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ESTA PRELIMINAR

Existe una extensa bibliografía que apoya la hipótesis de
que la serotonina (S-hidroxitriptamina, S-HT)participa en el
control de la liberación de prolactina (PRL). Auncuando la
mayorfa de los argumentos son farmacológicos, todos coinci
den en que la S-HTestimula su secreción. No obstante, no se
conocen los mecanismos y sitio/s de acción a través de los
cuales esta amina regula dicha descarga.

La presencia de serotonina en la hipófisis anterior avala
una posible Función de esta indolamina en el control de la se
creción de trofinas hipoFisarias. Aunqueaún no se sabe en
qué células se encuentra ni a qué estructura subcelular está
ligada.

Por otra parte, en el sistema nervioso central existen
tractos serotoninérgicos cuyos cuerpos neuronales se locali
zan principalmente en el mesencéFalo. AI respecto, experimen
tos Farmacológicos sugieren que uno de esos núcleos, el nú
cleo dorsal del rate, estaría involucrado en la regulación
de la secreción de PRL. Los núcleos dorsal y mediano del rafe
constituyen el principal origen de las Fibras que inervan
el hipotálamo, que ha sido prepuesto comositio efector de
tal control. La serotonina podrfa actuar a nivel hipotalámi
co estimulando a un Factor liberador de PRL (PRF).

Actualmente, un número creciente de observaciones postu
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Ian al péptido intestinal vasoactivo (VIP) como PRF. Está
localizado en el sistema nervioso central, en terminales del
hipotálamo mediobasal y se ha descripto una vfa intrahipota
Iámica conteniendo VlP. La presencia de VIP en el hipotálamo
y en los vasos porta hipoFisarios en una concentración mayor
que en la sangre periférica, hicieron suponer que podrfa par
ticipar en la regulación de la secreción de hormonashipofi
sarias.

VlP estimula la liberación de PRL"in vivo" e "¡n vitro”

y Fue identificado en las células prolactotrOpas de hipófisis
de rata.

Aunque no se conoce el mecanismo que regula la liberación

de VIP del hipotálamo, una serie de hechos señalan que la
serotonina estarfa involucrada en el mismo.

Los argumentos hasta aquf eXpueStOSnos llevaron a investi
gar la participación de la S-HTy del VIP en el control de
la secreción de PRLen la rata lactante. Este modelo permite
estudiar los mecanismosnerviosos que controlan la descarga
de PRLfrente a un estimulo natural como es la succión.

La succión del pezón determina una rápida liberación de
PRLque produce un aumento de sus niveles plasmáticos antes
de los 5 minutos. Por otro lado, cuando a una rata lactante

se la separa de sus crias, la PRLcae a niveles basales. La
reposición de las crías y la consecuente succión por parte
de ellas causa un aumento de la PRLcirculante de la madre.
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Utilizando este modelo nos pr0ponemos:
I) Encontrar un tiempo de succión que permita la disocia

ción de la descarga de PRLde las modificaciones en la secre

ción de otras hormonasanterohipofisarias.
2) Localizar el sitio/s de acción de la S-HTsobre la Ii

beración de PRL.

3) Determinar la relevancia Fisiológica de dicho neurotrans
misor en la regulación de la secreción de PRL.

4) Investigar la participación del VIP a través de cambios
de su contenido en áreas del sistema nervioso central asocia
das al control de la descarga de PRL.

...|6
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|.l. PROLACTINA

|.l.l. Generalidades
La prolactina (PRL) es la hormona más importante en la i

niciación y el mantenimiento de la lactancia. Su actividad
Iactogénica fue detectada por primera vez en ei año ¡928 por
Stricker y Grueter, quienes descubrieron en los extractos hi
pofisarios un principio activo capaz de inducir la actividad
secretora de la glándula mamaria del conejo pseudOpreñado.
Años deSpués quedó demostrada su importancia como reguladora
de funciones reproductivas en mamíferos y aves (Meites y Ni
coll, ¡966,- Nicoil, ¡974).

Ademásde sus efectos sobre la glándula mamaria tiene una

acción Iuteotrófica en algunas eSpecies de mamfferos. La
prolactina y la hormona luteinizante (LH) mantienen la se
creción de esteroides del cuerpo amarillo, particularmente
progesterona; aumentan la disponibilidad de esteres del co
lesterol y el número de receptores de LHen los folfcuios

en crecimiento. La prolactina "per se” puede estimular la
secreción de progesterona por las células granulosas en los
folfculos y por el cuerpo amarillo en la rata y el cerdo
(ver revisión de Murphy y Rajkumar, |985).

Evidencias experimentales agregaron otras funciones sig
nificativas a la PRL, que han sido clasificadas en ¡os si
guientes grUpos: l) acciones sobre el equilibrio iónico
(osmorregulación), 2) acciones en relación con la reproduc
ción, 3) acciones en relacnón con el crecimiento y desarro
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Ilo, 4) efectos metabólicos, 5) efectos sobre estructuras ec
todérmicas y 6) acciones modulatorias de las hormonas este
roideas (Nicoll, |980; Houdebine, i983).

l.l.2. Estructura
La PRL, la hormona de crecimiento (GH) y el lactógeno pla

centario parecen tener su origen en un gen ancestral común.
Esta hipótesis se originó en varias ¡fneas de evidencias: la
superposición de pr0piedades biológicas e inmunológicas (San
t0mé y Dellacha, |985), la similitud en las secuencias de a
minoácidos y la homologfa de las secuencias de nucleótidos

en sus genes estructurales (Cooke y col., l98l). A pesar de
la homologfa de las secuencias de aminoácidos, la prolacti
na conservó caracteristicas estructurales que la distinguen
de las somatotrofinas y sus homólogos-placentarios (Doneen
y col., |979; Nicoll, l982).

La aplicación de la electroforesis y la cromatograffa
en gel al estudio de las hormonas hipofisarias permitió des
cubrir que ia PRL, como la GH, no es una sustancia única

sino una Familia de hormonas (variantes moleculares) (Le
wis, ¡984).

Originalmente, este polimorfismo de ¡a PRLse referia
a Formas con diferentes tamaños moleculares, denominadas

"pequeña", "grande" y "muy grande”, que correspondían res
pectivamente al monómero, dfmero-trfmero y agregados gro
seros de PRL ( Rogol y Rozen, l974; Suh y Frantz, ly74;
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Farkouh y col, l979; Lawson y Stevens, |980; Sinha, l980).
Sin embargo, estudios más recientes han mostrado la existen
cia de complejidad en la estructura bioqufmica de la molécu
la de PRLmonomérica: Formas desamidadas, glicosiladas, cli
vadas, con inmunorreactividad y actividad biológica diferen
tes ( Mittra, |980 | y ll; Sinha y Gilligan, |98|, ¡984; Le
wis y co|., |984, l985; Haro y Talamantes, l985 | y Il).

l.|.3. La célula lactotrOpa.
Hasta hace pocos años se admitfa la existencia de un úni

co tipo de células prolactfnicas o lactotropas que se ¡den
tiFicaban por las caracterfsticas ultraestructurales de sus
gránulos: grandes -entre 300 y 700 nm- y polimórficos. Sin
embargo, estudios más recientes muestran la existencia de
más de un tipo celular de lactotrOpas en base a sus carac
terfsticas morfológicas e inmunohistoqufmicas (Sato, ¡980;
Nogami y Yoshimura, |982). Más aún, Gallardo y colaboradores

(l984) mostraron que existe más de un tipo de células lacto
tropas en base a su afinidad por la dOpamina (DA).

|.l.4. Secreción de PRLy estadios Fisiológicos.
|.l.4.|. Cicloestral.

El perfil de la secreción de PRLdurante el ciclo estral
de la rata se caracteriza por niveles bajos, excepto en la
tarde y noche del proestro. Cuando las ratas se mantienen en
un régimen de l2 horas de luz por dfa (8.00 a 20.00 horas),
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la descarga de PRLcomienza alrededor de las ló.00 hs. y al

canza sus valores máximos durante la noche del mismo dia, pg
ra volver a sus niveles basales en la mañanadel estro. Algu
nos autores han descripto una descarga de PRLde menor magni
tud en la tarde del estro (Neill, |974; Chiocchio y col.l980).

La descarga de PRLdel proestro está asociada a los nive
les en ascenso de los estrógenos secretados por los Folfculos
pre ovulatorios durante el estadio precedente (diestro 2). La
administración de anticuerpos a estrógenos en el mediodía del
diestro 2 inhibe la descarga de PRLdel proestro (Neill y col.
|97|).

I.l.4.2. Preñez y pseudOpreñez.
El ciclo estral de los roedores carece de Fase luteal. Sin

embargo la cópula o estimulación equivalente aplicada al cug
llo uterino induce una secreción prolongada de progesterona
por el cuerpo amarillo. Cuando Ia cópula es fértil, la proges
terona prepara la mucosa uterina para la implantación del
blastocisto y el posterior desarrollo de la preñez.

En ausencia de óvulos Fertilizados, el cuerpo amarillo per
siste alrededor de |2 dfas después de la ovulación. Este pe
rfodo de actividad luteal se denomina pseudOpreñez.

En Ia rata, la actividad del cuerpo amarillo depende de la

PRL(ver revisión de Rotchild, |98|). La PRLse segrega en des
cargas diurnas y nocturnas durante la pseudOpreñez y la pri
mera mitad de la preñez. Estas descargas inducen altos nive
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les de progesterona (Smith, ¡980).

Contrariamente a lo que sucede con las descargas de PRL ig
ducidas por los estrógenos (proestro), aquellas provocadas
por la cópula no dependen de las hormonas ováricas ya que se
producen también en ratas ovariectomizadas.

El perfil de secreción de PRLdurante la preñez y la pseu
dopreñez y sus aSpectos neuroendócrinos han sido analizados
en profundidad por Gunnet y Freeman (|983).

|.l.4.3. Lactancia.
La PRLes esencial para la iniciación y el mantenimiento

de la lactancia. Actúa directamente sobre el alvéoIo de la

glándula mamaria para promover la sintesis y secreción de
las proteinas de la leche.

La secreción de PRLdurante la lactancia se mantiene por
la frecuente aplicación de la succión, que es el estímulo
natural más poderoso para-la liberación de PRL(Neill, l974).
A los pocos minutos de comenzada los niveles de PRL aumentan

entre 30 y 50 veces, para disminuir rápidamente deSpués de
la separación de las crfas (Mattheij y col, l979; Chiocchio
y col., |979; Nagy y Halász, |983). La cantidad de PRL libe

rada depende de la intensidad y duración de la succión y del
tiempo transcurrido entre los episodios de la misma (Grosve
nor y col, |967; Subramanian y Reece, l975, Grosvenor y col.

¡979 a y b).
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El estfmulo de succión representa un clásico reflejo neu
roendócrino: origina impulsos nerviosos que parten de recep
tores sensoriales en el pezón, ascienden por la médula espi
nal a través del mesencéfalo y llegan al hipotáiamo (Poulain
y Wakerley, |986).

Además de PRL la succión estimula la liberación de ocito—

cina, que es ¡a reSponsable de la eyección de leche (Lin
coln y col, l973)

l.|.4.4. Estrés
Es un hecho bien conocido que no solo los estfmulos agre

sivos sino el manoseoo la transferencia de las ratas de un

cuarto a otro, aumentan los niveles basales de PRL(Riegle
y Meites, |976, Muir y Pfister, |986). El tratamiento con
estrógenos aumentaría la sensibilidad a dichos estímulos
(Mattheij y Pijkeren, ¡977). Por otra parte, tanto ratas ma
chos ccmo hembras parecen ser igualmente sensibles al estrés
(Caligaris y Taleisnik, l983).

No se conoce aún el mecanismo por el cual el estrés indu

ce un aumento rápido de los niveles de PRL. La descarga produ
cida por el estrés con éter, comienza luego de un periodo de
latencia más corto que la inducida por la succión (Terkel y
col., l972).

Parece ser que ia liberación de PRLprovocada por ios estí
mulos succión y estrés, está mediada por diferentes mecanis
mos (Abe y col, |985). Por ejemplo se encontró que la admi

-23



ministración de suero anti VlP inhibe completamente la descarga
de PRLinducida por el estrés con éter, mientras que lo hace

solo parcialmente con la de la succión (Abe y col., ¡385).

|.l.5. Regulación de la secreción.
l.l.5.|. Control hipotalámico.

El hipotálamo inhibe la secreción de PRL. Sin embargo, ac
tualmente se conoce que también puede estimular su liberación
(Neill, l980).

La inhibición hipotalámica es conocida desde la década del
40. Entonces se obtuvieron las primeras evidencias de que la
separación de la hipóFisis del hipotálamo por sección del ta
Ilo hipoFisario (Jacobsohn, l954) o su trasplante debajo de
la cápsula renal (Declin l949, |950) conducía a un aumento
de la secreción de PRL. Estos estudios Fueron ampliados por
Everett (|9S4, ¡956) y Nikitovich-Winer y Everett (¡958) uti
lizando ratas con trasplante hipofisario.

El agregado de extractos hipotaiámicos a hipóFisis inCuba
das "in vitro" disminufa la liberación de PRL(Talwalker y
col., l963) mientras que la lesión de hipotálamo mediobasal
resultaba en un aumento de su secreción (Chen y col., ¡970;
BishOpy col., l972). Esta actividad inhibitoria del hipotá
Iamo Fue atribuida a las catecolaminas, desde que varios au
tores encontraron que al agregarlas se inhibfa la liberacion
de PRL al medio de incubación (MacLeod, l969; Birge y col,

l970; Koch y col., l970).
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l.|.5.2. lnhibición de la liberación de prolactina.
Datos provenientes de experimentos Farmacológicos mostra

ron que todas las drogas que aumentan los niveles de cateco
laminas en el hipotálamo, disminuyen la liberación de PRLy
viceversa: la inhibición de la biosfntesis de catecolaminas,
lleva a un aumento de PRL. (Ver revisión de Weiner y Ganong,

i978).
La dopamina Fue considerada la principal responsable del

efecto inhibitorio de las catecolaminas. Inhibfa la secreción

de PRL "in vitro" (Shaar y Clemens, ¡974; MacLeod y Lehmeyer,

|974) e "in vivo” cuando se inyectaba en el tercer ventrfculo
(Kamberi y col., |97| b) o directamente en los vasos porta
hipoFisarios (Takahara y col., [974).

Posteriormente, se describieron receptores d0paminérgicos
en la hipóFisis anterior ( Browny col., |976).

La presencia de neuronas d0paminérgicas en el hipotálamo,
con terminaciones nerviosas sobre los vasos porta ( Moore y
Demarest, ¡982), dio origen a la siguiente teoria: "La d0pa
mina sintetizada en las neuronas del sistema tuberoinFundibu
lar, se libera desde los terminales de la eminencia media a
la sangre de los vasos porta, que la transportan a la hipóFi
sis anterior donde actúa sobre los receptores d0paminérgicos
para inhibir la liberación de PRL."

Esta teorfa se confirmó cuando Ben-Jonathan y colaborado

res (l977) encontraron d0pamina en la sangre de los vasos
porta en mayor concentración que en la circulación sistémica.
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Sin embargo, la presencia de DAen la hipóFisis anterior
(Saavedra y col., l975) sugirió un mecanismode acción adicio
nal para la DA: actuarïa regulando la liberación de PRLa ni
vel intracelular.

En diferentes situaciones endócrinas se encontró una corre
lación negativa entre los niveles de DAen la hipófisis ante
rior y las concentraciones de PRLen sangre (Chiocchio y col.,
¡979, ¡980). Luego de su unión al receptor la depamina se in
ternalizarfa en las lactotrOpas hipoFisarias (Gudelskyy col.,
l980) y llegarfa a los gránulos prolactfnicos donde se la ha
localizado con técnicas histoqufmicas (Gallardo y col., l984).

Aparentemente, la DAno se sintetiza en la anterohipófisis
(lturriza y col., l983), sino que seria tranSportada por los
vasos porta desde la eminencia media y el lóbulo neural a las
células prolactfnicas (Ben-Jonathan, |985).

Actualmente es un hecho ampliamente aceptado que la dopami
na es un Factor Fisiológico que inhibe la liberación de PRL
(PIF , del inglészprolactin lnhibiting Factor), aún cuando
se duda que sea la única responsable de la.inhibici6n hipota
lámica.

El ácido gamma-aminobutfrico (GABA)puede inhibir la libe
ración de prolactina. Se sintetiza en el sistema nervioso
central (SNC) y es transportado a la hipóFisis donde se une
a sitios eSpechicos (Apudy col., |98|) e inhibe ¡a libera
ción de PRL (Grossman y col., |98|). (Ver Revisión de GreeF
y van der Schoot, l985) .
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Se han publicado evidencias de la existencia de un Factor

inhibidor no d0paminérgico, no gabaérgico, posiblemente pep
tfdico (Mizunumay col., |985). Recientemente se encontró

que un péptido de 56 aminoácidos, contenido en la protefna
precursora de la hormona hipotalámica liberadora de LH(LH
RH, del inglés: Luteinizing Hormone-Releasing Hormone) in

hibfa la liberación basal de PRLcuando se agregaba a un cul

tivo de células hipofisarias (Nikolics y col., l985). Se lo
conoce como GAP(del ingléstGonadotrOphin Releasing Hormone

Associated Peptide) y se lo ha localizado en varias áreas ce
rebrales, incluyendo áreas hipotalámicas, encontrándose una
superposición espacial con la distribución de LH-RH(Phillips
y col., |985).

La administración de suero antiGAP induce un aumento sig

nificativo de los niveles plasmáticos de PRL(Nikolics y col.,
|985). Sin embargo no existen aún las evidencias para conside
rar su participación en la regulación de PRL.

|.|.5.3. HormonasIiberadoras de prolactina.
Nicoll y col., (¡970) encontraron que extractos hipotalá

micos estimulaban la liberación de PRl "in vitro”, luego de
un período inicial de inhibición. De allf en adelante hay va
rios estudios "in vivo” e "in vitro” que sugieren que el hipo
tálamo contiene uno o más Factores liberadores de PRL (PRF,

del inglés: Prolactin Releasing Factor) (Valverde-R y col.,
l972; Milmore y Reece, |975; Boyd y col., |976). Sin embargo
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su estructura qufmica no se conoce aún.

Varias sustancias encontradas en el hipotálamo han sido pro
puestas comohormonas hipotalámicas involucradas en la libera
ción de PRLcon una acción directa sobre la hipófisis.

La hormona liberadora de tirotrofina (TRH,del inglés: Thy
rotrOpin Releasing Hormone) estimula la liberación de PRLy
está presente en la sangre del tallo hipofisario en mayores
concentraciones que en la sangre periférica (Greef y Visser,
|98|; Ching y Utiger, |983; Sheward y col., l985). Sin embar
go algunos estudios cuestionan que el TRHtenga un rol Fisio
iógico en la descarga de PRLdel proestro y la inducida por
la succión en ratas lactantes (Harris y col., ¡976; Kochy
col., l977; Riskind y col., l984 b).

Recientemente, ha comenzado a surgir un número creciente
de evidencias que postulan al polipéptido intestinal vasoac
tivo (VIP, del inglés: Vasoactive lntestinal Polypeptide) co
mo un probable Factor liberador fisiológico de PRL. (Ver más
adelante, sección 3 de la Introducción).

