafecta en un 60% la cantidad de 5-HT en la eminen

cia media (Villar y col., 1384). En este capitulo podemosse

ñalar tres aspectos importantes referidos a la relación S-HT

de la eminencia media-dorsal del rafe-ciclo estral. En primer

'lugar, hay una estrecha similitud, entre machos y hembras,

respecto de la cantidad de 5-HT que desaparece en la eminen

cia media por efecto de la lesión. A su vez, la lesión del

DRen las hembras, determina la pérdida de la 5-HT que fluc

tüa durante el proestro. Continuando con este razonamiento,

si comparamosla magnitud de la "depleción preovulatoria"

de la S-HT de la eminencia media con la caída de la misma,

ocasionada por la lesión del DR, vemos que son prácticamente

iguales en magnitud. Por tanto, teniendo en cuenta todos es

tos argumentos, podemos considerar que la fracción de S-HT

en la eminencia media cuya actividad se incrementa durante

el proestro depende totalmente de la integridad del DR. Asi

mismo, nuestros resultados sugieren que esa fracción estaría

ubicada en terminales serotoninérgicos que proyectan desde
las áreas lesionadas del DRhacia la eminencia media.

Segúnesta interpretación, es posible explicar el efecto
"agudo" de la lesión considerándolo comoel resultado de la



liberación de 5-HT a nivel de la eminencia media causada por

la lesión electrolítica del núcleo y por la degeneración pos
terior de los terminales dañados. De la mismamanera, la dis

minución de la descarga de las gonadotrofinas en los animales

con lesión crónica puede considerarse consecuencia de la au

sencia de la 5-HT; esta ausencia seria también responsable del

nuevo "horario" con que se producen las descargas de LHy FSH.

Estos datos completan lo enunciado en otros capítulos acer
ca del papel estimulatorio de la 5-HT en la eminencia media.

Aquí es importante destacar que esta estructura constituye el

sitio donde convergen los terminales de las neuronas LH-RHque

participan en la descarga de LHy FSHdel proestro; habiéndose

propuesto a la eminencia media como un sitio donde operan meca

nismos neuroquímicos regulatorios a nivel de los terminales pep

tidérgicos (Negro-Vilar, 1982). Por tanto, es posible inferir

a partir de nuestros resultados que la lesión del DRha elimi

nado neuronas que proyectaban a la eminencia media y que cons

tituían una vía que regulaba la descarga preovulatoria de LH

RH.

Sin embargo, no podemos descartar totalmente la contribu

ción de otras áreas hipotalámicas relacionadas con el control

de la descarga de gonadotrofinas y que reciben inervación sero

toninérgica originada en el DR. En este sentido, el núcleo su

praquiasmático (SQ), conocido por su relación con la generación
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de ritmos biológicos (Stephan y Zucker, 1972; Moskoy Moore,

1979) y por su participación en la regulación de la descarga

de LH (Barraclough y col., 1964; Coen y MacKinnon, 1980b;

Wiegandy Terasawa, 1982), presenta interesantes caracterís

ticas: tiene una elevada concentración de 5-HToriginada en

el DRy MR(Azmitia y Segal, 1978) y esta 5-HT estaría involu

crada en el control de la secreción de LH (Küng y col., 1976;

Meyer y Quay, 1978; Héry y col., 1982). En consecuencia, la

alteración en el "timing" y magnitud de la descarga preovula

toria de las gonadotrofinas podria deberse a la falta de iner

vación serotoninérgica en el SQ. Aunqueno tenemos evidencias,

tanto comopara apoyar comopara descartar esta posibilidad,

hay datos bibliográficos que indican que la lesión del MR,que

afecta la inervación del SQ mucho más de lo que lo hace la le

sión del DR, no modifica la secreción de LHy lo que es toda

1a desnervación serotoninérgica exclusivavía más importante,

del SQ tampoco altera la descarga de la hormona en ratas machos

(van de Kar y col., 1980).

Otra estructura relacionada con la generación de ritmos

hormonales y que tiene un elevado contenido de 5-HT es la

glándula pineal (Niles, 1979; Reiter, 1980). La pinealectomía,

sin embargo, origina diferentes alteraciones en el ciclo es

tral; Alleva y colaboradores (1970) y Blake (1976) no encontra

ron cambios en la periodicidad de los estadios, ni en la secre

ción de LH, FSH, y PRL, ni en la hora de ovulación; Walker y



su grupo (1982), en cambio, observaron que este procedimien

to quirürgico determinaba la aparición en algunos animales

(5 sobre lu) de períodos de estro persistente y una desincro

nización en la hora de comienzo de la descarga preovulatoria

de LH. La hormona de la pineal, la melatonina, bloquea la se

creción fásica de LHy la ovulación (Chu y col., 1964; Collu

y col., 1971; Ying y Greep, 1373; Clemens y col., 1980). In

cluso, parecería estar relacionada con la terminación del pi
co preovulatorio de LH (Walker y col., 1982).

Casi toda la serotonina que se utiliza en la glándula pi

neal comoprecursor de la melatonina, se sintetiza "in situ"

a partir del triptofano circulante. En la rata no existen e
videncias de inervación serotoninérgica central a la glándu

la pineal, a pesar de la cercanía de los nücleos del rafe.

Este hecho, junto con el diferente efecto que produce la pi

nealectomia o la administración de melatonina, respecto del

que causa la lesión del DR, sugieren que la participación de

este núcleo en la regulación de la secreción de las gonado

trofinas es independiente de la glándula pineal.

En conclusión, el efecto del DRsobre la descarga preovu

latoria de LHy FSHestaría mediado por fibras serotoninérgi

cas ubicadas a nivel de los terminales de las neuronas LH-RH

en la eminencia media.
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Muchasevidencias experimentales avalan la existencia de

un papel para la 5-HT originada en el DRen la regulación de

la secreción de PRL (Mulloy y Moberg, 1975; Advis y col.,

1978; van de Kar y Bethea, 1982; Barofsky y col., 1983). En

estos trabajos puede observarse que la lesión del núcleo cau

sa una disminución de la liberación de PRLen varios modelos

experimentales y fisiológicos; sin embargo, hay escasas refe
rencias acerca del efecto de la lesión del DRsobre la secre

ción preovulatoria de PRL.

Nuestros experimentos, realizados durante el ciclo estral,

muestran que la lesión del núcleo modifica la magnitud del pi

co preovulatorio de PRLsin que sea evidente una alteración

del "timing" de la descarga. Estos resultados coinciden con lo

expuesto por otros investigadores e indican que, independiente

mente de la similitud o diferencia que pueda existir entre los

mecanismos que desencadenan la secreción de PRLen diferentes

situaciones experimentales y fisiológicas, el DRtendría un pa

pel permisivo, regulando el nivel de la descarga. Por otra par

te, nuestros datos también sugieren que el DRno forma parte

de los procesos nerviosos que regulan el "timing" de la secre

ción de PRLdurante el proestro.

Las fibras serotoninérgicas involucradas con la descarga

de prolactina no serían las que inervan la eminencia media,

ya que la S-HTde esta estructura no estaría relacionada con
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la secreción de PRL(ver los dos capitulos anteriores). Posi

blemente otras áreas, hipotalámicas o no, relacionadas con

la secreción de prolactina y que reciben inervación serotoni

nérgica originada en el DR, integren los mecanismos que con

trolan la magnitud de la descarga preovulatoria de esta hor
mona.

Hasta aqui hemos atribuido el efecto de la lesión del

dorsal del rafe a la 5-HT, teniendo en consideración que este

núcleo es eminentemente serotoninérgico. Sin embargo, existen

muchas evidencias de la presencia de otros neurotransmisores

(Battenberg y Bloom, 1975; Orchi y Shimizu, 1978; Glazer y

col., 1981; Steinbusch, 1982) y de una conexión hipotalámica

DR(Sawchenko y col., 1983). La lesión, por tanto, ha elimina

do seguramente parte de esta inervación "no serotoninérgica".

No obstante, la contribución de estas proyecciones a 1a regula

ción de la secreción hormonal preovulatoria, si bien no hay

que dejarla de lado, es dificil de evaluar pues aün se desco

noce que neurotransmisores involucra.

Teniendo en cuenta lo expuesto en este capitulo, hemos lo

grado evidencias de la participación del núcleo dorsal del ra
fe en el control del ciclo estral. El DRinterviene en los me

canismos que regulan el "timing" y la magnitud de la secreción

preovulatoria de LHy FSH, posiblemente, a través de una pro

yección serotoninérgica que inerva la eminencia media. Nuestros
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la descarga de las gonadotrofinas y prolactina.