Otro péptido hipotalámico presente en los vasos porta
(Shimatsu y col., |98J a) y que estimula la secreción de PRL
es el PHl (péptido histidina isoleucina amida) (Werner y
col., l983; Samsony col., ¡985; Kaji y col., l9ó4).Este
péptido presenta una homologfa estructural con el VIP y en
menor pr0porci6n con la secretina, glucagon y GIP. Se aisló
del intestino de porcino (Tatemoto y Mutt, l980, |98|); más
tarde, HokFelt y colaboradores (|982 a, l983) describieron una
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densa red de Fibras de PH| en la capa externa de la eminencia

media, cuyos cuerpos neuronales se encuentran en el núcleo pa
raVentricular.

Aún cuando el anti PH| disminuye la liberación de PRLen

reSpuesta al estrés, su rol comoun liberador Fisiológico de
PRLno está demostrado aún (KaJi y col., |985).

Otros péptidos hipotalámicos como la ocitocina, bombesina,
sustancia P, angiotensina ll, colecistokinina y neurotensina
poseen actividad liberadora de PRL; pero aún no se ha determi
nado su significado Fisiológico (Ver revisión de Greef y van
der Schoot, |985).

I.l.5.4. Neurotransmisores hipotalámicos y liberación de PRL.
Hay varios neurotransmisores hipotalámicos que han mostra

do alterar la liberación de PRL. Estos incluyen a las cateco
laminas (Maaneny Smelik, ¡968), acetilcolina (Gibbs y col.,
l979), histamina (Donosoy col., |983; Alvarez, ¡984), gli
cina (Banzan y Donoso, |983) y péptidos Opioides (Cocchi y
col., l977 a; Rivier y col., |977; Haskins y col, |98|).

Existe una amplia bibliograFfa que sugiere que la seroto
nina está involucrada en la liberación de PRL. Todas las e

videncias experimentales le atribuyen un roi estimulatorio,
ya que cada vez que se activan las vfas serotoninérgicas se
aumenta Ia liberación de PRLy viceversa, si se inhiben, dis

minuye su liberación. Sin embargo, esto no significa necesa
riamente que la serotonina esté implicada fisiológicamente
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en el control de la secreción de PRL (Ver sección 2 de ln
troducción).

l.l.5.5. Esteroides ováricos.
Desde los trabajos de Nicoll y Meites (|962), quienes de

mostraron que cuando se incuban 'in vitro' hipóFisis con es
tradiol aumenta la secreción de PRL, hay un número mayor de

evidencias que muestran que los estrógenos estimulan la se
creción de PRL. Sin embargo, no está bien definido el meca
nismo ni el sitio de acción.

El efecto prolactino-liberador del estradiol parecerfa de
berse en parte a su acción sobre el sistema nervioso central,
ya que el estradiol activa proyecciones serotoninérgicas al
núcleo preóptico medial ( Johnson y Crowley, ¡983) y aumenta
la actividad neuronal noradrenérgica.(Crowley, l982).

Por otro lado, la administración de estrógenos altera los
niveles de dOpamina en la eminencia media, en la sangre de
los vasos porta y en la hipóFisis anterior (Chiocchio y col.,
¡980; Gudelsky col., |98|). A nivel hipoFisario, se observó
también la captación y unión del estradiol en las células
lactotrOpas (Keefer y col., l976). Además, se ha descripto
una regulación del número de receptores dOpaminérgicos por
los estrógenos (Heimany Ben- Jonathan, |982; Pilotte y col.,
¡984).

Para la progesterona han sido encontrados efectos Facili
tatorios e inhibitorios. En la pseudOpreñez, las descargas de
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PRLse mantienen mientras los niveles de progesterona son e

levados (GreeF y Zeilmaker, l978). Sin embargo la progestero
na reduce el efecto estimulatorio de los estrógenos (Caliga
ris y col., l974; Giguere y col., |982).

l.l.5.6. Autorregulación de la secreción de PRL.

Hay un número considerable de hechos que sugieren que la

PRLpuede regular su pr0pia secreción.
La hipótesis de que altos niveles circulantes de PRLin

hiben la secreción de PRLpor la hipófisis, Fue sugerida por
primera vez en l953 (Nicoll, |97|). Años más tarde se demos
tró que el contenido hipofisario de PRLdisminuye en ratas
con tumores secretores de PRL (Mac Leod y col., |966; Chen

y col., l967) o en ratas normales con trasplante de hipóFi
sis en la cápsula renal (Welsch y col., l968). Por otro la
do, los implantes de 'pellets” de P RL en la eminencia media
(Voogt y Meites, l973) o la administración sistémica de PRL
ovina disminuyen la secreción de PRLendógena (Advis y col.,

¡977).
Mientras algunos autores pr0ponen un sitio de acción hipo

Fisario ( Melmedy col., |980; Kadowaki y col., |984), la ma

yoria de los estudios sugieren que la PRLactuarfa a nivel
hipotalámico; especificamente a nivel del sistema d0paminér
gico tuberoinFundibular (Haskins y Moss, |983; Demarest y col.,
i984).
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Se encontró que la administración intracerebral o peri
Férica de la PRLproduce un aumento de la sfntesis, "tur
nover” y liberación de la DA( Moore y col., ¡980; Moore

y Demarest, |982; Wise, |986).
Aúncuando no se conocen las características del mecanis

mo autorregulador de la PRL, parece ser que la sensibilidad
a su acción inhibitoria varfa en las diferentes situaciones
fisiológicas (Whitworthy col., |98|; Selmanoff y Gregerson,
¡984).



l.2. SEROTONINA.

l.2.l. Generalidades.
La serotonina, S-hidroxitriptamina, (S-HT) es conocida

por sus prOpiedades biológicas desde ei siglo pasado y se
encuentra ampliamente distribuida en el reino animal y vege
tal. Está localizada en las células enterocromaFinos del
tracto intestinal, las plaquetas sangufneas, los mustocitos,
la glándula pineal y es el neurotransmisor liberado por las
neuronas serotoninérgicas.

La presencia de S-HT en ei SNCFue demostrada primeramen

te por Twarog y Page (l953) con métodos bioqufmicos. Estos

hallazgos fueron confirmados por métodos Fluorimétricos (Bog
dansky y col., l956). Posteriormente, por medio de técn¡cas
de histoFluorescencia, se demostró su localización dentro de

neuronas (Falck y col., |962; Dahlstrüm y Fuxe, ¡904; Fuxe,
l965). Estudios de Fraccionamiento celular mostraron que la
S-HTcerebral está concentrada en terminales nerviosos (Zie
her y de Robertis, l963) y más precisamente en vesícuias s¡_

nápticas (Pellegrino de lraldi y col., l968; Jaim-Ltcheverry
y Zieher, l974).

l.2.2. Biosfntesis y catabolismo.
La serotonina, es un indol que se sintetiza a partir de¡

aminoácido L-triptofano (Trp), en un proceso que roqu¡ere dos
pasos enzimáticos.

El Trp es primero hidroxilado en la posición 5 pup una en
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zima especifica: triptoFano hidroxilasa o triptoFano-S-mono
oxigenasa. La actividad de esta enzima es absolutamente de
pendiente de la presencia de oxígeno molecuiar y de tetra

hidrobiOpterina (BH4). El producto, L-S-hidroxitriptofano
(S-HTP), es luego descarboxilado para formar serotonina. La
enzima que cataliza este paso es una descarboxiiasa de L
aminoácidos aromáticos, dependiente de fosfato de piridoxal.

Estudios sobre la caracterización de estas dos enzimas han
conducido a la conclusión de que ¡a regu¡ación de ia sínte
sis de S-HT involucra preferenciaimente el paso de la hidroxi
lación del Trp. La actividad especffica de la triptofano hi
droxilasa en cerebro es 70-!00 veces menor que la de la des
carboxilasa, indicando que el paso de velocidad limitante pa
ra la sfntesis de S-HTes la hidroxilación del Trp (Hamony
col., |98|). Ademásnormalmente la concentración de Trp en
el S N C es baja y depende del tranSporte desde la periferia
al cerebro (BaUmann, |985). La hidroxiiación del Trp "in vivo"
sigue una cinética de primer orden con respecto a los nive
les cerebrales de Trp.

La enzima descarboxilasa Fue considerada durante mucho

tiempo la misma que la que interviene en la sfntesis de cate
colaminas. Sin embargo, diferencias en las condiciones de
temperatura, pH, sustrato óptimo y distribución subcelular
de la actividad descarboxilasa en cerebro, sugieren que se
trata de dos enzimas distintas (Sims y c0I., ¡973).
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Se conoce relativamente poco acerca de la regulación de la
sintesis de la serotonina y aún se desconocen los mecanismos
que mantienen en estado estacionario los niveles cerebrales
de 5-HT.

El principal proceso de inactivación de 5-HT luego de su
liberación en la sinapsis, es la recaptación seguida por su
catabolismo. La serotonina es desaminada por acción de la mo
noamino-oxidasa ( MAO),de la que se reconocen dos Formas: ti

po A y tipo B. La serotonina es preferencialmente oxidada por
la MAOtipo-A. (Fullec, |936). El producto de desaminación es
el aldehfdo S-hidroxi-indólico, el que es oxidado por una

aldehfdo deshidrogenasa al ácidOQS-hidroxi-indol-3-acético
(5-HIA).

l.2.3. Distribución.
l.2.3.l. Núcleos del raFe del tronco cerebral - Hipotálamo.

El estudio de la distribución de las neuronas serotoninér
gicas en la rata Fue primeramente realizado por Dahlstrom y
Fuxe (¡964), quienes clasificaron los cuerpos neuronales de

S-HT en nueve grupos llamados Bl-Bg.
Estos grupos, distribuidos a lo largo de la lfnea media

del tronco encefálico, corresponden a los llamados clásica
mente nücleos del rafe.

lnvestigaciones bioqufmicas y de histofluorescencia mostra
ron que los núcleos del raFe de ubicación rostral inervan
al cerebro anterior, mientras que los de ubicación caudal i
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nervan a la médula eSpinal (Carlsson y col., l964; Dahlstróm
y Fuxe, |964; Palkovits y col., l977; Steinbusch y Nieuwen
huys, l982 b). Los tres núcleos rostrales son el linearis
centralis, el dorsal y el mediano.

Los núcleos dorsal y mediano del raFe reciben múltiples
aFerencias provenientes de diversas áreas del tronco encéFa
lico y del cerebro anterior(Pasquier y col., l977; Pasquier
y Villar, |983). Ambosnúcleos constituyen el principal ori
gen de las Fibras que inervan el hipotalámo (Conrad y col.,

¡974; Azmitia y Segal, |978; van de Kar y Lorenz, |979)

Las Fibras conteniendo serotonina entran al hipotálamo pos
terior por debajo del Fascfculo prosenceFálico medial (Palko
vits y col., l977). Másrostralmente, los axones serotoninér
gicos pasan a Formar parte del Fascfculo (Fuxe y Jonsson, l974;
Ungerstedt, |97|) y Io abandonan paulatinamente a medida que
las Fibras se dirigen a inervar a los distintos núcleos hipo
talámicos.

Prácticamente todas las areas hipotalámicas reciben inerva
ción serotoninérgica, pero su distribución no es uniForme.

Lateralmente, la mayor densidad de Fibras está contenida
en el Fascfculo prosenceFálico medial y en la zona lateral
del núcleo (n) preóptico medial, mientras que el n. preóp
tico lateral posee una menor densidad; En el hipotálamo ante
rior, hay una gran concentración de Fibras en la parte ventro
lateral del n. preóptico-supraquiasmático, que se continúa en
el n. supraquiasmático.
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El hipotálamo medial posee una elevada inervación en la

parte central del n. ventromediano y en una zona comprendida
entre el n. arcuato y los núcleos premamilares dorsal y ventral,
en tanto que los núcleos hipotalámico anterior y arcuato es
tán pobremente inervados. En el hipotálamo posterior se en
contró una alta densidad de Fibras en la parte caudal del n.
hipotalámico posterior, parte ventral del n. mamilar medial
y en una región comprendida entre el Fascfculo mamilotalámi
co y mamilotegmental.

Estos resultados, provenientes de estudios con inmunoFluo
rescencia (Steinbusch y Nieuwenhuys, l982 a), coinciden en
general con los datos encontrados con otras metodologfas (Un
gerstedt, |97|; Fuxe y Jonsson, l974; Saavedra y col., l974;
Kent y Sladek, |978).

La eminencia media posee también inervación serotoninérgi
ca. Las Fibras se localizan en la parte lateral de la capa
externa con una mayor densidad en la región rostral (Stein

busch y Nieuwenhuys, |982 a). También se describieron Fibras
en la capa subependimaria y en la Fibrosa (Villar y col.,
¡984).

No obstante que Ia mayoria de las Fibras que contienen se

rotonina provienen de neuronas localizadas Fuera del hipotá
lamo, se encontró que el aislamiento total del mismo produ

cfa una depleción del 50-70% en la concentración de la S-HT
hipotalámica (Brownstein y col., |97Ó; Palkovits y col., l977).
Esto sugirió la existencia de una Fuente intrahipotalámica de
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serotonina.

En efecto, se hallaron cuerpos neuronales serotoninérgi
cos en la parte ventral del n. dors0mediano (Beaudet y Des
carries, |979; Frankfurt y Azmitia, |983; Steinbusch y col.,
¡982; Frankfurt y col., |98|) y en los tanicitos de la emi
nencia media (Sladek y Sladek, l978).

l.2.3.2. HipóFisis
Se describió la presencia de serotonina en los tres lóbulos
hipoFisarios (Saavedra y col., l975; Friedman y col., l983;
Holzbauer y col., l985).

En el lóbulo neural Steinbusch y Nieuwenhuys (|982a)loca
lizaron Fibras nerviosas conteniendo serotonina. El origen de
dichas Fibras serfa periférico, ya que la sección del tallo
no alteró el contenido de S-HTdel lóbulo posterior (Fried
man y col., |983).

En el lóbulo intermedio, Ia serotonina se encuentra en Fi
bras nerviosas, mastocitos y en elementos sangufneos (West
lund y Chield, l982; Leranth y col., ¡983; Saland y col.,
|986; Palkovits y col, l986). La sección del tallo hipoFisa
rio produjo la desaparición del 44%de la serotonina y la to
talidad de las Fibras S-HT inmunorreactivas (Friedman y col.,
l983). Estos resultados indicarfan que el origen de las Fi
bras serotoninérgicas del lóbulo intermedio serfa central;
los cuerpos neuronales estarian en los núcleos del raFe y el
n. dorSOmediano del hipotálamo (Mezey y col., ¡984).
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En el lóbulo anterior también se encontró S-HT, aún cuan
do es pOCCprobable que se sintetize localmente. Si bien Saa
vedra y su grupo de investigación (¡975) midieron actividad
de triptoFano hidroxilasa, no se detectó la enzima descarboxi
lasa de aminoácidos aromáticos (Johnston y col, l984 a).

Aúnno está claro donde se localiza la serotonina en el ló

bulo anterior. Algunos autores describieron fibras S-HT in
munorreactivas (Westlund y Chield, |982; Friedman y col., l983)
cuyos terminales estarían íntimamente asociados con las célu
las glandulares. Tambiénse observó una captación eSpechica
de serotonina a un grupo de células anterohipofisarias (Johns
y col., |982), las que en algunas especies fueron identifica
das c0mogonadotrOpas (Nunez y col., |98|; Payette y col.l
|985, l986).

I.2.4. Control serotoninérgico de la liberación de Prolactina.
Una gran variedad de estudios Farmacológicos apoyan la hi

pótesis de que la serotonina juega un rol estimulatorio en la
liberación de PRL. La activación de las vfas serotoninérgicas
conduce a un aumento de los niVeles séricos de PRLmientras

que su inhibición produce una disminución de los mismos.

|.2.4.|. Manipulaciones Farmacológicas que estimulan la li
beración de PRL.

a. Administración de S-HT y precursores.
Desde que Kamberi y colaboradores (|97| a) encontraron que
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la inyección de S-HTen el tercer ventrículo producfa un au
mento de la concentración de PRLplasmática, se usaron varios
modelosexperimentales para confirmar estos resultados.

Utilizando la mismavfa de administración, ia S-HTestimu
ló la liberación de PRLen ratas machos (Pilotte y Porter,
|98|), machoscastrados (Krulich, l979) y hembras ovariecto
mizadas tratadas con estrógenos (Caligaris y Taleisnik, l974)

También la inyección sistémica de S-HT incrementó los ni

veles plasmáticos de PRLen ratas machos y machos castrados

(Pilotte y Porter, l979), en hembras ovariectomizadas (Ste
vens y Lawson, l977), y en ratas ovariectomizadas tratadas
con estrógenos (Lawson y Gala, |975 y |978) a los IO minutos
luego de la inyección. Este efecto no se encontró en hembras
en proestro con un tiempo más largo post-inyección (Lu y col.,
¡970; Lu y Meites, l973).

El aumento producido en hembras y machos tratados con es

trógenos Fue mayor que en hembras ovariectomizadas (Stevens
y Lawson, |977) y machos normales (Stobie y Shin, ¡983), res
pectivamente. Por otro lado, los machos parecen ser más sen
sibles a la estimulación de PRL por 5- HT que las hembras (
Becü de Villalobos y co|., l984).

Tambiénse ha recurrido a la utilización de los precurso
res de serotonina, triptofano y S-hidroxitriptofano, los cua
les atraviesan la barrera cerebral y aumentan los niveles ce
rebrales de S-HT (Fernstrom y Wurtman, |97|). La administra
ción sistémica de 5-HTP a hembras y machos de IO dfas de
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edad (Cocchi y col, l977 b), machos adultos (Krulich, ¡375;
Ruzsas y col., |982; Lambert y MacLeod, ¡976 a), hembras en

proestro y ratas hipoFisectomizadas con una anterohipófisis
transplantada bajo la cápsula renal (Lu y Meites, l97o),
hembras ovariectomizadas (Ruzsas y col., l982) y ovariecto
mizadas tratadas con estrógenos (Chen y Meites, l975; Law
son y Gala, l978), produjo un aumento en la secreción de
PRL.

Cuando se utilizó triptofano, que es un precursor de S-HT
menoseficiente (Fuller, ¡986), se encontraron tanto resulta
dos positivos (Mueller y col., l976) como negativos (Lu y
Meites, l97j; Gallo y col, l975).

Las dietas carentes de triptoFano hacen que los animales
sean más sensibles a éste (Gil-Ad y col., ¡976) y al S-HTP
(Clemens y col., l980) en cuanto a su habilidad para liberar
PRL.

b. Drogas que aumentan los niveles de S-HT en la sinapsis.
Otra Formade activar las vfas serotoninérgicas es median

te la inhibición de la recaptación presináptica de 5-HT. La
recaptación de S-HTpor terminales serotoninérgicos luego de
su liberación, es probablemente uno de los factores que ter
minan con su acción en la sinapsis. Por lo tanto, la inhibi
ción de este proceso implica aumentar la efectividad de los
mecanismosneuronales serotoninérgicos, por prolongar la ac
ción post-sináptica de la S-HT. La Fluoxetina, 3-(p-triFluo
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rometil-Fenoxi)-N-metil-3-Fenilpr0pilamina, (Lilly l0l40)
es un inhibidor eSpechico de la captación de 5- HTpor si
naptosomas en cerebro de rata y un potente y específico in
hibidor de la captación de aminas por neuronas serotoninérgi
cas (Fuller, |980).

La administración sistémica de Fluoxetina no modificó la

liberación de PRL"per se" en animales adultos (Krulich,
I975; Clemens y col., ¡977; Lawson y Gala, |978), mientras que

en animales Jóvenes se obtuvieron resultados discordantes (
Morgan y Herbert, |978; Cocchi y col., ¡777 b). Sin embargo,

cuando Fluoxetina se administra previamente a la inyección de
S-HTP, potencia el efecto liberador de PRLde este último (
Clemens y col., ¡977; Lawson y Gala, l978) asf como la descar

ga de PRL inducida por el estrés (Krulich, ¡975). Estos he

chos han sugerido que probablemente el rol de la S-HT en la
liberación de PRLno sea importante en condiciones de repo
so.

Mientras que la Fluoxetina carece prácticamente de capaci
dad para liberar serotonina de los gránulos de almacenamiento
intraneuronal, otros agentes que son inhibidores competitivos
de la recaptación de S-HT sobre la membrana neuronal también
liberan 5-HT de los almacenamientos intraneuronales. Los más
usados entre ellos son la FenFIuramina (Trulson y Jacobs, lj7ó;
Fuller y col., |978) y la p-cloroanFetamina (Fuller, ly78.)

Cuandoestas drogas se administraron a ratas machos, se
produjo un aumento de la liberación de PRL (van de Kar y col.,
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|982).

c. Agonistas serotoninérgicos.
Se han utilizado también agonistas serotoninérgicos. El

más usado es la quipazina (2-(l-piperaziniI)-quinolina) (
Hong y col., |969).

La inyección intraperitoneal o intraventricular de distin
tas dosis de quipazina incrementa los niveles plasmáticos de
PRLen machos (Meltzer y col., l976), machos castrados (Kru
lich y col., |979), hembras en diestro (Clemens y col., |977)
y hembras ovariectOmizadas tratadas con estrógenos (Lawson
y Gala, l978). El efecto es mayor en animales Jóvenes que a
dultos (Forman, |98|).

Otro agonista serotoninérgico, Ia m-clorofenilpiperazina,

aumentó también la secreción de PRLcuando se administró a
ratas machos (Quattrone y cOI, |98|).

d.Estimu|ación de los núcleos del raFe.
Otra forma de estudiar el problema es mediante la estimula

ción de los cuerpos neuronales serotoninérgicos. Cuandose
estimularon eléctricamente los núcleos del raFe se produjo un
aumento de los niveles sistémicos de PRLen ratas machos (Ad
vis y col., ¡979).

I.2.4.2. Manipulaciones Farmacológicas que inhiben la secre
ción de PRL.
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a.lnhibición de la sintesis de serotonina.
La sintesis de S-HT comprende dos pasos enzimáticos; sin

embargo, sólo el primero de ellos es útil para estudios de
inhibición, ya que la otra enzima no está restringida a neu
ronas serotoninérgicas. El inhibidor más usado es la p-cloro
Fenilalanina (PCPA)que "in vivo" produce una cafda irrever
sible de la actividad de la triptoFano hidroxilasa, la que
dura por varios dfas. No obstante la PCPAinterfiere con o
tros procesos neuronales, es una droga útil para disminuir
la concentración cerebrai de serotonina (Fuller, l980).

La administración de PCPAinhibió la secreción de PRLen

ratas machos (Gil-Ad y col., ¡976; Martin y col., ¡978;Advis
y col., |979) pero no en machos castrados (Donoso y col.,
|97|) ni en hembras ovariectomizadas (Gallo y col., ¡975),
ambas situaciones en las que la PRLinicial está baja. Otros
autores encontraron resultados negativos también en ratas
machos (Meltzer y col., l976; van de Kar y col., l982).

Por otra parte, PCPAbloqueó el aumento de la liberación
de PRLinducido por estrógenos (Caligaris y Taleisnik, |974)
y por la succión; este último efecto Fue revertido por trata
miento con 5-HTP (Kordon y col., l975/74). En otros estudios
se encontraron efectos Opuestos de la PCPA:por un lado dis
minuyó (Willoughby y col., l982) o inhibió (Ouattrone y col.,
¡978 y l979) el incremento de PRL producido por FenFluramina
en ratas machos y bloqueó en este mismo modelo el inducido
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por p-cloroanfetamina (Van de Kar y co|., ¡982). Por otro la

do, potenció el efecto de quipazina sobre PRL(Meltzer y co|.,
¡976; Krulich y col., ¡979; van de Kar y coi., l982) siendo
esto último eXplicado como un efecto debido a la supersensi
bilidad de los receptores serotonérgicos centrales, privados
de su agonista natural.

b. Bloqueantes de receptores serotoninérgiCOS.
Los llamados "agentes b|0queantes de receptores serotoni

nérgicos" han sido comúnmenteusados en el estudio del siste

ma serotoninérgico sobre la secreción de PRL. Los más emplea
dos son: metergolina, metisergida, ciproheptadina y metiote
pin.

Sin embargo, los resultados encontrados arrojaron dudas so
bre su efectividad, ya que se describieron tanto efectos inhi
bitorios comoestimulatorios (Caligaris y Taleisnik, |974;
Gallo y co|., l975; Lawson y Gala, |975, |976, |978; Subra
manian y Gala, |976 a y b; Clemens y co|., |977; Cocchi y

co|., l977 b, |978; Clemens |978; Lamberts y Mac Leod, l978

a; Martin y co|., ¡978; Krulich y col., ¡979).
Varios comentarios aclaran esta compleja situación: i) E

llos poseen prOpiedades antiserotoninérgicas a nivei perifé
rico, pero no está claro que también las posean a nivei cen
tral (Jacoby y co|., |978; Haigler y AghaJanian, |970).
2) Metergolina y metisergida son además agonistas de recepto
res d0paminérgicos (Creese y co|., |975; Mac Leod y Login,
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|977), que pueden inhibir la secreción de PRLpor una acción

directa sobre las lactotrOpas (Krulich y col., ¡978, |98|;
Lamberts y Mac Leod, l978 a; Cocchi y col., ¡978). Ciprohep

tadina, que es un antagonista serotoninérgico menospotente,
tiene ademáspr0piedad comoantihistamïnico, anticolinérgico
y antidOpaminérgico (Leysen y col., |98|). lnhibe la sfntesis
y liberación de PRL"in vitro" en células hipofisarias norma
les y tumorales, por un mecanismo no serotoninérgico descono

cido (Lamberts y Mac Leod, l978 b). Por último, metiotepin es
un bloqueante de receptores serotoninérgicos con alguna acti
vidad antidOpaminérgica (Fuller, l980).

En sumatodas estas evidencias complican la interpretación
de los resultados y hacen que sea poco útil la aplicación de
estas drogas al estudio de los efectos de la S-HT sobre la
secreción de la PRL.

1
c. Neurotoxinas serotoninérgicas.
Las ya mencionadas drogas, fenfluramina y p-cloroanfetami

na, además de producir una liberación aguda de S-HT al espa
cio sináptico, poseen un efecto tóxico sobre las neuronas se
rotoninérgicas (Clineschmidt y col., l978; Sanders-Bush y
Steranka, l978).

La administración de p-cloroanfetamina en hembras ovariec
tomizadas tratadas con estrógenos ( Chen y Meites, |975) y
en ratas lactantes (Rowlandy col., |978) resultó en una caf
da de la PRLcirculante, efecto atribuido a la acción neuro
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tóxica de la droga. Por otro lado, la desnervación con p-clo
roanFetamina produjo un aumento de la sensibilidad de la res
puesta al S-HTP (Clemens y col., ¡978).

Una neurotoxina que es usada con Frecuencia es la S,7-dihi—
droxitriptamina (5,7-DHT). La inyección de 5,7-DHTen ratas
pretratadas con desmetilimipramina (DMI) (una droga que impi
de la captación de 5,7-DHTpor neuronas noradrenérgicas), des
truye selectivamente las neuronas serotoninérgicas producien
do una gran reducción en la concentración cerebral de S-HT
(Gerson y Baldessarini, |975).

La administración intraventricular de 5,7-DHTcausó una caf
da de los niveles basales de PRLen ratas machos (Gil-Ad y col.,
|976). También bloqueó el aumento de PRLde la tarde del es

tro pero no el del proestro (Clemens, |978); y no afectó la

descarga de PRLinducida por el estrés (Wuttke y col., l977)
Ademásdisminuyó (Willoughby y col., l982) o ¡nhibió (Quattro
ne y col.¡ |978, |979) el incremento de PRL inducido por fen
Fluramina o por p-cloroanfetamina (van de Kar y col., l982).

Contrariamente, la desnervación producida con esta neuro
toxina produjo una hipersensibilidad al estfmulo por S-HTP
en machos y a Fluoxetina más S-HTPen hembras en diestro (Cle

mens, |978), asf comoa m-cloroFenilpiperazina (Quattrone y
col., |98|).

d. Lesiones de los núcleos del rafe.
La 5,7-DHTes utilizada también para provocar lesiones en
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los cuerpos neuronales serotoninérgicos. Las lesiones de los
núcleos dorsal y mediano del raFe en ratas machos no modificó

los niveles basales de PRL; mientras que ia inyección de 5,7
DHTen el núcleo dorsal del raFe inhibió el aumento de PRL

provocado por p-cloroanfetamina (van de Kar y col., |982). En
ratas lactantes, la lesión del núcleo dorsal del raFe con
5,7-DHT disminuyó la descarga de PRL inducida por la succión

(BaroFsky y col., |983 a). En tanto, la lesión dei núcleo me
diano sólo alteró la conducta materna, no asf la liberación
de PRL (Barofsky y col., l983 b).

Tambiénse recurrió a las lesiones electrolfticas de los
núcleos del raFe. Cuandose lesionó electrolfticamente el nú
cleo dorsal se encontró una cafda simultánea de los niveles

de S-HT y 5- HlA en el cerebro anterior y de PRLen la sangre

sistémica (Advis y col., l979). Ademáslas lesiones electro
Ifticas en los núcleos dorsal y mediano impidieron el aumen
to de PRLinducido por tratamiento con inhibidores de la re
captación de S-HTmás S-HTPy con quipazina, sin alterar sus
niveles basales (Fessler y col., ¡984).

l.2.5. Posibles mecanismosde acción de serotonina sobre la
secreción de PRL.

Todas las evidencias experimentales coinciden en atribuir
a la S-HTun rol estimulatorio sobre la liberación de PRL.

Su rol parece ser más importante en situaciones en las que
se descarga PRL, tales c0modurante succión, estrés o picos
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inducidos por estrógenos; mientras que su participación no
es clara en condiciones basales o de reposo.

Tampocosurge con claridad de la bibliograffa, el mecanis
mo y sitio de acción de la S-HT. Las posibilidades serían
las siguientes: I) La serotonina podria ser un PRFy actuar
directamente sobre las células lactotrOpas para liberar PRL;
2) Suprimirfa la liberación de dOpaminade los terminales de
la eminencia media a la sangre portal; 3) 0 bien actuarfa es
timulando la liberación de un PRFa nivel hipotalámico.

Con reSpecto a la primera posibilidad, varios autores in
cubaron hipóFisis de rata con distintas dosis de S-HT, no
hallando modificaciones en la sfntesis ni liberación de PRL
al medio de incubación (Talwalker y col., |963; Birge y col.,
l970; Lamberts y Mac Leod, |978). La liberación de PRLtampo

co se afectó cuando se inyectaron 5-HT o melatonina en la hi
póFisis a través de un vaso porta canulado (Kamberi y col.,
|97| a). Sin embargo, Stobie y Shin, (|983) encontraron-que
la serotonina estimula directamente la secreción de P RLde

Ia hipóFisis transplantada debajo de la cápsula renal en ratas
machos.

Con respecto a la segunda posibilidad, las evidencias más
claras provienen de un trabajo de Pilotte y Porter (|98l).
En él estudiaron la posible relación entre los sistemas sero
toninérgico y dOpaminérgico en la regulación de PRL. Ellos
concluyeron que la 5- HT modula la secreción de PRLa través
de un mecanismoestimulatorio que es efectivo en la presencia
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de altas conCentraciones plasmáticas de dOpamina.
Estos resultados, Junto con observaciones obtenidas de

experimentos Farmacológicos (Lawson y Gala, l978; Clemens

y col., |978; Krulich y col., l980; Takahara y col., |98|;
Lynch y col., [984), apoyarfan la hipótesis de que la S-HT
estimula la liberación de un PRF.



l.3. PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO (VIP)

|.3.|. Generalidades.
El VIP Fue aislado del duodeno porcino (Said y Mutt, ¡970)

y posteriormente Fue localizado en céluias nerviosas periféri
cas y centrales(Larsson y co|., l976). El material extraído
del cerebro correSponde al péptido de 28 aminoácidos conteni
do en el intestino (Marley y Emson, l982).

Sus acciones biológicas incluyen vasodilatación, hipoten
sión, hiperglucemia, aumentode la contractibilidad del mio
cardio, estimulación respiratoria y relajación del músculo
liso.

l.3.2. Estructura - Biosfntesis.
La estructura inicialmente prOpuesta Fue confirmada por

síntesis qufmica (Bodanskyy co|., ¡973). Es un péptido bási
co de 28 aminoácidos, cuya secuencia tiene similitud con la
de otras hormonasgastrointestinales, principalmente con se
cretina.

Recientemente, se identificó un precursor de VIP (Pro-VIP)
de peso molecular ¡7500 en células de neuroblastoma humano
(Obata y co|., |98|). El mismogrupo determinó la secuencia
c0mp|eta de un PrePro-VlP de peso molecular 20000 y que con
tiene |70 residuos aminoacfdicos (ltoh y co|., |983). Este
precursor contiene al VlP cerca de su extremo C«terminal.

Estos mismos autores confirmaron que la secuencia del VlP

humano es idéntica a la del VIP porcino y bovino (Okamoto y
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col., |953). La actividad biológica de los Fragmentos de la
molécula de VIP aumenta con la longitud de la cadena (Bodansz
ky y col., l973), en tanto que para la actividad inmunólogi
ca son esenciales las secuencias C-terminal (23-28) y N-ter
minal (7-l0) (Yanaihara y col., l977).

l.3.3. Localización en el SNC,hipóFisis y sangre portal.
Localización subcelu4ar.

Los datos provenientes de estudios inmunológicos e inmu
nocitoqufmicos coinciden en que el VlP está ampliamente dis
tribuido en el SNC.

Las mayores concentraciones se detectaron en la corteza
cerebral, la amfgdala, hipocampo y algunas areas de hipotá
Iamo. Bajas concentraciones se midieron en la glándula pi
neal, ganglios basales del tálamo, cerebelo, médula eSpinal
y tronco cerebral (Lorén y col., ¡979; Samsony col., l979;
Besson y col., l979).

La distribución de cuerpos neuronales y Fibras VIP-inmuno
rreactivas ha sido descripta por diferentes autores (Lorén
y col., ¡979; Sims y col., |980; Hokfelt y col., l982 a y b;
Eiden y col., |982; Roberts y col., l982, l983; Léránth y Fros
cher, l983; Léránth y col., |984; Morrison y col., l984).

En la corteza cerebral, los cuerpos neuronales VlP-reac
tivos constituyen el l%de la población neuronal, localizán
dose en todas sus regiones (Morrison y col., |984).
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Estudios con lesiones confirmaron que las neuronas corti
cales de VlP Formanun sistema intrfnsico (Emson y Lidvall,
i979; Palkovits y col., |98|).

El hipocampo muestra neuronas VlP- reactivas, que también
Forman un sistema intrfnsico. En el Fornix y fimbria se en
contraron Fibras VIP positivas (Roberts y col., l983).

En la amfgdala, los cuerpos neuronales conteniendo VlP
se encuentran en la mayorfa de los núcleos de la amfgdala,
eSpeciaImente en los núcleos basolateral y lateral. En tan
to que no hay somas en el núcleo central a pesar de la densa

inervación VlP-érgica que recibe (Roberts y col., I982).
La amfgdala Forma parte de un sistema de Fibras largas, bi

direccionales que, a través de la "stria terminalis', la co
nectan con el núcleo del lecho de la "stria terminalis”, el

n. supraquiasmático y otros núcleos bipotalámicos (Roberts
y col., |980; Palkovits y col., |98|).

En el hipotálamo se encontró un gradiente de concentra

ciones de VlP desde la región anterior hacia la posterior
(Besson y col., |979). Los elevados niveles de VlP en el hi
potálamo anterior se deben a una gran concentración de cuer
pos neuronales y terminales VlP-¡nmunorreactivos en el nú
cleo supraquiasmático (Lorén y col., i979; Samsony col.,
|979; Sims y col., |980; Card y col., |98|; Palkovits y col.
|98|). Los somas están concentrados principalmente en la zo
na ventral del núcleo y sobre y dentro del quiasma óptico.
Los terminales nerviosos se localizan principalmente en la

\
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:ona dorsal del n. supraquiasmático (Card y col., |93|; Ros
tene y col., |932). Muchos axones dejan el núcleo y pasan
a los núcleos hipotálamico anterior y periventricular, para
terminar a lo largo del borde ventral del n. paraventricular.
Las Fibras caudales del n.supraquiasmático terminan en los
núcleos ventromediano, dorsomediano y premumilar (Card. y col.
|98|).

En el área medial preóptica se describieron escasos cuerpos
neuronales y terminales VlP-inmunorreactivos (Loren y col.,
l979; Sims y col., |980).

HükFelt y col. (I982 a) detectaron neuronas conteniendo VIP
en la región hipotalámica supramamilar y el n.arcuato.

En el hipotálamo mediobasal se encontraron niveles bajos
de VlP y escasas Fibras inmunorreactivas en la lámina interna
de la eminencia media (Lorén y col., l979; Sims y col., |980;
HükFelt y col., |982 b).

El origen de la inervación VlPérgica del hipotálamo medio
basal constituye un problema sin resolver. Su desaFerentación
produce una cafda del 40% de la concentración de VlP en ia
zona caudal y en tanto que no aFecta la de la zona rostral.
Esto sugiere que parte de la inervación del hipotálamo me
diobasal proviene de cuerpos neuronales cuyas Fibras entran
al hipotálamo mediobasal caudal por el Fascfculo prosenceFá
lico medial, en tanto que el resto de las Fibras provendrfa
de neuronas intrahipotalámicas (Besson y col., I979).

Más caudalmunte las concentraciones de VlP son bajas, con
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la excepción de la sustancia gris mesencéfalica, n. dorsal
del raFe, Iocus coeruleus, el n. del tracto solitario y los
núcleos parabraquiales (Eiden y col., |982).

Se localizaron neurona VlP-inmunorreactivas en dos áreas
de la sustancia gris mesencefálica: una zona adyacente al IV
ventrículo, periventricular, y otra área constitufda por el
n. dorsal raFe. El grupo neuronal periventricular da origen
a una proyección ascendente al n. accumbens, al n. del lecho
de la "stria terminalis”, al hipotálamo y a la amfgdala a tra
vés del Fascfculo prosencefálico medial (Marley y col., |98|).
El n. supraquiasmático queda Fuera de esta proyección. Es
probable que esta vía inerve directamente ¡a eminencia media,
ya que el Fascfculo prosencefálico medial entra caudalmente
al hipotálamo mediobasal (Besson y col., |979 a; Marley y
col., |98|).