7. CONCLUSION

La regulación de la secreción preovulatoria de LHes el

resultado de la integración coordinada de numerosas informa

ciones que llegan al sistema nervioso central a través de

estímulos externos (luz, temperatura, olores, sonidos) e in

ternos (hormonas) y cúlmina con la liberación de LH-RHdesde

la eminencia media hacia la hipófisis. Varios sistemas de
neurotransmisores controlan la actividad de las neuronas LH-RH

lo que da lugar a un complejo mecanismo regulatorio. La posi

bilidad de que la 5-HT integre estos mecanismos surgió como

consecuencia de las modificaciones en la secreción de LHpro

ducidas por las manipulaciones quirúrgicas (Héry y col., 1978;

Meyer, 1978) y farmacológicas (Labhsetwar, 1971; Kordon, 1971;

Héry y col., 1975 b; Coen y col., 1980; Walker y col., 1980;

Horn y Fink, 1985) del sistema serotoninérgico. Sin embargo,

a pesar de los datos que brindan estos estudios, aún no hay

precisión acerca de cuáles son los circuitos serotoninérgicos
involucrados, cuál es o son los sitios efectores ni cuál es la

acción de la S-HTsobre la secreción preovulatoria de LH. Hay

que tener en cuenta, no obstante, que la mayoría de estos ex

perimentos se llevaron a cabo en modelos cuya semejanza al fe

nómenofisiológico, la descarga preovulatoria de LH, es rela
tiva.

La información obtenida durante el desarrollo de esta Tesis



nos permite postular a la serotonina comouno de los neurotrans

misores involucrados en la regulación de la liberación de la

hormonaluteinizante durante el proestro.

Realizando una recopilación de los datos obtenidos, hemos

demostrado que la secreción preovulatoria de las gonadotrofinas

está acompañada de un aumento de la actividad del sistema serg

toninérgico de la eminencia media; que la 5-HT incrementa 1a

liberación "in vitro" de LHy FSHy, que esta acción se origina

como consecuencia de una estimulación de la secreción de LH-RH

y no comoresultado de un efecto liberador a nivel hipofisario

o de una acción moduladora sobre el LH-RH, además, la lesión

de los tercios rostral y medio del núcleo dorsal del rafe afeg

ta el "timing" y la magnitud de la descarga preovulatoria de

las gonadotrofinas y anula la variación del contenido de 5-HT

en la eminencia media que se produce en la tarde del proestro.

A partir de estos datos experimentales es posible desarro

llar la siguiente conclusión: "terminales serotoninérgicos de
la eminencia media, originados en la zona anterior y media del

DR, aumentan su actividad durante el período crítico del ciclo

para modular la secreción preovulatoria de LHy FSH".

Considerando los resultados obtenidos luego de la lesión

de las neuronas serotoninérgicas que proyectan hacia la eminen

cia media, surge comouna de las funciones de la serotonina,

la de mantener un adecuado nivel de descarga de LH y FSH
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y un patrón temporal de secreción para ambas hormonas. Es po

sible que estas actividades se verifiquen a nivel de los ter

minales de las-neuronas LH-RHy que sean mediadas por recep

tores serotoninérgicos especificos de la eminencia media,

según lo observado en los experimentos "in vitro".

Por su puesto, no podemosdescartar la influencia que

pudieran tener otras áreas, también inervadas por el DRy

que están relacionadas con la regulación de la secreción de

LH, tal es el caso del área preóptica y del núcleo supraquias

mático (Mosko y Moore, 1979). No obstante, la desnervación

serotoninérgica de estas zonas no modifica la secreción de LH

en ratas machos (van de Kar y col., 1980).

La desorganización de los ciclos hormonal, ovárico y vagi

nal y, la "normalización de los mismos luego de aproximadamente

un mes post-lesión son compatibles con la puesta en funciona

miento de mecanismos compensatorios tendientes a superar los

efectos causados por la lesión. Este hecho pone de manifiesto

que la regulación de la secreción preovulatoria de LHdepende

de más de un sistema de neurotransmisores.