En la sangre de los vasos porta se describió la presencia
de VlP unas 20 veces más concentrado que en la sangre perifé
rica (Said y Porter, l979; Shimatsu y col., |98|; Brar y col.,
l985). Se ha sugerido que niveles elevados en los vasos porta
con bajas concentraciones en la eminencia media sea el resul
tado de un recambio(turnover)rápido del péptido (Rostene,
¡984). Sin embargo, es probable que las células hipoFisarias
liberen VIP a la sangre de los vasos porta, ya que Fue detec
tado en el lóbulo anterior de la hipófisis (Samsony col.,
|979; Besson y col., I979; Van Noorden y col., |979). Más
aún, recientemente se demostró que la hipófisis anterior ais
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lada es capa: de sintetizar VIP (Arnaout y col., |986). Si
bien no se conoce cuáles son'las células hipoFisarias con ca
pacidad de sintetizarlo, Morel y col. (I982) localizaron VIP
en las IactotrOpas. Se observó inmunorreactividad en el cito
plasma rodeando a los gránulos secretores y en el núcleo.

En el lóbulo hipofisario posterior se detectó VIP con ra
dioinmunoensayo (Samson y col., |979; Van Noorden y col., I979).

Localización subcelular.

EL VIP está presente en terminales nerviosos, se encontró
en la Fracción sinaptosomal de varias áreas cerebrales (Giache
tti y col., l977; Emsony col., |978; Besson y col., l979).
Estudios con el microsc0pio electrónico localizaron el VIP
en dendritas y axones; en estos últimos se detecta en el cen
tro de las vesfculas grandes, citOpIasma y rodeando a las ve
sfculas pequeñas. Se observaron contactos sinápticos entre den
dritas y axones VlPérgicos (Pelletier y col., |98|; Card y
col., |98|; Léranth y Frotscher, l983; Léranth y col., |984).

Se ha demostrado que el VIP es transportado a través del
axón (Giachetti y Said, |979; Marley y Emson, |982) y libera
do desde los terminales nerviOSos "in vivo” (Go y Yaksh, |980)
e "in vitco" (Giachetti y col., |977; Emsony col., I978) en
respuesta a varios estfmulos.

Además, hay observaciones que sugieren que el VIP serfa
inactivado en el cerebro por degradación enzimática (Straus
y col., l982).

Todos estos hechos plantean la posibilidad de que el VIP
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cumpla Funciones como neurotransmisor (Marley y Emson, i902).

I.o.4. Efectos de VIP sobre la liberación de PRL.

l.3.4.l. Evidencias experimentales.
La presencia de VIP en el hipotálamo, en la hipófisis y

en altas concentraciones en la sangre portal, dio origen a
una serie de estudios para investigar su participación en Ia
secreción hipofisaria (ver revisión de Rostene, |984). Se en
contró que VIP estimula la liberación de PRLen concentracio
nes similares a las encontradas en Ia sangre portal (Matsu
shita y col., I983).

Actualmente, varias lfneas de evidencias llevan a postular
al VIP comoun Factor Fisiológico involucrado en la liberación

de PRL (PRF):

l. La presencia de VIP en el hipotálamo, sangre portal y
en las células lactotrOpas (ver sección l.3.3.)

2. El VlP se une a receptores eSpecfficos en la hipóFisis
anterior donde estimula la actividad de adenilato ciclasa
(Robberecht y col., l979; Giachetti y col., ¡979; Nicosia y
col., l982).

3. Experimentos "¡n vitro" muestran que el VIP estimula
la liberación de PRLactuando a nivel hipoFisario. Dosis
de VIP entre IO-ó y |0-9 Mson efectivas en diferentes con
diciones experimentales: hemipituitarias (Ruberg y col., ¡978;
Shaar y col., l979; Enjalbert y col., |980); cultivo de cé
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lulas hipoFisarias dispersas en sistemas de incubación está
tica (Samsony col., ¡983; Collu y col., ¡984) y en sistemas

de perifusión o incubación dinámica (Matsushita y col., l983);
en poblaciones de células hipoFisarias enriquecidas en pro
lactotrOpas (Rotsztejn y col., l980) y en Ifneas celulares tu
morales (Gourdji y col., |979).

4. La inyección intraventricular o sistémica de VIP aumen

ta en Forma dosis dependiente los niveles plasmáticos de PRL
en ratas macho (Kato y col., |978) y en hembras ovariectomi
zadas (Vijayan y col., |979).

5. La inmunoneutralización del VIP endógeno inhibe la res

puesta secretoria de PRLa Ia succión y el estrés (Abe y col.,
|985; Kaji y col., |985) Este hecho pone de manifiesto el po
sible rol Fisiológico del VIP como PRF.

|.3.4.2. Sitio de acción.
La presencia de VIP en el hipotálamo y en los vasos porta

sugirió originalmente que el VIP contenido en eI hipotálamo,
Frente a un estimulo especifico, era liberado a los vasos por
ta para actuar sobre las células prolactfnicas estimulando
su secreción. Sin embargo los bajos niveles de VIP en la emi
nencia media arrojaban dudas sobre el origen del VIP de la
sangre portal. La única explicación posible era que un recam
bio muyrápido impedía detectar VIP en la eminencia media.

Noobstante, el hallazgo de VIP en las lactotrOpas sugerfa
que éstas podrfan constituir el origen de VIP portal. Más
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aun, la capacidad de las células hipofisarias para sinteti
zar el VIP, apoyaba un origen hipoFisario.

La localización de VlP en las ¡actotrOpas, ¡a acción di
recta demostrada en los estudios "in vitro' y ios efectos de
la inmunoneutralización del VlP endógeno sobre la descarga

de PRL inducida por el estrés y la succión, confirman un si
tio de acción hipoFisario.

El hipotálamo también debe ser investigado como un sitio
de acción adicional. Estudios realizados en ratas lactantes
con inmunocitoqufmica, mostraron una gran población de cuer

pos neuronales VlP-positivos en el núcleo paraventricular que
proyectan a la eminencia media ( Mezey y Kiss, |985).

Ademásse encontró, también en ratas lactantes, un aumen
to en el contenido del RNAmensajero hipotalámico que codi

Fica para la sintesis de VIP (Gozes y Shani, ¡986).
Estas evidencias sugieren al hipotálamo comositio de ac

ción de VIP sobre la regulación de PRL, pero hasta el presen
te ha sido caracterizado en Formainsuficiente.
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2. OBJETlVOS.

De las observaciones eXperimentales que brinda la biblio
grafia del tema, surge con claridad que la serotonina parti
cipa en la regulación de la secreción de PRLJugando un papel
estimulatorio. Sin embargo, la mayoria de las evidencias pro
vienen de eXperimentos Farmacológicos y/o manipulaciones qui
rúrgicas que no permiten asegurar que la S-HTesté involucra
da en la liberación de PRLen condiciones Fisiológicas.

Por otra parte, no se conoce con certeza su mecanismo y
sitio/s de acción, si bien Ia mayor parte de las observacio
nes sugiere que actuarfa a nivel hipotalámico estimulando la
liberación de un PRF. Entre las sustancias que han sido pos
tuladas como PRF, el VIP es un Firme candidato.

En el presente trabajo de Tesis hemos utilizado el modelo
de la rata lactante con el pr0pósito de estudiar el control
de la descarga de PRLfrente a un estfmulo natural como es
la succión.

Los objetivos que nos hemos prOpuesto son:

a) Encontrar un tiempo de succión que permita la disociación
de la descarga de PRLde las modificaciones en la secreción
de otras hormonasanterohipoFisarias.
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b) Utilizando ese tiempo de succión, estudiaremos la partici
pación de la serotonina en el control de la secreción de PRL
de modo de:

i) lnvestigar si la 5-HTafecta la liberación de PRLactuan
do directamente en la hipófisis anterior.

ii)Localizar el sitio de terminación de una vla serotoninér
gica estimulatoria de la descarga de PRLinducida por la suc
ción.

Mediremos a tales efectos las concentraciones de S-HT y su
principal metabolito, el ácido S-hidroxiindolacético, en áreas
hipofisarias y del sistema nervioso central relacionadas con
la regulación de la secreción de PRL.

c) Evaluar la relevancia Fisiológica de dicho neurotransmisor
en el control de la descarga de PRL.

Para ello, lesionaremos el sitio donde se altere la activi
dad serotoninérgica. Examinaremosel efecto de dicha lesión
sobre Ia liberación de PRLinducida por la succión.

d) Determinar la existencia en ese sitio de neuronas contenien
do VIP.

Este estudio se llevará a cabo mediante el dosaJe del VIP
presente en esa área en el mismo modelo experimental. Compa
raremos su concentración con la de otras áreas del sistema ner
vioso central asociadas al control de la secreción de PRL.
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3.l. TECNlCAS EMPLEADAS.

3.l.|. Determinaciones radioinmunológicas.
3.l.l.l. HormonasanterohipoFisarias.

a) Dosaje de PRL, FSH, GH, LH y TSH.

Las muestras de sangre se dejaron a temperatura ambiente du
rante 3 hs para su coagulación, se separó Íuego el suero por
centriFugación y se guardó a -20° C hasta el dosaje hormonal.

Todas las determinaciones se realizaron por radioinmunoensa
yo (RlA) usando el método de doble anticuerpo.

Los niveles de PRL, FSH, GHy TSH se determinaron siguiendo

las instrucciones del Rat Pituitary Distribution Programdel
NIAMDD.En el caso de LH se siguió la técnica desarrollada por

Niswender y colaboradores (l968), con las modiFicaciones intro
ducidas por Fox y Smith (|984) para aumentar la sensibilidad
del ensayo.

Marcaciones

Las preparaciones de hormonas purificadas para marcar con
'25 lodo fueron provistas por el NlAMDD(elaboradas en rata),
excepto la de LHque Fue pr0porcionada por el Dr. L. Reichert

Jr. (LHovina). El método utilizado para las marcaciones Fue
el de la cloramina-T (Hunter y Greenwood, l962).

Para la marcación de PRL, se hicieron reaccionar Sng y pa

ra FSH y LH 2,5 ug de hormona con l mCi de '25 l Na ( New En

gland Nuclear) durante l minuto. La reacción se paró con meta
bisulFito de sodio y se purificó Ia hormona marcada pasándola
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por una columna (lelcm) de Sephadex G-75.

La marcación de GHse llevó a cabo dejando reaccionar IO ug
de hormona con l mCi de '23 lNa durante 45 seg, parando la

reacción con metabisulfito y eluyendo en columna de Sephadex
G-SO (20 x l cm).

Por último, se marcaron 3 ug de TSH con l mCi de ¡25 lNa du

rante 40 seg, se paró con metabisulfito, se agregaron IOOUI
de suero normal de conejo (NRS) y se purificó a través de una

columna de Sephadex G-75.

Protocolo del ensayo de PRL, FSH y TSH.

—Secargan los tubos con buffer PBS-BSA I% (Fosfato de sodio

0,0I MpH7,6-0,IS M NaCl- 0,0l% mertiolate- l% albúmina bovi

na) y con las muestras o estándares. Juntos deben ocupar un vo
lumen de 200 UI.

—Seagregan lOO ul de hormona marcada (20.000 Cpm) disuelta
en PBS-BSA 0,l%.

—Elprimer anticuerpo se agrega disuelto en PES-0,05 M EDTA

3% N R S, en un volumen de IOO ul. Los anticuerpos se obtuvie

ron del NIAMDD,dirigidos contra las hormonas de rata Fabrica
dos en conejo. Las diluciones iniciales Fueron ¡:3000 para an
ti-rPRL y anti-rTSH y I:2000 para anti-rFSH.

—Lamezcla se incuba durante 48 hs a temperatura ambiente.

—Laseparación de la hormona libre de la unida al anticuer

po se realiza mediante el agregado de ¡00 ul de un segundo
anticuerpo dirigido contra las inmunoglobulinas de conejo (He
cho en cabra), en una dilución l:|5 en PBS. Se incuba durante
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24 hs más.

-Se precipita el c0mplejo "segundo anticuerpo - primer an
ticuerpo - hormona” mediante una centriFugación a 3000 rpm
durante 30 minutos.

-Se aSpira el sobrenadante y se cuenta la radiactividad del
precipitado en un contador gamma (BeCKman. Gamma-300).

Las preparaciones de referencia que se utilizaron fueron RP
3 para PRL y RP-Z para FSH y TSH, prOporcionadas por el NlAMDD.

Las curvas Fueron lineales en los siguientes rangos: PRL: 2,5
0,078 ng de RP-3; FSH: 6,25-Ql95 ng de PR-2; TSH: l,56-O,20 ng

de RP-Z. Los estándares se diluyeron en PBS-BSAl%.

Los coeficientes de variación intra-ensayo Fueron 7,l% pa
ra PRL y 3.7% para TSH y FSH.

Protocolo del ensayo de GH.

-Se cargan los tubos con buffer PBS-BSA |%-0,025M EDTAmás

las muestras o estándares, ocupando juntos un volumen de 300u l.
-Se agregan lOOLll de la hormona marcada (ZOOOOCpm)disuel

ta en ei mismobuffer.

-Se agregan lOOUI de primer anticuerpo (dilución inicial
|:2000), disuelto en PBS- 0,05 M EDTA-2%suero normal de mono

(N MS). El anticuerpo, provisto por el NIAMDDes Fabricado en
mono contra la hormona de rata.

-Se incuba a 4° C durante 72 hs.

-Se agregan 25 UI (25 USP) de heparina.

—Sesepara la hormona libre de la unida al anticuerpo por
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el agregado de l00 UI de segundo anticuerpo (lzl5) hecho en
cabra contra las inmunoglobulinas de mono, disuelto en PBS
(Antibodies lncorporated).

-Se incuba durante 24 hs más y se agregan 500 ul de polie

tilenglicol (P M 6000) 8%en PBS, se deja durante ¡5 minutos.

-Se centrífuga en Frío 30 minutos a 3000 rpm.
-Se cuenta la radiactividad del precipitado en contador ga

mma.

La preparación de referencia utilizada fue RP-2 (Origen; Nl
AMDD)y la curva lineal entre 4 y 0,0¡56 ng de RP-Z. Las dilu

ciones del estándar se realizaron en PBS-BSAI% - 0,025 M
EDTA.

El coeficiente de variación intra-ensayo Fue 2,2%.

Protocolo del ensayo de LH.

-Se cargan los tubos con buffer PBS-O,I%gelatina y el es
tándar o muestra, en un volumen de l50 ul.

-Se agregan 50l1l de primer anticuerpo (|:20000), disuelto
en PBS - 3% NRS - 0,05 M EDTA. El anticuerpo anti-LH ovina Fa

bricado en conejo Fue provisto por el Dr. Niswender (anti-ovi

ne LHN° lS),presenta reacción cruzada con la LHde rata.
-Se incuba 24 hs a temperatura ambiente.
-Se añaden SOKJl de hormona marcada (l0000 cpm) y se incuba

durante otras 24 hs.
-Se separa la Fracción libre de unida por el agregado de se

gundo anticuerpo (anti-inmunoglobulinas de conejo, hecho en ca
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bra; 50 ul de dilución |:|0). Se deja media hora y se agregan
500 UI de polietilenglicol al 5%en PBS.

- Se deja durante IO minutos y se centrífuga 30 minutos a
3000 rpm.

-Se aspira el sobrenadante y se cuenta la radiactividad del
precipitado en contador gamma.

La preparación de referencia usada Fue RP-2 (NIAMDD)y la
curva Fue lineal entre 0,78 y 0,0245 ng RP-2. La dilución del
estándar se hizo en PBS- 7%BSA.

El coeficiente de variación intra-ensayo Fue 6,4%.

b) Dosaie de ACTH

Las muestras de sangre para la determinación de ACTHse re

cogieron en tubos, mantenidos en hielo, conteniendo 30“ I de
una solución ¡0% EDTA/mlde sangre. Se centriFugaron inmediata
mente en centrfFuga refrigerada a lOOOxgdurante 20 minutos y
se agregaron IOOOunidades de Trasylol (Bayer)/ml de plasma.
Se guardaron a -70° C hasta el ensayo.

Los niveles plasmáticos de ACTHFueron medidos en el Centro
de Estudios Endócrinos (Universidad de La Plata) por el Dr. F.
Estivariz según un radioinmunoensayoeSpechico descripto pre
viamente (Castro y co|., |984)

Básicamente consiste en lo siguiente:

Marcación de ACTH

Se usó el método de la cloramina T, con a|gunas modificacio
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nes. Para iodinación se utilizó ACTHsintética (¡-24) y la
hormonamarcada se purificó con Vycor. La actividad especf
Fica Fue 200 uCi/nmol.

Protocolo del ensayo

-E| buFFer utilizado es FosFato de sodio 0,05 M pH 7,4

0,2% ESA-02%2-mercaptoetanol.

-Se incuban los estándares o las muestras con el anticuerpo
durante 24 hs a 4° C. El anticuerpo Fue obtenido en conejo
contra ACTH(l-24) conjugada a tiroglobuiina (dilución Final
l:30000). Tiene reacción cruzada completa con ACTH(l-39);|%
condrMSH y desacetilOLMSH y 0% con lipotrOpina, ACTH(4-l0)

ACTH(l-IO), CLIP y endorfina.

-Se agrega luego leI-ACTH y la mezcla se incuba durante 9
hs más. El vólumen final de incubación es 0,3 ml.

-La separación de la hormona libre de la unida se realiza
por la adición de carbón-dextrán.

La sensibilidad del ensayo Fue 4 pg/ml.

3.I.I.2. Péptido intestinal vasoactivo (VlP)
Preparación de las muestras de tejido.
-Se homogenizan las muestras en ácido acético IN.
-Se toman alfcuotas por duplicado para determinar proteinas

por el método Lowryy colaboradores (|95|).
-Se hierven los homogenatos durante l5 minutos a baño maria.
-Se centrífuga a 3000 rpm durante 20 minutos a 4° C.
-El sobrenadante se transfiere a tubitos de vidrio, se liofi
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lizan y se guardan a —70°C hasta el ensayo.

Protocolo del ensaxo.
-Se cargan tubos de plástico de 2 ml con 500 ul de buffer

fosfato de sodio 50 mMpH 7,2o-o,3% BSA - ¡OmMEDTA.

-Se añaden IOOul del estándar o las muestras (reconstituf
das en el buffer del ensayo).

-Se agregan IOOul de (3-iodo tirosiI-lzsl) VIP (adquirido
a Amersham) (24000 Cpm/ml).

—Secolocan ¡00 ul de anticuerpo anti-VIP, Fabricado en co

nejo (Amersham),dilución inicial l:25 reconstitufdo en el bu
ffer del ensayo.

-Se incuban los tubos tapados durante 6 dfas a 4° C.
-La separación de la hormona libre de la unida ai anticuer

po se realiza por el agregado de 500 ul de una suspensión de
carbón-dextrán, previamente agitada durante 20 minutos a 4° C
(0,4 g de carbón activado (Sigma) y 0,04 g de dextrán, PM
70.000 (Sigma), en 50 ml de buffer).

-Se centrífuga inmediatamente a 2000 x9 durante 20 minutos
a 4° C.

-Se traSpasa el sobrenadante a otro tubo de plástico.
-Se cuenta la radiactividad del precipitado y dei soorena

dante en contador gamma(Alfanuclear).
El estándar que se utilizó Fue VlP porcino adquirido a Sig

ma. La curva Fue lineal entre 625 y ¡9 pg.
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3.l.2. Dosaie de serotonina.
3.l.2.|. Métodoradioenzimático.

Se utilizó el método descripto por Saavedra y colaboradores
(¡973, l974) con algunas modificaciones introducidas por Pohl
(¡978) para aumentar la sensibilidad del ensayo.

El método consiste en la transformación de ia 5-HT en 3H

melatonina, utilizando la ruta biosintética de la glándula pi
neal (Fig. l A). En un primer paso, la S-HT es acetilada enzi
máticamente por la N-acetiltransferasa (NAT)que usa como co
Factor dador de acetilos a la acetil-coenzima A (AcCoA). La N
acetilserotonina (NAS)asf formada es 3H-metilada en su gru
po hidroxilo en una reacción catalizada por la enzima hidcoxi
indol-O-metiltransferasa (HIOMT),presente en la glándula pi
neal. Esta le transfiere el grupo H-metilo de la 3H-metil-S
adenosil-L-metionina (3H-SAM).El producto final, la 3H-mela—
tonina, se extrae selectivamente. La cantidad de radiactivi
dad obtenida es prOporcional a la masa inicial de serotonina
(Fig. I B).

Este ensayo es considerado especffico para S-HT..La inter
Ferencia producida por la NASendógena, que podría ser conver
tida en este sistema a 3H-melatonina, se corrige mediante los
tubos "blancos" que no contienen AcCoA.La actividad de descar
boxilasa presente en la preparación de NATpodría descarboxi
lar al 5-HTPa 5- HT. Para evitarlo, se agrega carbidOpa, un
inhibidor de la actividad descarboxiiasa. Otros indoles, como
5-hidroxitriptofol, 5-HIAy 5,0-dihidroxitriptamina, práctica
mente no reaccionan en este ensayo.
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FIG. l. A) antesis de meiatonina a partir de serotonina según la
ruta biosintética de la giándula pineai.
B) Curva de Calibración: masa de serotonina vs sfntesis de melato
nina (cpm)
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La sensibilidad que logramos (el doble dei blanco) fue de
30-50 p9

Preparacíones enzimáticas.
a) N-acetiltransferasa (NAT).
-Se homogenizan aproximadamente 50 grs. de hfgado de ratas

ayunadas durante 24 hs. en 2 volúmenes de buffer fosfato de

sodio 0,] M pH 7,2.

-Se centrífuga a |0000x g por ¡5 minutos.
-Se filtra a través de gasa.
-Se centrífuga el sobrenadante a 78000 x g durante 30 minu

tos.
-Se filtra nuevamente.

-Al sobrenadante se agrega lentamente ( NH4)2 504 ai 40%
de saturación y se deja equilibrar durante i h.

-Se centrífuga a ¡6000 x g por 20 hinutos.

-Se agrega lentamente al sobrenadante (NH4)2 504 al 65% de
saturación y se deja equilibrar durante I h.

-E| precipitado se disuelve en el mfnímo volumen de buffer
fosfato 0.02 M pH 7,2.

-Se dializa contra 200 volúmenes del mismo buffer con dos
cambios cada 3 hs.

-Se centrífuga a IÓOOOx g por 20 minutos.

-A| sobrenadante se agregan ¡00 ul/IO ml de solución enzi
mática de una solución de etilenglicol al ¡0% (v/v) en EDTA

Na lOw M y IOOu I de una solución ¡00 mMde mercaptoeta2
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nol/ ¡O ml de solución.

-Se guarda en alfcuotas de 200 ul a -70° C. Es estable por
8 meses.

Titulación de la preparación de NAT.

-Se hacen diluciones de la preparación enzimática al i/2,
l/4, l/8 y l/l6 en buffer fosfato de sodio 0,02M pH 7,2.

-Se prepara una solución de triptamina (Sigma, PM¡96,7):
|,967 mg/ml de buffer FosFato de sodio 0,02 M pH 7,2.

- Se cargan los tubos según el siguiente esquema:
¡4

Tubo Buffer Fosfato Triptamina NAT C-AcCoA

OLOZ M pH 7,2

Blanco 50 ul lO ul -- IO ul

Enzima l/2 40 ul IO ul

” I/4 IO ul

' l/8 IOul
' l/IÓ IO ul
" concent. K IO ul K

-Se incuban IO minutos a 37° C.

—Separa la reacción con 500 ul de buffer borato 0,5M leO.
-Se agregan 6 ml de tolueno-¡soamfiico 97:3 (v/v).
-Se agitan los tubos por l minuto.
-Se centrifugan 5 minutos para separar las Fases.
-Se pasan 5 ml de la Fase superior a viales de vidrio.
—Seagregan IO ml de mezcla centellante.

-Se cuentan por centelleo lfquido.
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b) Hidroxi-indoI-O-metiltransFerasa (HIOMT)
—Sehomogenizan unos 9,6 grs de pineales bovinas en 50 ml

de solución isotónica (CIK |,|9% p/v).
-Se centriFuga a 78000 x g por 60 minutos.

-Se agrega lentamente al sobrenadante (NH4) SO al 35% de
saturación y se equilibra durante i hora. 4

—SecentriFuga a ¡6000 x g por 20 minutos.

—Alsobrenadante se agrega lentamente ( NH4) 304 al 65% de
saturación y se equilibra durante l hora.

—Secentrífuga nuevamente a ¡6000 x g por 20 minutos.

—Elprecipitado se disuelve en 5 mi de buffer FosFato de

sodio 0,05 MpH 7,9.

—Sedializa contra 200 volúmenes del mismo buffer, cambian
do éste dos veces cada tres horas.

—SeFracciona en aifcuotas de ISO ul y se guarda a -70° C.

Es estable por l2 meses.

Titulación de la preparación de HlOMT.

—Sehacen diluciones de la preparación enzimática al l/IO,
l/20, l/40 y l/80 en buffer Fosfato de sodio 0,05 M pH 7,9.

—Seprepara una solución de N-acetilserotonina (Sigma, P M
2|8,3); 4,8 mg/Sml de buffer FosFato 0,l MpH 7,9.

—Secargan los tubos según el siguiente esquema;



¡4Tubo BuFFer Fosfato N-acetil- HlO MT C-SAM

0,iM pH 7,9 serotonina
Blanco 60 ul IOul -- lo ul

Enzima l/lO 50 ul IO ul

Enzima I/20

Enzima l/40 i
Enzima [/80 \

-Se incuban 30 minutos a 37° C.

-Se para la reacción con 0,5 ml de buffer borato 0,5 M pH
IO.

-Se agregan 6 ml de tolueno.

-Se agitan los tubos por un minuto.
-Se centrifugan 5 minutos para separar las Fases.
-Se pasan 4 ml de la Fase superior a viales de vidrio.
-Se agregan lO ml de mezcia centellante.

-Se cuentan por centelleo lfquido.

Soluciones StOCk:

NAT

Preparación de HlOMT

Preparación de

Acetil Coenzima A (ACCoAstock)

AcCoA, sal de litio (Sigma) 4 mg/ml de HCl 0,lm M.

Se guarda en congelador, dura IS días.

CarbidoEa (CRD sotck) MK-486
60 M en H Cl O,lmM (PM 244,3) (Pfister).

3H-SAM
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AE 7|,8 Ci/nmol (New England Nuclear).
Se guarda en la heladera.
Solución A

|0 ml de buffer FosFato de sodio 0,2 M pH 7,90 + l,i ml
NaHO l N.

Se guarda en la heladera.
HCI 0.| N

HCl 0,l mM

Buffer Fosfato de sodio 0,02 M; pH 7,20

Buffer FosFato de sodio 0,2 M; pH 7,90

Borato de sodio 0,25 M; pH |0,0

Melatonina (MELStock)

3,| mgde melatonina (Sigma)/ml de alcohol absoluto.
Se guarda en congelador. Dura l5 dfas.
Tolueno
Mezcla centellante

4 g de PPO

40 g de DMPOPOP

750 ml de tolueno

250 ml de Triton X-l00

Soluciones a preparar el dfa de la valoraci6n(cada IO muestras):
"NAT 1+!” (con AcCoA)

CRD Stock 25ul

AcCoA stock 25ul

FosFato de sodio 0,02M;pH 7,20 40ul

Preparación de NAT l0ul
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'NAT {-2- (sin AcCoA)
CRD stock

HCi 0,] mM

"HIOMT"

Procedimiento

-Preparaci6n de

3
H-SA M

FosFato de sodio 0,2 M pH; 7,90

Preparación de HIOMT

MEL-BOR

MEL stock

Borato de sodio 0,25 M;pH IO

los estándares de S-HT:

25

25

20

ul

ul

ul

ul

ui

solución madre: 4,37 mgde serotonina creatinin sulfato (Sig
ma)/2 ml de HCI 0,| N.

dilución intermedia:

diluciones
50

IOO

200

400

500

IOOO

-Preparaci6n de

P9:
P9

P9

pg 3

pg 1

: 400pg

20

40

80

|60

200

llevan a IO ml

finales:
UI de dilución intermedia en

ul - II II 

ul - n II fi

ul '
ul - . II

ul II n

las muestras de tejido:

IO rn

a) Se homogeniza el tejido en un determinado
0,| N.

-73

Se t0man 25 ul de solución madre y se

con HCI 0,|N.

l HCI

IO

VÓIUmen de HCI



b) Se toman alfcuotas por duplicado para determinar protei
nas por el método de Lowry.

c) Se centrífuga el h0mogenato remanente a 6000 x g por 40
minutos.

d) Del sobrenadante se toman alfcuotas de ¡O ul por duplica
do para el dosaje de S-HT (muestras a incubar con”NAT+”).

e) Se hacen "pocls" de los sobrenadantes del tejido de va
rios animales que corresponden al mismo grupo experimental y
se t0man IO ul por duplicado para blanco de tejido (muestras
a incubar con "NAT-").

-El dfa antes de la valoración se cargan tubos de plástico
(EppendorF) de |,S ml con los IO ul de estándares o muestras

más IO ul de solución A. Se guardan en heladera (4° C) hasta

el dfa siguiente.
-E| dia de la valoración se agregan IO UI de ’NAT +” a los

estándares y muestras de tejido y 'NAT-' a los biancos de te
jido y de curva. Se mantienen en hielo.

-Se agitan los tubos 4 segundos y se ubican en baño de agua
hielo.

-Se incuban 30 minutos a 37° C (Baño de incubación tipo Dub

noFF).
-Se para la reacción transfiriéndolos a un baño de agua-hielo.
-Se agregan a todos los tubos 5 ul de 'HIOMT” y se ubican

inmediatamente sobre hielo.

-Se agitan 4 segundos y se transfieren a un baño de agua
hielo.
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-Se incuban lO minutos a 37° C.

-Se para la reacción transfiriendo los tubos a un Dañode
agua-hielo.

-Se agregan lOOu l de "MEL-SOR”, se agitan inmediatamente

4 segundos y se dejan los tubos destapados a temperatura am
biente.

-Se agrega l ml de tolueno y se agitan mecánicamente duran
te l5 minutos.

-Se transfiere una alícuota de 0,5 ml de la Fase orgánica
a viales de vidrio.

-Se evapora el solvente de los viales a temperatura ambien
te durante toda la noche.

-Se colocan los viales en estufa a 80°C durante 48 hs.
-Se retiran los viales de la estufa, se dejan enfriar y se

agregan 8 ml de la mezcla centellante.
-Se cuenta la radiactividad por centelleo lfquido(Contador

Beckman).
Contenido de cada tubo

Componente Estándar Blanco de Muestra de Blanco de

reactivo tejido ÉÉJLdo
S-HT lo ul lO ul - _

Sobrenadante de

tejido - - lO ul lO ul
Solución A lO ul lO ul IO UI iO ul

' NAT + ” lO ul - IO ul 

"NAT - " - lO ul - IO UI

'HlOMT" 5 ul 5 ul 5 ul S ui
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3.|.2.2. CromatograFïa liquida de alta presión (HPLC)con de
tección electroqufmica.

Este método permite que sean dosados simultáneamente en una

misma muestra la S-HT, su precursor el 5-HTP y su principal me

tabolito el S-HIA. Se siguió el método de Koch y Kissinger (|973)
al que se le hicieron modificaciones para aumentar la sensibi
lidad y la resolución.

Descripción del aparato.

El aparato que utilizamos consta de una precolumna Cld (Bio
analytical Systems, West LaFayette, lN, EE.UU.); una columna

de Fase reversa Bondapak CI8 de ¿0 cm x ¿,9 mm (id), tamaño
de partícula IO um (Water Associates, MilFord, MA., EE.UU.);

un detector amperométrico (LC-4 Bioanalytical Systems) con un
electrodo de pasta de carbón mantenido a un potencial de 0,50
voltios versus un electrodo de referencia de Ag/AgCl.

La Fase móvil es un buffer AcOH/ACONH40,5 M pH5,lO que con
tiene 4,8% de metanol (calidad HPLC), preparadacon agua tri

destilada (bidestilada con KMn04)y previamente filtrada y des
gaseada (l hora). Es bombeada mediante una bomba de un solo

pistón (Altex modelo llO A) a una velocidad de flujo de I ml/
min manteniendo la presión de la columna en aproximadamente
I300 psi, y es reciclada.

Todo el equipo es mantenido a temperatura ambiente en una
caja eléctricamente aislada.

Las muestras y los estándares se inyectan en una válvula
de 6 puertas (Rheodyne, Berkeley, CA., EE.UU.) equipada con
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un 1"¡(JOp" de 50 ul.

Tratamiento de las muestras.

-Las muestras individuaies de cada tejido se homogenizanen
IOOul de HCI O,| N que contiene 400 pg de N-metiiserotonina

(N MS). Esta se utiliza comoestándar interno en ¡a corrida
cromatográFica.

-Se toman alfcuotas de IO Ui para determinar proteinas por
el método de Lowry.

-Los sobrenadantes se guardan en Frfo hasta el dfa siguien
te en que se inyectan SO ul en ei equipo de HPLCpara su dosa

Preparación de las soluciones estándares.
Se preparan el miSmodfa de la toma de muestra.

Soluciones madres: é;fil: 2,]9 mg (serotonina creatinina sul
Fato)/ IO ml de HCI O,l N.

5-HTP:|,00 m9 (base |ibre)/I0 ml HCI0,|N

í;flLA: ¡,98 mg (diciclohexiiamonio)/ IO
ml HCI

Efig¿ |,47 Mg (oxalato)/l0 ml HCI O,i N
(Todas las drogas se adquirieron a Sigma).

Dilución intermedia: Se toman ZOLJI de cada sOIución madre

y se llevan a ¡0 mi con HCi O,IN, en

un mismo matrás.

Diluciones finales:
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33 pg : 50 UI de dilución intermedia en IO ml HC l

'00 P9 : ¡OC Ul de dilución intermedia en IO ml HC |

: l UI - ” " ” " Il n
200 pg : 200 ul ' n n

I’ n400 pg : 400 ul '

De estas soluciones se inyectan 50 ui, los que contienen 50,
lOO, 200 y 400 pg respectivamente.

Las cantidades de S-HT, S-HlA y S-HTPen tejido se determi

naron midiendo la altura de los picos individuaies (Fig. 2),
haciendo la corrección con el estándar interno y refiriendo
luego la altura corregida a la curva del estándar correspon
diente corrido en las mismas condiciones (Fig. 3).

Los tiempos de retención son constantes para cada sustancia.
La sensibilidad que obtuvimos Fue alrededor de 50 pg, depen

diendo del electrodo de trabajo por Ío.que éste Fue pulido re
petidas veces a lo largo de su uso con el fin de asegurar una
buena sensibilidad y reproducibilidad.

3.|.3. Técnica de microdisección de áreas cerebrales.
Se utilizó la técnica descripta por Palkovits (¡973, ¡975)

El procedimiento general Fue el siguiente:
-Se decapitan los animales y los cerebros son removidos y

congelados inmediatamente sobre hielo seco, haciendo una ranu
ra aI hielo en la que se apoya la base del hipotáiamo.

-Se los coloca sobre las platinas de un micrótOmo de conge
lación mantenido a una temperatura de -l0 a -l5° C.
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FlG. 2. Cromatogramas de muestras de nücÍeos hipotalámicos.
Núcleo hipotalámico anterior (NHA,sector rostrai y caudai), núcleo
ventromediano (NVM)y núcleo dorsomediano (NDM)
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FIG. 3. Cromatogramas de soluciones que contenían serotonina (S-HT)
S-hidroxitriptofano (S-HTP)ácido S-hidroxiindolacético (j-HIA)
y el estándar interno N-metil serotonina (NMS).Curva de calibra
ción obtenida graficando las alturas (h) de los picos en función
de la masa.

-85



-Se realizan cortes Frontales de 300umen dirección rostro
caudal.

-Los cortes son montados sobre portaobjetos mantenidos sobre
una cápsula de Petri llena de hielo seco.

-Las áreas disecadas son removidas con un sacabocado de 300

o 500 um de diámetro interno bajo una lupa.
-E| tejido removido con el sacabocados se coloca sobre el

émbolo de un microhomogenizador y se procesa para la valoración
correSpondiente.

3.|.3.|. El hiEotálamo.
Es la parte ventral del diencéfalo, se halla localizado deDa

jo del surco hipotalámico Formandoparte de las paredes latera
les y el piso del 3° ventrfculo. Sus ¡fmites no son muydefini
dos; en general se considera que la región preóptica forma par
te del hipotálamo ya que esta se origina c0mouna diferencia
ción rostral del hipotálamo.

Constituye una masa difusa de células, que a veces se agre
gan lo suficiente comopara ser consideradas anatómicamente co
mo núcleos. Estos en general no presentan ¡fmites definidos y
sólo muestran una transición hacia zonas con una densidad po
bre de células. En algunos casos, cuando las agregaciones son
más difusas se utiliza preferentemente la denominación de área
en lugar de núcleo (ver Nauta y Haymaker, l969).

Para la disección de los núcleos hipotalámicos los cortes
Frontales de 300 Umse comienzan a realizar a nivel de la co
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misura anterior.
El área medial preópticagiPOM) constituye un grupo redondo

u ovalado de células que no Forman una agregación muy mar

cada y cuyos limites no son muy claros. Se lo remueve de las

dos primeras secciones con un sacabocados de 300 um (Fig. 4 A).
El n. paraventricular (NPV)componeJunto con el n. su

praóptico el principal origen del tracto neurosecretorio hipo
Fisario, destinado al lóbulo posterior de la hipóFisis. Ambos
están ricamente vascularizados. El NPVconstituye un grupo dis
tintivo de células densamente agrupadas que aparece anterior
mente en la zona de transición entre las regiones preóptica y
supraquiasmática y se extiende caudalmente a lo largo de la pa
red del 3° ventrfculo. Puede ser disecado de las secciones
5 y 6 sobre cada lado del tOpe del 3° ventrfculo usando el sa

cabocados de 500 um (Fig. 4 B).

El n. supraóptico (N80) se extiende a lo largo del borde
dorso-lateral del quiasma y el tracto óptico. Noforma una uni
dad eSpacial sino que consiste de dos o tres componentes prin
cipales unidos por células diSpersas. Es un núcleo alargado en
sentido rostro-caudal que tiene su diámetro frontal mayor en
las secciones 3, 4 y S y se lo remueve con un sacabocados de

500 um (Fig. 4 C).