Bs claro que la glándula pituitaria, siendo el órgano que

sintetiza y secreta LH, sea tenida en cuenta comootro posible

sitio donde operan mecanismosserotoninérgicos que regulan la

Al respecto, existe bibligsecreción de LHdurante el proestro.

grafía que señala la captación especifica de 57HTpor células
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hipofisarias, tal vez gonadotropas (Núñez y col., 1980; Johns

y col., 1982; Payette y col., 1985). Sin embargo, nuestros

resultados permiten desechar esta hipótesis. En efecto, por

un lado, la 5-HT que se libera en la eminencia media no ac

túa a nivel hipofisario "per se" ni modula la acción del

LH-RH;por otro lado, la 5-HT intrahipofisaria, cuyo origen

afin se discute, tampoco está relacionada con la secreción de

las gonadotrofinas. Teniendo en cuenta estos datos experimeg

tales, es factible descartar a la hipófisis comouno de los

sitios efectores de la 5-HT en los procesos que llevan a la

secreción preovulatoria de LHy FSH.

El sistema serotoninérgico ejerce un efecto estimulato

rio sobre la secreción de PRL. Avalan esta hipótesis eviden

cias farmacológicas (Kordon y col., 1973; 1974; Gallo y col.,

1975; Quattrone y col., 1981), quirúrgicas (Barofsky, 1983)

y fisiológicas (Menay col., 1976; Culmany col., 1980;

Johnston y col., 1984). La liberación de PRLinducida por es

tímulos comola succión y el estrés, así comootros estados

hiperprolactinémicos experimentales,constituyen los modelos

más utilizados en el estudio_de la regulación nerviosa de la

descarga de PRL. En cambio, se tienen pocos datos acerca de

la participación del sistema serotoninérgico en 1a secreción

de PRLdel proestro.

Los resultados que hemosobtenido durante el ciclo estral
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y en los experimentos "in vitro" sugieren que la 5-HTde la

eminencia media no está relacionada con la secreción de PRL.

Sin embargo, la ausencia de las proyecciones serotoninérgi

cas originadas en el DRmodifica el nivel de la descarga pre

ovulatoria de la hormona. En consecuencia, es posible que a

ferencias serotoninérgicas de este origen y que inervan á

reas anteriores, tal vez hipotalámicas pero no la eminencia

media, estén involucradas en 1a regulación de la magnitud de

1a descarga de PRLdurante el ciclo estral. NUestros resulta
dos también demuestran que la 5-HT de la glándula hipofisa

ria tampocoparticipa en la regulación de la secreción de

PRL.

Concluyendo, los resultados obtenidos en el presente tra

bajo de Tesis nos permiten proponer a la 5-HT como un neuro

transmisor relacionado con los mecanismosfisiológicos que

regulan 1a descarga preovulatoria de las gonadotrofinas a
través de la estimulación de la secreción de LH-RHmediada

por fibras serotoninérgicas que proyectan desde el DRhacia
la eminencia media. La S-HT estimula también la secreción

de PRL, pero en este caso, otras proyecciones del DRparti

ciparían en el control.MW



ABREVIATURAS

A

Acetil-COA

AH

COMT

CYP

DA

5,6-DHT

5,7-DHT

DR

FSH

FSH-RH

GABA

hCG

S-HIA

HIOMT

HPLC

LH-RH

Adrenalina

Acetil coenzima A

Anterohipófisis
Catecol-O-metil transferasa

Ciproheptadina

Dopamina

5,6-Dihidroxitriptamina

5,7-Dihidroxitriptamina
Núcleo dorsal del rafe

Estradiol

Bminencia media

Hormonafolículoestimulante

Hormonahipotalámica liberadora
de FSH

Acido gamma-aminobutíríco

Gonadotrofina coriónica humana

Acido 5-hidroxiindolacético

Hidroxiindol-O-metil transferasa

Cromatografía líquida de alta
presión

S-Hidroxitriptamina, serotonina

S-Hidroxitriptofano
Hormonaluteinizante

Hormonahipotalámica liberadora
de\LH



MAO

MET

MR

NA

NAS

NAT

NMS

OVLT

pCPA

PMS

PIF

PRF

PRL

SAMe

SNC

SQ

Monoamino-oxidasa

Metiotepín
Núcleo mediano del rafe

Noradrenalina

N-acetil serotonina
N-acetil transferasa
N-metil serotonina

Organo vasculoso de la lámina
terminal

Progesterona

p-Cloro fenilalanina

Suero de yegua preñada

Factor inhibidor de la secreción
de PRL

Factor liberador de PRL

Prolactina
S-Adenosil metionina

Sistema nervioso central

Núcleo supraquiasmático
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