El n.supraquiasmático (NSC)es una subdivisión prominente
de la zona periventricular. Es un núcleo densamente empaqueta
do de células, ubicado inmediatamente encima del quiasma ópti
co, pegado a la pared ventral del 3° ventrfculo. Tiene una
configuración que es particularmente notable en la rata. Se lo
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FIG. 4. Secciones coroneles de cerebro de rata mostrando la toma
de muestra de diferentes áreas hipotalámicas. A: área medial preóp
tica (PCM); B: n. paraventricular (NPV); C: n. supraóptico (NSO).
El asterisco señala el tercer ventrfculo. A la izquierda del 3°
ventrículo se observa el agujero dejado por el sacabocados ¡uego
de extraer la muestra del área que se indica a la derecha del mis
mo. CA: comisura anterior; CO: quiasma óptico.
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encuentra en las secciones 3 y 4 y se lo remueve con un saca

bocados de 300k1m (Fig. S A).

El n. hipotalámico anterior (NHA)es un agregado de célu
las de densidad media y vagamente delineado pero Claramente dis
tinguible en la rata. Ocupauna gran parte del tercio rostral
del hipotálamo entre el 3° ventrfculo y el Fascfculo prosence
Fálico medial. Para la toma de muestra lo hemos subdividido en

dos partes: la parte rostral (r NHA), (Fig. 5 B) a cada lado
del 3° ventrfculo inmediatamente por encima del NSC, se remue

ve de las secciones 3 y 4 con un sacabocados de 500u m; la par

te caudal (c NHA) (Fig. 5 C) se encuentra debajo del NPVen

las secciones 5 y 6, separado de las paredes del ventrfculo y
se toma con el mismo sacabocados.

El n. arcuato lNA) se encuentra rodeando la porción más ven

tral del 3° ventrfculo y el c0mienzo del receso infundibular,
extendiéndose ventralmente en la eminencia media. Es un núcleo

alargado que junto con las regiones adyacentes constituye el
principal origen de las fibras tuberoinfundibulares que termi
nan en Ia eminencia media y en el tallo infundibular, en cerra
da asociación con los capilares primarios de la circulación
porta-hipofisaria. Se lo encuentra en las secciones 7 a l4 y
se lo remueve con un sacabocados de 300u m (Fig. 5 D).

El n. ventromediano (NVM)es al igual que el NA un núcleo

alargado ubicado lateral a éste. En él se distinguen dos c0n
densaciones celulares distintas, una dorsomedial y otra ventro
lateral. Se lo remueve con un sacabocados de 300u m de las sec

-89



FIG. 5. Secciones frontales de cerebro de rata luego de realizar
la toma de muestra de núcleos hipotalámicos. A: n. supraquiasmático
(NSC); B: sector rostral del n. hipotalámico anterior (rNHA); C:
sector caudal del n.hipota|ám¡co anterior (CNHA);D: n arcuato
(NA); E: n. ventromediano (NVM); F: n. dorsomediano (NDM).
Ver Figura 4 para más detalles.
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ciones 7 a l2 (Fig. 5 E).

El n. dorsomediano ( NDM) bordea al 3° ventrfculo. Sus bor

des dorsal y lateral están pobremente definidos. Se encuentra
en las secciones 9-l2 en la mitad superior del 3° ventrfculo,
y se lo remueve con sacabocados de SOOUm (Fig. 5 F).

La eminencia media (EM)es el sitio anatómico de la inter
Fase entre el cerebro y la hipóFisis anterior. Tiene Formao
voide y protrusiona en la cavidad ventricular Formandoel pi
so del 3° ventrículo. Está vascularizada por los capilares pri
marios de los vasos porta-hipofisarios. Se la encuentra en las
secciones 9-l2 y puede ser observada Fácilmente bajo una lupa
debajo del piso del 3° ventrfculo.

3.l.3.2. Núcleos dorsal y mediano del raFe.
Los grupos nucleares de la lfnea media del tronco enceFáli

co reciben desde los comienzos de la neuroanatomfa el nombre

genérico de "núcleos del raFe”. Comose mencionó anteriormen
te, los núcleos dorsal y mediano constituyen el princnpal ori
gen de las Fibras que inervan el hipotálamo.

El n. dorsal del rafe ( NDR) es el más grande de los núcleos
del raFe y tiene Formaalargada; constituye una densa colección
de células ubicada en el sector ventral de la sustancia gris
periacueductal. La relación rostral del NDRes el núcleo de
Edinger-Westphal. A partir de este punto se realizan 7 cortes
de 300U m de espesor y se toma en los 3 primeros el sector
rostral del núcleo y en los restantes el sector caudal, con sa
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cabocados de 500 um (Fig. ó A y B).

El n. mediano del raFe (NMR)en Ía rata es iiamado también

central superior. Se encuentra en relación ventral con respec
to a la sustancia gris periacueductal, por deiante de la decu
sación del pedúnculo cerebeloso superior (desde A 620 Uma

290 Umdel atlas de K6nig y Klippei, |9Ó3). Está por delante

del sector caudal del NDR;se lo tema en 3 secciones con saca

bocados de 530 um (Fig. 6 C).

(Para una descripción más detailada ver Steinbusch y Nieu
wenhuys, |982 b).
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FIG. 6. Microfotograffas de secciones coroneles de tronco encefá
lico de rata, donde se observan las tomas de muestras de: A: sector
rostral del n. dorsal del rafe (NDR); B: sector caudal del NDR;
c: n. mediano del rafe (NMR).
En cada una la A indica el acueducto de Silvio.
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3.2. MODELO EXPERIMENTAL.

El modelo experimental utilizado es el de la rata lactante
con 4 hs de separación de las crias. Cuando se separa la madre
de las crfas, la PRLplasmática, que se encuentra normalmente
elevada, cae a niveles basales y se mantiene baja mientras la
rata permanece separada de sus crfas. (Amenomoriy col., l970;
Chiocchio y col., l979; Nagy y Halász, l983). Cuando se vuelve

a reunir con sus crfas y éstas se prenden a los pezones inician
do un perfodo de succión, la PRLcomienza a elevarse a los pocos

minutos y alcanza un nivel máximo aproximadamente a los 30 mi

nutos de succión (Subramanian y Reece, l975; Grosvenor y col.,

¡979 b)
Se utilizaron ratas lactantes de la cepa Holtzmandel biote

rio del lnstituto de Neurobiologfa. Cada animal fue mantenido

en cajas individuales bajo condiciones constantes de luz-oscu
ridad (luz encendida de 6 a 20 hs) y con suministro de agua
y alimento "ad libitum".

Al dfa siguiente al nacimiento, cada camada se dejó con 7-6
crfas.

Los animales se trasladaron desde la sala del bioterio a
una habitación aislada 4-5 dfas antes de realizar los eXperi
mentos.

Se utilizaron básicamente los siguientes grupos experimen
tales: a) ratas que permanecieron con sus crias hasta el momen
to de la decapitación; b) animales que fueron separados de sus
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crias durante 4 hs y luego decapitados y c) ratas que luego de
la separación de 4 hs fueron puestas a succionar por sus crfas
durante diferentes perfodos antes de ser sacrificadas.

En la mañana del experimento, en los grupos con separación,
las crfas Fueron retiradas de las cajas de sus madres entre
las 7 y 9 hs. Las camadas individualizadas se conservaron cer
ca de una estufa para mantener la temperatura corporal hasta
que se reunieran con sus madres 4 hs más tarde. El tiempo de
succión se consideró desde el momento en que por lo menos 5

crfas se prendieron a los pezones.
La caja de cada animal se llevó cuidadosamente a una salita

adyacente, donde la madre se sacrificó inmediatamente por de
capitación. Todos los animales se mataron entre las ll y |3 hs.
Se tomaron todos los cuidados necesarios para evitar cualquier
ruido a lo largo de cada eXperimentor
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4.PERF|L HORMONAL DE LA RATA LACTANTE.

4.l. Objetivos.
El modelo de la rata lactante separada de sus crías y lue

go puestasa succionar, ha sido utilizado repetidamente para
estudiar el control de la liberación de PRL(Kordon y col.,
l973/74; Mena y col., |976; Grosvenor y col., l980; Grosve
nor y Mena, l980; Johnston y col., |984 b). Sin embargo, hay

datos que indican que la succión induce también la descarga
de ACTH, GH, y TSH (Sar y Meites, l9ó9; Voogt y col., l969;

Zarrow y col., i972; Blake, l974; Saunders y col., l97ó; Ris
kind y col., |984 a y b) e inhibe la secreción de gonadotro
Finas (Smith y Neill, |977; Smith, l978; lsherwood y Cross,

¡980), aunque los resultados no son siempre coincidentes.
Por ello, el primer objetivo de este trabajo de Tesis es

caracterizar el perfil hormonalde la rata lactante, midien
do en las mismas condiciones eXperimentales la secreción
hormonal anterohipofisaria. Asi, estudiamos el efecto de ia
separación de las crfas y de la succión en ratas previamen
te separadas, sobre los niveles circulantes de las hormonas
anterohipoFisarias.

4.2. Parte experimental
Se utilizaron los siguientes grupos experimentales duran

te la segunda semana de lactancia:
a)-Madres que permanecieron con sus crias hasta el momento
de la autOpsia. Este grupo se denominó "control".
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b)-Madres separadas de sus crfas durante 4 horas ("0 minuto
de succión").
c)—Madresseparadas de sus crias durante 4 horas y luego
puestas a succionar por perfodos de 2, 5, IS o ¿O minutos,
reSpectivamente.

Luego de la decapitación se recogió sangre del tronco pa
ra el dosaje de ACTH, FSH, GH, LH, PRL y TSH (sección ¿.l.l.l.)

Las comparacionesestadfsticas se realizaron por el test
"t" de Student (Lewis, |966) o por análisis de varianza
(ANOVA)seguido por el test de Newman-Keuls (Snedecor y Co

chran, l956) según el número de grupos.

4.3. Resultados
En la tabla l se muestra el efecto de la remoción de ias

crías sobre los niveles circulantes de las hormonasantero

hipoFisarias. Se produce una cafda de los valores de PRL
(P<0,0005) y TSH(P<0,00l), en tanto que se observa un au
mento en la concentración de ACTH(P<0,02) y LH(P<0,005).

Por otro lado, la separación de las crfas no afecta los ni
veles de FSH y GH.

En la Figura 7 se ilustran los efectos de la succión so
bre los niveles sangufneos de las hormonasanterohipofisarias.
La concentración de PRL aumenta a los dos minutos de comen

zada la succión y el aumento se hace estadísticamente signi
Ficativo a los 5 minutos (P‘=0,05). Sus valores continuan e
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TABLAl.Efectodelaseparacióndelascrfassobrelosnivelescircu

....+

lantesdehormonasanterohnpoflsarlas(media-errorestándar)

TratamientoPRLTSHACTHLHFSHGH

ng/mlng/mlpg/mlng/mlng/mlng/ml

Control¡39Ï3I(7)8ÏI,0(9)57Ï25(9)0,4Ï010ó(|0)4,5Ï0,93(Ió)4,yÏn,4(9)

db

Ominsucción9Ï O,7(|2)3,5Ïo,2(13)252Ï75(?)0.6ÏO,04(I5)3.9Ï0,45(24)5,2Ï0,4(I3)
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FIG. 7 Efecto de la succión sobre las concentraciones sangufneas de las
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El número de animales se indica entre paréntesis. Las comparaciones es
tadísticas se realizaron por ANOVAy test de NewmanKeuls:
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-|00



levándose a los IS y 30 minutos de succión (P<:0,0l).
Se observa también un incremento de los niveles de TSH,

que se evidencia a los IS minutos (P<:0,05) y se mantiene
a los 30 minutos (P<:0,05).

El comportamiento de la liberación de GHdifiere de los
anteriores. Se trata de una descarga aguda que se detecta a
los lS minutos (P<:0,0|), volviendo a los niveles basales con
un tiempo de succión más largo.

Por otra parte, los valores de ACTHy LH, que se habfan

incrementado por causa de la separación, muestran con la
succión una tendencia a descender hacia los valores halla
dos en las ratas lactantes con sus crfas.

Finalmente, la succión no afecta Ia secreción de FSHen

el perfodo estudiado.

4.4. Discusión
Nuestros resultados muestran que la succión ocasiona cam

bios en la secreción de la mayorfa de las hormonas antero
hipoFisarias.

Cinco minutos de succión inducen solamente un aumento sig
nificativo de los niveles séricos de PRL. Los valores séri
cos de TSH y GH se incrementan con un tiempo más largo de

estimulación (IS minutos). Las concentraciones sanguíneas
de ACTHy LH presentan una tendencia a disminuir con ¡5 y

30 minutos de succión. FSHes la única hormona cuya concen
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tración no sufrió alteraciones durante el periodo estudiado.
Los datos bibliográficos respecto al perfil de secreción

de TSHdurante la succión son disímiles: mientras Blake (l974)
describió un aumento de TSH, que se produjo por lo menos 5

minutos después del de PRL, Riskind y colaboradores (¡984 a
y b) no encontraron variaciones de los niveles plasmáticos
de TSH.

Por nuestra parte detectamos un incremento significativo
en la concentración sérica de TSH luego de IS minutos de

succión, que se mantuvo a ios 30 minutos. Es evidente la
correspondencia que existe entre los niveles altos encontra
dos en el grupo control, la inhibición de la secreción de
la hormona que se produce cuando se impide aplicar el estf
mulo de succión y el aumento de sus valores con ia succión.

Es interesante destacar que la descarga de PRLprecede
a la de TSHy que mientras la primera aumenta en sangre

unas 30 veces luego de IS minutos de succión, la TSH lo ha

ce sólo 2 veces. Este hecho arroja dudas sobre la importan
cia del TRHcomo Factor liberador de PRLdurante la succión,
comoha sido sugerido anteriormente (Blake, |984; Riskind,
y col., |984 b).

Tal como se ha descripto (Saunders y col., |976; Riskind
y col., |984 a y b) la succión induce un incremento de los
niveles séricos de GH. Este aumento se produce a los IS mi
nutos y tiene la Forma de una descarga aguda ya que a pesar
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de que el estimulo continua, los valores de GHretornan al

nivel basal dentro de 50 minutos. Por otro lado, no se en

contró diferencia entre los niveles de GHdel grupo control
y los animales separados de sus crfas.

Segúnnuestros conocimientos, no existen estudios anterio
res acerca de los niveles de ACTHen la sangre circulante
de ratas lactantes durante la succión. Sin embargo,hay da
tos indirectos: se ha descripto un aumento de la concentra
ción de corticosterona en sangre (Voogt y col., l969; Za
rrow y col., l972) y una caida del contenido hipoFisario
de ACTHcon la succión (Voogt y col, l969). Nuestros resui

tados muestran que los niveles plasmáticos de ACTHtienen
tendencia a decrecer con IS minutos de succión, pero el am
plio rango de valores no permite que esta caida sea esta
dfsticamente significativa. Es posible que el hecho de ha
ber obtenido las muestras de sangre por decapitación sea
la causa de esta gran dispersión.

La separación de las crfas incrementa los valores de
ACTH,probablemente debido al estrés que ello produce. Se
ha observado que algunas Formas de estrés inducen la des

carga simultánea de PRLy ACTH(Johnston y col., |985; Kant

y col., ¡983, l986). En ratas lactantes la separación de
las crfas ocasiona, por el contrario, un aumento de ACTH

y una cafda de PRL, por lo que este modelo permite diso
ciar las descargas de estas dos hormonas.
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Durante la lactancia, tanto la secreción basal (Smith y Neill
l977; Smith ¡978, |98|) como la pulsátii (Fox y Smith, l9ó4)
de LHestán inhibidas. Esto explicarfa los fenómenos de anes
tro y de impedimento de implantación que ocurren durante es
te período. Aunque los mecanismos precisos de tal inhibición
no se conocen, parece probable que la lactancia decrezca la
secreción de LHpor alterar los procesos que median la libe
ración de LH-RHdel hipotálamo (Fox y Smith, ¡984). Nuestros
resultados muestran que la separación de las crfas incremen
ta los valores séricos de LHy que la succión tiende a que
estos retornen a los observados en el grUpo control.

Contrariamente a los efectos observados sobre los'niveles

de LH, ni la separación ni la succión alteraron la concentra
ción sérica de FSH. Estos datos coinciden con los de Smith

y Neill (l977), quienes encontraron que la lactancia inhibe
la descarga basal de LH pero no la de FSH y refuerzan la

hipótesis de que existe una regulación diferencial para LH
y FSH (Lumpkin y McCann, |984; McCann y col., l984).

Tal comoha sido descripto (Terkel y co|., l972; Subra
manian y Reece, l975), la concentración sérica de PRLse in
crementa rápidamente con la succión y los valores altos se
mantienen durante los 30 minutOS. Luego de 5 minutos de apli
cado el estfmulo, la PRLes la única hormona anterohipofi
saria cuyos niveles muestran un aumentosignificativo.

La PRLy la ocitocina son los componentes más importan
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tes del complejo hormonal hipoFisario durante la lactancia.
Noobstante, también otras hormonas anterohipoFisarias son
necesarias para el mantenimiento de la sintesis de leche.
Esto eXplicarfa en cierto modo las variaciones de los nive
les hormonales que ocurren con la separación de las crfas y
con la succión.

Asf, si bien existen diferencias de una eSpecie a otra,
en general GH, TSH y ACTHcontribuyen a la iniciación y al
mantenimiento de la sintesis de leche. El modode acción de

GHno se conoce exactamente, es posible que el efecto se de
ba a su capacidad para aumentar la glucosa sangufnea, uno
de los sustratos esenciales para la Formación de leche. TSH
probablemente actúe a nivel de su glándula endócrina blanco,
ya que se observa un aumento de la actividad tiroidea en res
puesta a la succión. Por último, el modo de acción de ACTH

parece estar ligado a su habilidad para causar secreción de
corticoides, que de una Forma aún desconocida afectan la lac
tancia (Tucker, ¡974).

En suma, durante la lactancia se altera la secreción de casi
todas las hormonasanterohipofisarias. Este hecho debe te
nerse en cuenta cuando se estudian cambios en el contenido

y/o "turnover" de neurotransmisores en el SNC.Dichos cam
bios en general se han atribufdo a la participación de los
neurotransmisores en el control de la liberación de PRL, sin
considerar que los mismospodrian afectar la liberación de
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5.|. SEROTONlNAE HlPOFISlS.

5.l.l. Obietivos
La presencia de serotonina (Saavedra y col., |975) y de

receptores serotoninérgicos (De Souza, l986) en la hipófisis,
sugiere que la S-HTpodria afectar la función hipofisaria
actuando directamente en la anterohipófisis. Esta hipótesis
está apoyada por la existencia en el lóbulo anterior de un
sistema saturable y especffico de captación de S-HT (Johns y
col., l982) y de monoamino-oxidasa (Saavedra y col., |975).

Sin embargo, hay resultados contradictorios con respecto
al posible efecto directo de la serotonina sobre la descarga
de PRL: la 5-HT estimula la secreción de PRLen hipófisis
transplantadas debajo de la cápsula renal (Stobie y Shin, |983),
pero no altera su liberación en sistemas "¡n vitro” (Lamberts
y MacLeod, l978 a; Vitale y col., l985; |986).

Existirfan dos mecanismos de acción por los cuales la S-HT
podrfa modificar la liberación de PRLdirectamente en la hi
pófisis anterior: a) Actuandosobre receptores serotoninérgi
cos. Esta S-HT se originarfa en la eminencia media o en el
lóbulo hipofisario posterior ("Pars nervosa”) y llegarfa a la
anterohipófisis a través de los vasos porta hipofisarios. b)
Que la S-HTcontenida en las células afecte la sfntesis, de
pósito y/o liberación de PRLactuando a nivel intracelular.

Conel objeto de analizar estas posibilidades, hemosestu
diado el efecto de la separación de las crias y de la succión
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por 5 minutos sobre el contenido de serotonina de la eminenci
media y lóbulos hipoFisarios.

5.l.2. Parte eXperimental.
Se utilizaron los siguientes grupos de ratas en su segunda

semana de lactancia: a) Madres que permanecieron son sus crfas
hasta el momentodel sacrificio; b) Madres separadas de sus
crias durante 4 hs (0 min succión); c) Madres separadas de
sus crias por 4 hs y luego puestas a succionar por éstas du
rante 5 minutos.

Luegode la decapitación se disecaron individualmente la
anterohipófisis (AH)y "pars nervosa" (PN) con pinzas finas
evitando toda contaminación con lóbulo intermedio. Los cere

bros se congelaron sobre hielo seco y se realizó la toma de
muestra de eminencia media (EM)según'la técnica descripta
por Chiocchio y colaboradores (l976). Todas las muestras se
procesaron para el dosaje de serotonina por el método radio
enzimático (sección 3.l. 2.|.). Se recogió sangre del tronco
para medir PRLpor radioinmunoensayo (sección 3.l.l.l.a).

Los datos se analizaron por ANOVAy test de NewmanKeuls.

5.|.3. Resultados
En la tabla ll se muestran los valores de serotonina en

EM,anterohipóFisis y lóbulo posterior, asf como la concen
tración sérica de PRLen las condiciones experimentales es
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TABLAll.-ConcentracióndeS-HTeneminenciamedia,"parsnervosa”yanterohipó—

fisisynivelesséricosdePRLenrataslactantes(media

+
errorestándar).

Tratamiento

S-HT(ng/mgproteina)

EM

PN

AH

PRL(ng/ml)

Control

¡3,83Ï 22,32Ï

0minsucción 5minsucción

24,9IÏI0,97(I0)

2,30(9) 4,43(|2)

I,93Ïo,24(8) 2,58ÏO,35(7) I,95Ï0,3o(ó)

0,90Ï0,I5(9) ¡,27Ïo,I5(I7) ll241-0!20(

lóOÏ¿5*(I5)

+
4l-4(¡2)

¡90Ï17*(|I)

Control:rataslactantesquepermanecieronconsuscrfashastaladecapitación. 0minsucción:ratasseparadasdesuscriasdurante4hs. Sminsucción:ratasseparadasdesuscrfaspor4hsyluegopuestasasuccionar poréstasdurante5minutos. Elnúmerodeanimalesseindicaentreparéntesis LascomparacionesestadisticasserealizaronporANOVAytestdeNeumanKeuls: *P<0,0l

vs0minsucción.



tudiadas. El contenido de S-HT no se modificó en ninguna de
I . . . .las areas analizadas nl con la separac¡ón de las crfas nI con

la succión, a pesar de los grandes cambios en los niveles cir
culantes de PRL.

5.l.4. Discusión.
La hipóFisis es el sitio de sintesis y secreción de PRL.

Por ello, era importante tenerla en cuenta comositio proba
ble donde Operen los mecanismos serotoninérgicos que contro
lan la liberación de PRL. Al respecto, los datos de la biblio
grafia son discordantes (Stobie y Shin, |983; Lamberts y Mac
Leod, l978 a; Vitale y col., |985; l986). Por nuestra parte,
los resultados obtenidos permiten desechar esa hipótesis.

Por un lado, la S-HT de la eminencia media no se modificó

ni con la separación de las crfas, ni con el estfmulo de 5
minutos de succión. Este resultado coincide con el de Johnston

y colaboradores (l984 b), aunque estos autores sólo estudia
ron el efecto luego de 30 minutos de succión. Asimismo, duran
te la secreción de PRLque se produce en la tarde del estro,
la concentración de S-HT de la EMpermanece sin variaciones
(Parisi y col., |983). Es decir, que en situaciones Fisioló
gicas en las que hay una descarga masiva de PRL, no hay movi
mientos simultáneos de la serotonina en la EM.

Por otro lado, tampoco se alteraron los niveles de seroto
nina de Ia "pars nervosa”. 0 sea que la S-HTcontenida en la



aEMv PN no se libera para actuar "per se” a nivel hipoFisario,
asi como tampoco modularïa la acción de un Factor liberador
de PRL(PRF) en estas estructuras nerviosas.

Quedabaaún la posibilidad de hallar alteraciones intrfnse
cas en la concentración de S-HTde la anterohipófisis y asociar
las a los cambios intracelulares que sufre la molécula de PRL
antes de ser secretada (Grosvenor y col., l979 a; l980; Gros
venor y Mena, l980). Sin embargo, no detectamos ninguna varia

ción en el lóbulo hipofisario anterior, a pesar de los cambios
drásticos en la concentración de PRLcomoconsecuencia de la

separación y la succión. Del mismo modo, tampoco se encontra
ron modificaciones de los valores de serotonina en la hipóFi
sis anterior en lOs estadios en que se libera PRLdurante el
ciclo estral (Vitale y col., l984).

En base a estos resultados experimentales, es posible des
cartar al lóbulo hipofisario anterior comositio efector de
la serotonina en los procesos que llevan a la secreción de
PRL.
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5.2. EFECTOS DE LA SUCCION SOBRE LA CONCENTRACION DE S-HT Y

S-HlA EN AREAS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

5.2.l. Obietivos.
Unaserie de datos experimentales sugiere que la seroto

nina del Sistema nervioso central participarfa en el control
de la secreción de PRL (Clemens y col., l978; Krulich y col.,
|979; Pilotte y Porter, |98|), habiendo sido pr0puesto el
hipotálamo como sitio Final efector (Mena y col., |976; Row
land y col., |978).

Los resultados descriptos en el capitulo anterior permi
ten descartar a la eminencia media como área involucrada.

Sin embargo, otras zonas hipotalámicas intervienen en la re
gulación de la liberación de PRLen distintas situaciones ex
perimentales: las áreas preóptica supraquiasmática y retro
quiasmática (Kawakamiy Arita, |98|), el área medial preópti
ca (Clemens y col., |976; Kimura y Kawakami, I978; Freeman

y Banks, |980; Gunnet y Freeman, |982, |985; Jakubowski y

Terkel, |986), el n. supraquiasmático (Bethea y Neiil, l980;
Kawakamiy col., ¡980, |98|) y los núcleos dorso y ventro
mediano (Freeman y Banks, |980; Gunnet y col., |98|; Gunnet_
y Freeman, |982, |985).

En la rata lactante, Tindal y Knaggs (|977) describieron
una zona situada por encima del n. supraquiasmático donde
terminarfan las vfas estimulatorias de la secreción de PRL.

Estudios anatómicos mostraron que la inervación seroto
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ninérgica del hipotálamo se origina principalmente en los nú
cleos dorsal y medianodel rafe (ver sección l.2.o.|.). Ex
perimentos Farmacológicos Sugieren que neuronas serotoninér
gicas localizadas en el n. dorsal del raFe median la influ
encia estimulatoria de la 5-HT sobre la secreción de PRL

(Advis y col., |979; van de Kar y Bethea, l982; BaroFsky y

col., |983 a; Vitale y col., |987).
El objetivo de este estudio es localizar dentro del hipo

tálamo las vfas serotoninérgicas que se activan con la suc
ción. Hemosmedido el contenido de S-HT y 5-HlA en áreas hi

potalámicas y mesenceFálicas antes y después de aplicar el
estimulo de succión a ratas previamente separadas de sus
crfas.

En estos experimentos utilizamos 5 minutos de succión pa
ra poder relacionar alteraciones de la actividad neuronal se
rotoninérgica con la liberación de PRL.

5.2.2. Parte experimental.
Durante la segunda semana de lactancia, las madres Fueron

separadas de sus crfas por 4 hs y luego decapitadas (O minu
to de succión) o puestas a succionar durante 5 minutos antes
de Ia autOpsia ( 5 minutos de succión). En algunos casos se
agregó un grupo de ratas lactantes que permanecieron con sus
crfas hasta el momentode la autopsia (control).

Luegode la decapitación, los cerebros fueron cuidadosa
mente removidos, colocados sobre hielo seco y procesados se
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gún la técnica de Palkovits (sección o.l.o). Se tomaron mues
tras de area medial preóptica (POM),n. SUpraquiasmático

(NSC), sector rostral (rNHA)y caudal (cNHA)del n. hipotalá
mico anterior, n. supraóptico (N50), n. paraventricular (NPV),
n. arcuato (NA), n dorsomediano (NDM)y n. ventromediano (NVM)

del hipotálamo, asf comode los núcleos dorsal (NDR,tercios
rostral y caudal) y mediano (NMR)del rafe.

Las muestras de POMy NSCse procesaron para el dosaje

de S-HTpor el métodoradioenzimático (sección 3.l.2.|.).
En el resto de los tejidos se midieron las concentraciones
de 5-HT y S-HlA por HPLC(seccion 3.1.2.2.). Para comprobar
si los resultados obtenidos con el método radioenzimático

coinciden con los obtenidos por HPLC,se analizó el conteni
do de S-HT en POMy NSC por ambos métodos. Los valores de

S-HT en POMFueron ¡55,3 Ï 39,3 y I6¿,2 Ï 26,5 pg Por HPLC

y método radioenzimático respectivamente. En el NSC, los va
lores encontrados son |79 Í l9 y |74 Í 26, l pg por HPLCy
método radioenzimático respectivamente.

Las comparacionesestadísticas se realizaron con el test
"t" de Student o con análisis de varianza y test de Newman
Keuls.

5.2.3. Resultados.
En la Figura 8 se ilustra el efecto de 5 minutos de suc

ción sobre la concentración de S-HTen diversas áreas y nú
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FlG. 8. Efecto de 5 minutos de succión sobre la con entración de
serotonina en áreas y núcleos hipotalámicos (media - error estándar)
Las ratas lactantes Fueron separadas de sus crfas durante 4 hs. El
númerode animales se indica entre paréntesis.
*P<:0,0l vs O min por test "t" de Student.
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cleos hipotalámicos. De todas las zonas analizadas, sólo en
el sector rostral del n. hipotalámico anterior (rNHA)se ob
serva un aumento significativo del contenido de S-HT(P<:0,0|).

Un estudio más detallado muestra que la separación de las
crfas no afecta los niveles de S-HT en el rNHA(Fig. 9).

Los valores de serotonina en los tercios rostral y caudal
del NDRno alcanzan una diferencia significativa comoresul
tado de la succión (tabla lll). Sin embargo, la concentración
de S-HT presenta una tendencia a disminuir con 5 minutos de
succión en el tercio rostral del NDR(P<=0,l); en tanto que
la separación de las crias no altera sus niveles (Fig. IO).

No se observa ningún cambio en los valores de serotonina
en el NMR(tabla lll).

Por otra parte, la succión no altera la concentración de

S-HIA en ninguna de las áreas examinadas (Fig. ll y tabla
lll).

5.2.4. Discusión.
Menay su grupo de investigación (I976) prOporcionaron

las primeras observaciones bioqufmicas que sugieren que la
S-HT hipotalámica participa en la secreción de PRLen la ra
ta lactante. Encontraron que la succión disminuye la concen
tración de serotonina en el hipotálamo. Más tarde, BaroFsky
y colaboradores (l983 a) describieron el efecto Opuesto bajo
las mismas condiciones experimentales. Recientemente, el gru
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FIG. 9. Concentraciones de serotonina en el r‘NHAen ratas ¡actantes
con sus cr‘l'as (control), separadas de sus crías por‘ q. hs (O min) y
separadas de sus cr‘fas por' 4 hs y luego puestas a succionar por 5
minutos.
Para el análisis estadístico se usó ANOVAy test de NewmanKeuls:
**P<0,0I VScontrol; *P<0,05 Vs 0 min.
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TABLAIII. Efecto de 5 minutos de succión sobre las concen

traciones de j-HT y J-HlA en los núcleos dorsal
(tercios rostral y caudal) y medianodel rafe.
(mediaÏ error estándar).

Area Tratamiento S-HT S-HlAA

(ng/m9 prot) (ns/m9 prot)

. - + _ .. + .NDRrostral 0 min 33,6-9,05 ( 8) ¿0,6-8,5¿ ( 8)

5 min 20,0Ï2,83 (¡2) 28,2Ï5,67 (II)

. + + .NDRcaudal 0 mln 43,2-l3,35 ( 5) 40,9-ll,98( 3)
5 min 39,0Ï 4,55 ( 5) 44,0Ï 7.82( 5)

. + _ +
NMR 0 mln I6,I- 2,70 ( a) 33,6- ó,l4( a)

5 min ¡4,IÏ ¿,4l ( 5) 25,8Ï ó,59( 5)

Los animales se separaron de sus crfas por 4 hs y luego fueron de
capitados (O min) o puestos a succionar por 5 minutos antes de ser
sacrificados.
El númerode animales Figura entre paréntesis.
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FIG. IO Concentraciones de serotonina en el tercio rostral del NDR
en los grupOS control, O y 5 minutos de succión.
Ver Figura 9 para más detalles.
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FIG. ll. Efecto de 5 minutos de succión sobre I concentración de
S-HIAde diversos núcleos hipotalámicos (media - error estándar).
Las ratas lactantes Fueron separadas de sus crfas durante 4 hs y
luego autopsiadas (O min )o puestas a succionar por 5 minutos.
El número de animales se indica entre paréntesis.
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po de Johnston (i984 b) observó un aumento de la sintesis y

de la concentración de S-HT en el área medial preóptica (POM)
luego de 30 minutos de succión.

En los experimentos que hemos realizado nos restringimos
a 5 minutos de succión para poder efectuar una correlación
más estrecha entre la liberación de PRLinducida por este es
tfmulo y la actividad del sistema serotoninérgico. Comohemos
demostrado en un capitulo precedente, 5 minutos de succión
modifica la secreción de PRLsin alterar la descarga de otras
hormonasanterohipofisarias.

Nuestros resultados muestran que de todas las áreas hipo
talámicas estudiadas la única que responde al estímulo de 5
minutos de succión con una variación del contenido de S-HT

es el sector rostral del n. hipotalámico anterior (Fig. l2).
El hecho de que esta variación se circunscriba a una pequeña
zona del hipotálamo enfatiza la importancia de la serotonina
de este núcleo, respecto de la de otras áreas hipotaiámicas,
como integrante de los mecanismos nerviosos que desencadenan
la descarga de PRL cuando se aplica un estímulo agudo como

la succión. Es importante señalar aquf que Justamente esta
zona fue pr0puesta por Tindal y Knaggs (l977) como punto ter
minal de una vfa estimulatoria de la secreción de PRLen la
rata lactante.

La inervación serotoninérgica del rNHAse origina, cemo
la de la mayoria de las áreas hipotalámicas, en los núcleos
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Hipófisis

FlG. |2. Diagrama de un corte sagital del hipotálamo donde se muestra
el área donde se detectó el cambio en el contenido de S-HT (Sector POS
tral del n. hipotalámico anterior, r‘NHA).MFB: Fascn’culo’prosen
ceFálico medial; NA;n. arcuato; NDM:n. dorsomediano; NHA;n. hipoté
lamico anterior; NHP:n. hipotalámico posterior; NIST: n.¡ntersticial
de la "stria terminalis"; NPE:n.periventricu|ar: NPMD:n.premamilar
dorsal: NPMV:n. premamilar ventral; NPV:n.paraventricu|ar; NSC: n.
supraquiasmático; NSO: n.supraóptico; NVM:n.ventromedian0; POM:área
medial preóptica; TD: n.de la banda diagonal de Broca.
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dorsal y mediano del raFe (Dahlstróm y Fuxe ¡964; Azmitia

y Segal, |978). En nuestro estudio, no hemos encontrado mo
dificaciOnes del contenido de S-HT en ninguno de ios dos nú

cleos. Sin embargo, la gran dispersión de ¡OS valores de S-HT
en el NDRsugiere alteraciones del estado estacionario dei
neurotransmisor. En este sentido, se ha mencionado que el re
cambio o ¡a velocidad de sintesis de serotonina en los cuer

pos neuronales serfa mayor que la velocidad de sintesis de
la amina en áreas conteniendo sólo terminales serotoninérgi
cos (Necker y Meek, ¡976; Long y col., |982).

La concentración del ácido S-HIA no se modificó en ninguna
de las áreas estudiadas. Es posible que 5 minutos no sea un
tiempo suficiente para detectar cambios en la concentración
de este metabolito. Con un tiempo de succión más largo (¿O mi
nutos) Jonhston y colaboradores (|984-b) observaron que la
concentración del ácido en el area medial preóptica presenta
ba sólo una tendencia a aumentar.

En sintesis, S minutos de succión producen una descarga
preferencial de PRLy un aumento de la concentración de S-HT
en un área pequeña localizada en el sector rostrai del n.
hipotalámico anterior. Estos resuitados dan cuenta de una re
lación temporal entre la descarga de PRLy la actividad de
terminales serotoninérgicos en ei rNHA,pero no permiten es
tablecer una relación causa-efecto entre ambosFenómenos.
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6. SECTOR ROSTRAL DEL NUCLEO HIPOTALAMICO ANTERIOR: EFECTO ¡DE

LESIONES.

6.|. Objetivos.
Hemosencontrado que 5 minutos de succión inducen una li

beración preferencial de PRLy un aumento de la concentra
ción de S-HTúnicamente en el sector rostral del núcleo hi

potalámico anterior (rNHA). Sin embargo, estos resuitados
solamente nos permiten establecer una relación temporal en
tre la descarga de PRLy la actividad neuronal serotoninér
gica del rNHA.Para investigar si existe una relación causa
eFecto entre ambos Fenómenos, examinamos la descarga hormo
nal de la succión y el crecimiento de las crfas tras lesio
nar bilateralmente el rNHAcon una neurotoxina serotoninér

gica.

6.2. Parte experimental.
Se aparearon hembras virgenes, de 220-260 grs y o meses

de edad, con ratas machos y se controlaron durante la pre
ñez. Antes del parto se las llevó a una sala adyacente y
se las colocó en cajas individuales.

El dia después del nacimiento (Dia I de lactancia) se de
jó 8 crias a cada madre y se realizaron las lesiones.

Las madres se inyectaron con desmetilimipramina (DMh25
mg/kg de peso en solución salina) para evitar la captación
del tóxico por las neuronas noradrenérgicas. Treinta minu
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tos más tarde se anestesiarOn con Nembutal (40 mg/kg de pe
so), se colocaron en un aparato estereotáxico y se lesionó
el rNHAinyectando 0,l ul de 5,7-dihidroxitriptamina (5,7
DHT,adquirida a Sigma, 0,5 mg/20 ul de solución de Ringer
conteniendo 0,2% de ácido ascórbico) (Gerson y Baldessarini,
l975). El neurotóxico se administró lentamente con una Je
ringa Hamilton de l ul. Finalizada la inyección, la Jeringa
se dejó en el lugar durante lO minutos a fin de evitar el
reflujo de Ifquido en el momentode su extracción.

Un grupo de animales con Operación simulada recibió el
mismo tratamiento, excepto que Fue inyectado con ei vehf
culo solamente (solución de Ringer-0,2% ácido ascórbico).
Otro grupo de ratas lactantes, que Fue considerado como con
trol, recibió únicamente DMIy anestesia.

El peso de las crias se registró diariamente, luego de va
ciar manualmente las vejigas. El número de crfas se mantuvo
constante en ocho, reemplazando las crfas muertas por otras
de tamaño similar. También se observó diariamente la conduc
ta materna.

En el dfa 8 de lactancia, se separaron las crfas de sus
madres a las 8 hs. Luego de 4 hs de separación, algunas ma

dres Fueron decapitadas (0 minuto de succión) y otras se pu
sieron a succionar por 5 o IS minutos antes de la decapita
ción. En estos últimos animales se controló el periodo trans
currido entre el momentoen que las crfas se colocaron en
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las cajas con sus madres y el instante en que por lo menos

S crias se prendieron a sus pezones.
Se recogió sangre del tronco para el dosaje de PRL, LH,

FSH, GH, TSH y ACTH. Los cerebros se guardaron en formol |0%

a los efectos de realizar el control histológico de la ex
tensión de las lesiones. Al cabo de dos semanas se realiza

ron cortes Frontales y se colorearon con la técnica de Nissl.
Las diferencias entre los grupos se evaluaron mediante

el test no paramétrico "U" de MannWhitney (Godstein, |964).
Las pendientes se calcularon por regresión lineal y se com
pararon por el test "t" de Student.

6.3. Resultados.
6.3.l. Control histológico.

La examinación histológica de las secciones coronales re
vela que la inyección de 5,7-DHT produjo un daño muy pequeño.
Los tractos de la aguja y los sitios de inyección quedaron
marcados por proliferación glial y eran de 0,3 mmde diámetro
aproximadamente. La administración del mismo vólumen del vehí
culo no ocasionó lesiones visibles en los animales con o

peración simulada.
En 9 ratas, las inyecciones causaron lesiones restringi

das al sector rostral del núcleo hipotalámico anterior (Fig.
l3). Estas lesiones se extendfan ventralmente casi hasta el
borde del n. supraquiasmático y caudalmente no sobrepasaban
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FlG. |3. Diagramas de una sección coronal (A 59l0 um) y una parasa
gital (L 400 um) de un cerebro de rata donde se muestra una lesión
bilateral del rNHA.
F: Fornix, NHA:núcleo hipotalámico anterior; NSC: núcleo supraquias
mático; C0: quiasma óptico; CA: comisura anterior; POM:área medial
preóptica. Las coordenadas corresponden al atlas de Konig y Klippel.
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el plano 5780 (Konig y Klippel, |9Ó3). Estos animales se

combinaronpara el análisis estadístico con 7 ratas en las
que las inyecciones produjeron lesiones en el rNHAque se
extendfan ventralmente en el n. supraquiasmático. Todos es
tos animales Fueron considerados el grupo con buenas lesio
nes localizadas en el rNHA.En ninguno de ellos se vió afec
tada el área preóptica.

En una serie de animales (Fig. l4) las lesi0nes no tocaron
al rNHAsino que dañaron el n. supraquiasmático y a veces el

quiasma óptico. En otros, una de las inyecciones lesionó el
SNCy del otro lado la zona lateral a éste. También en un
caso (R 29, Fig. l4) la lesión estaba localizada caudalmente
en una zona dorsal al tercer ventrículo y al Fornix. Todos
estos animales se consideraron mal lesionados.

6.3.2. Efecto de las lesiones del rNHAsobre el crecimiento
de las crfas.

La Fig. IS muestra el crecimiento de las crfas desde el
dfa l a 8 de lactancia para los grupos control, con Operación
simulada, lesionados en el rNHAy mal lesionados. Las crfas
de los animales con Operación simulada crecieron en forma
semejante a las del grupo control; en tanto que aquellas cu
yas madres tenfan las lesiones localizadas en el rNHAcre
cieron con una velocidad significativamente menos (P<:0,000l).
Es interesante señalar que las crfas de los animales mal le
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FlG.l4.llustraciones de secciones coronales y parasagitales mostrando
la posición de lesiones mal ubicadas.Los números(R)identiFican ratas in
dividuales.Las ¿Peas sombreadas representan la reacción de la microglia
pPOduClda por las InyeCCIones. Las Flechas en los paneles de la izquierda
indican los planos de seccion ilustrados en los paneles de la derecha.

—l3l



130

20' J

á "0' ,zl' l.
í
g 100" "I {1/
I II, l/
8 90- ,1
9 ,‘t r",

É eo- ly" I J."
o , ' _———TE 70" Í x ,l'/‘rl60'

50;
[L 4A; l A l l I l I

1 2 3 4 5 6 7 B

DlAS DE LACTANCIA

FIG. IS. Curvas de crecimiento de las crfas de animales controles
O--«O ÚFH7), con Operación simulada O———O(n=l8), mal lesionados
(n=8) y correctamente lesionado en el rNHACF—-—-0 (n=l4).
Cada punto representa la media - error estándar del peso corporal
diario de las 8 crfas de cada camada desde el dfa l a 8 de lactancia
para cada grupo. .
Las pendientes se compararon con el test "t" de Student: P<:0,000|
bien lesionados vs control y con Operación simulada; P<ï 0,0003, bien
lesionados vs mal lesionados.
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sionados crecieron en forma similar a las de los grupos con
trol y con Operación simulada a partir del dfa o de lactancia
(P<0,0005 Vs bien lesionados).

La mortalidad de las crias Fue baja en todos los grupos
y no se observaron diferencias en la conducta materna a lo
largo del experimento. En el dfa 8 de lactancia, cuando las
crfas retornaron a las cajas de sus madres, el perfodo trans
currido entre el momentodel retorno y aquel en que alcanza
ron los pezones Fue equivalente en los grupos control, con
Operación simulada y animales bien lesionados (Fig. ¡6).

6.3.3. Efecto de las lesiones del rNHAsobre la respuesta
hormonal de la succión.

La concentración sérica de PRL aumentó con S minutos de

succión en los animales bien lesionados, pero sus valores
Fueron claramente más bajos que en los grupos control y con
Operación simulada (P<=0,05; Fig. l7). A los IS minutos de
succión, los niveles de PRLcontinuaron aumentando en los
animales controles y con Operación simulada. Esto no se ob
servó en los animales bien lesionados (P<:0,0l; Fig. l7).
En ellos, los valores de PRLa los l5 minutos fueron simila
res a los de 5 minutos del mismo grupo.

La Fig. l8 muestra que la lesión del rNHAno afectó la

respuesta de las restantes hormonasanterohipofisarias al
estimulo de la succión. La Operación simulada y la lesión
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pezones, para los grUpos control, con operación simulada y lesio
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FIG. l7. Efecto de las lesiones en el rNHAsobre la descarga de PRL in
ducida por la succión (media - error estándar).
En el dia 8 de lactancia, las madres se separaron de sus crfas por 4 hs
y luego Fueron decapitadas (0 min) o puestas a succionar por sus crfas
durante 5 o IS minutos antes de ¡a decapitación.
.——--. contro|;0 Oanimales con Operación simulada;0
sionados en el rNHA.E| número de animaies se indica entre paréntesis.
Las comparaciones se realizaron por el test de MannWhitney U:

*P<:0,05?*P<:0,0i animales lesionados en el rNHAvs animaies con Opera
ción simulada y control a los S y IS minutos de succión respectivamen
te.

o animaies le
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Fig.|8. Efecto de la succión sobre los niveles circulantes de TSH, GH,
H, FSH y ACTHen animales correctamente lesionados en el rNHA (media

- error estándar). Ver Figura l7 para detalles. El número de animales
se indica en la base de cada barra. Las ComparaCiones se realizaron por
el test de MannWhitney U: *P<ï0,005 control vs animales con operación
simulada y lesionados en el rNHA.
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del rNHAincrementaron los niveles basales (O minuto de suc
ción) de GH(P<0,05 vs control).

6.4. Discusión

La desnervación serotoninérgica del rNHAen ratas lactan
tes causó una disminución de la velocidad de crecimiento de

las crfas y una descarga menor de PRLen respuesta al estf
mulo de succión.

La especificidad de los efectos de las lesiones dei rNHA
se apoya en los resultados obtenidos en las ratas con lesio
nes mal ubicadas. En efecto, las lesiones localizadas en á
reas cercanas al rNHAno afectaron la veiocidad de crecimien

to de las crfas. Aunmás, en cuatro animales con lesiones u
nilaterales del rNHA,las velocidades de crecimiento de sus
crfas fueron intermedias entre las de los animales con Ope
ración simulada y los bien lesionados.

Noobstante, no se puede descartar una contribución par
cial del n.SUpraquiasmático al efecto de las lesiones del
rNHA.Hemosclasificado las lesiones según las señales visi
bles en las secciones histológicas y debe tenerse en cuenta
el hecho de que podrfa producirse una difusión de la neuro
toxina hacia areas próximas, tales como el n.supraquiasmá—
tico. De todos modos, en aquellos animales cuyas lesiones
afectaron exclusivamente al n.supraquiasmático no hubo im

pedimento en el crecimiento de las crfas ni en ia descarga
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de PRL inducida por la succión. Más aun, según los resulta

dos del capftuio anterior, la concentración de S-HTno se
alteró en este núcleo con la succión, por lo que el n. supra
quiasmático no parece estar involucrado.

Los valores medios de PRLen los animales succionados 5

ó IS minutos y cuyas lesiones estaban correctamente locali
zadas en el rNHA,sugieren que esta área serfa más crítica

para regular la magnitud de la liberación que para contro
lar el comienzo de la misma.

El hecho de que las lesiones del rNHAno hayan inhibido

la descarga de las otras hormonas anterohipofisarias, enFa
tiza la especificidad del efecto sobre PRL. El incremento
en los valores basales de GHtanto en los animales con Ope
ración simulada comoen ios bien lesionados, puede interpre
tarse comouna consecuencia de la interrupción por el tracto
de la aguja de Fibras, probablemente no serotoninérgicas, in
volucradas en el control de la secreción de GHen ratas lac
tantes.

Se ha sugerido la existencia de una vfa serotoninérgica
que controla la liberación de ocitocina durante la succión
(Mizuno y col., l967; Moos y Richard, l985). En nuestros
experimentos, no podemosdescartar una alteración de la des
carga de ocitocina por causa de la lesión neurotóxica del
rNHA. No obstante, la succión no modificó el contenido de

serotonina en los núcleos paraventricular y supraóptico ni
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tampocoen el lóbulo hipoFisario posterior (ver capftulo 5).
Es necesario realizar nuevas investigaciones para dilucidar
este problema.

En consecuencia, nuestros datos experimentales sugieren
que una via serotoninérgica que inerva el rNHAinfluye de
una manera estimulatoria sobre la secreción de PRLinducida

por la succión.
Barofsky y colaboradores (i984 a) encontraron que las le

siones neurotóxicas del n. dorsal del raFe en catas lactan

tes, producen un impedimento en el crecimiento de las crfas
asociado a una disminución de la descarga de PRL inducida por
la succión. Ellos pr0pusieron que las neuronas serotoninér
gicas que proyectan al hipotálamo estimulan la liberación de
PRL.

Tomandoen Forma conjunta sus datos y nuestros resultados,
es probable que el rNHAsea el sitio de terminación de una
vfa serotoninérgica estimulatoria de la secreción de PRL
que se origine en eÍ n.dorsal del raFe.
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7. EFECTOS DE LA SUCCION SOBRE LA CONCENTRACION DE VlP EN

AREAS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

7.l. Objetivos
Nuestras observaciones experimentales permiten postular al

sector rostral del n. hipotalámico anterior (rNHA)comoel si
tio de terminación de una vfa serotoninérgica estimulatoria de
la descarga de PRL.

Datos bibliográficos apoyan la hipótesis de que el princi
pal mecanismo de acción.de la S-HT sobre Ia secreción de PRL
es la estimulación de un Factor liberador (PRF) (ver sección
l.2.5.); Nuestros resultados sugieren la localización de neu
ronas de PRF en el rNHA.

Varias sustancias han sido pr0puestas como PRF, siendo el
VIP un Firme candidato (ver sección l.3.4.). Su posible impor
tancia como PRFfisiológico surge del hecho de que la inmuno
neutralización del VIP endógeno inhibe la secreción de PRL in
ducida por la succión y el estrés (Abe y col., l985; KaJi y
col., ¡985).

Por lo tanto, es nuestro objetivo determinar la existen
cia de neuronas conteniendo VlP en el rNHA, a través de cam

bios de su concentración. Estudiaremos el efecto de la sepa
ración de las crías y de la succión sobre los niveles de VlP
en el rNHA. A la vez, compararemos éstos con los de otras
áreas del SNCasociadas al control de la liberación de PRL.



7.2. Parte experimental.
Se utilizaron los siguientes grupos de ratas en su segunda

semana de lactancia: a) Madres que permanecieron con sus crfas
hasta el momentodel sacrificio; b) Madres separadas de sus
crfas durante 4 hs (O min succión); c) Madres separadas de sus
crfas por 4 hs y luego puestas a succionar por éstas durante
5 minutos; d) Madres separadas de sus crfas por 4 hs y luego
puestas a succionar por éstas durante 30 minutos.

Luegode la decapitación, se removieron los cerebros y se
disecaron Ias siguientes áreas mediante la técnica de Palkovits
(sección 3.|.3): rNHA, NSC, NSO, NPV, NA, EMy tercio rostral

del NDR.Las muestras se homogenizaron en I20 ul de ácido acé

tico IN y se procesaron para el dosaje de VIP por radioinmuno
ensayo (sección 3.I.I.2).

Las comparaciones estadfsticas se realizaron mediante ANOVA
y test de NewmanKeuls.

7.3. Resultados
En la figura I9 se observa el efecto de la separación de

las crfas y de Ia succión en ratas previamente separadas, so
bre la concentración de VIP en el rNHA. Los niveles de VIP

presentan una tendencia a disminuir con la separación, pero
esta cafda no es estadfsticamente significativa. Por otra
parte, 5 minutos de succión producen un aumento de los valo
res de VIP (P-<0,0S), los que vuelven a descender con 30 mi
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FIG. l9. Efecto de la separación de las crías y de la suc
ción en ratas previamente separadas sobre la concentración
de V|P en el rNHA.
*P<=0,0S vs O y 30 min succión por test de NewmanKeuls.
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en ratas previamente separadas sobre los niveles de VIP en el
NPV.
* P<0,05 vs S min succión por test de NewmanKeuls.
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TABLA|V.ConcentracnóndeVIPenáreasdelSlstemanervnosocentral(media-error

estándar).

TratamientoVIP(ng/mgproteina)

NSCNSOEMNDRrostral

2,06Ïo,5n(5)2,I0Ï0,4I(>) ¡,85Ïo,35(¡|)|,7OÏO,2|(8) 2.38Ïo,44án2)I.97Ïo,44(7) 2.90Ïo.92(5) -

0,99Ïo,26(8) 0,73Ï0,Io(7) 0,77Ï0,I3(8) 0,53Ïo,03(8)

7,57Ïl,|4(8) 4,49Ï0,74(7)

5minsucción6,57Ï|,9o(6) ¿ominsucción6,09Ï|,70(7)Control Ominsucción Control:rataslactantesquepermanecieronconsuscriashastaladecapitación. 0minsucción:ratasseparadasdesuscríasdurante4hs. 5minsucción:ratasseparadasdesuscríaspor4hsyluegopuestasasuccionar poréstasduranteSminutos. 30minsucción:rutasseparadasdesuscríaspor4hsyluegopuestasasuccionarpor éstasdurante30minutos. Elnúmerodeanimalesseindicaentreparéntesis.



nutos de succión.

En el NPV(Fig. 20), la separación de las crías tiende a
aumentar la concentración de VIP, pero este ascenso no es
significativo. La succión por 5 minutos decrece significati
vamente (P<=0,05) el contenido de VIP de ese núcleo.

Los valores de VIP no se modificaron en el NSC, NSO, EMy

tercio rostral del NDR(Tabla IV) en ninguna de las condicio
nes experimentales estudiadas. En el NA, los niveles de VIP
permanecieron por debajo del Ifmite de sensibilidad del ensa
yo.

7.4. Discusión.
Nuestros resultados muestran que la succión por 5 minutos

modifica la concentración de VIP en el rNHA. En esta misma

área localizamos terminales serotoninérgicos que forman parte
de una vfa estimulatoria de la descarga de PRLinducida por la
succión. Existen evidencias de que el VlP hipotalámico está
involucrado en el mecanismo de liberación de PRLproducida por
la S-HT (Shimatsu y co|., I982; l983 b; |984). Más aún, se han
descripto contactos entre terminales de S-HTy somas y dendri
tas conteniendo VIP en el NSC(Kiss y coI., |984; Bosler y
Beaudet, ¡985). Según nuestros conocimientos, la posibilidad
de que tales contactos se produzcan en el rNHAno ha sido aún

investigada. En apoyode esta hipótesis, es interesante desta
car que en la rata lactante medimos las mayores concentracio
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nes de VIP en el rNHAy NSC, entre todas las áreas hipotalá

micas estudiadas. Esto no ocurre en la rata macho, en la que
sólo los niveles de VlP del NSCsuperan a los de los restantes
núcleos del hipotálamo (Rostene y col., l982). Es posible en
tonces que en la rata lactante se hagan visibles cuerpos neu
ronales de VIP en el rNHA, tal como ocurre en el NPV (Mezey

y Kiss, l985).
Hemosdetectado también cambios en la concentración de VIP

en el NPV.Se ha postulado la participación de un PRFconteni
do en este núcleo en la regulación de la secreción de PRLen

la rata lactante (Kiss y col., l986).
Dado que en el NPVse han descripto tanto terminales (Card

y col., |98|) como cuerpos neuronales de VlP (Mezey y Kiss,
l985) dichos cambios pueden interpretarse de varias maneras:
a) Que representen modificaciones del VlP localizado en los ter
minales. Estos terminales podrfan estar en contacto con neuro
nas de un PRF. Cabe mencionar al respecto que la ocitocina ha

sido pr0puesta como PRF (McCann y col., l984).

b) Que representen alteraciones del VlP presente en los somas.
Hayevidencias indirectas de que estas neuronas proyectarfan
a la eminencia media (Mezey y Kiss, l985). En este caso, el
VlP se constituirfa en PRFa este nivel.

Nuestros resultados no apOyanesta última hipótesis dado que
no se modificó la concentración de VlP de la EMen ninguna

de las situaciones examinadas. No obstante, se ha pensado
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que un recambio muy rápido del péptido impedirfa detectar cam
bios de su contenido en la EM(Rostene, |984).

Por otra parte, hay datos que sugieren que la inervación
del hipotálamo mediobasal se originarfa en el mesencéFalo
(Besson y col., l979; Marley y col., |98|). La Falta de alte
raciones de los valores de VIP en la EMy en el tercio rostral
del NDRindicarfan que esta vfa no estarfa involucrada en la
liberación de PRLen la rata lactante.

Resumiendo, hemos observado que con S minutos de succión

se producen variaciones en los niveles de VIP en el rNHA, la
mismazona donde detectamos terminales serotoninérgicos que
participan en la descarga de PRLinducida por la succión.
Este hecho permite suponer que una vfa VlPérgica interviene
a ese nivel en el control de la secreción de PRLen la rata
lactante.
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8.- CONCLUS|0NES.

El presente trabajo de Tesis confirma el rol estimulatorio
de la S-HTsobre la liberación de PRL; describe el perfil hor

monal de un modelo ampliamente utilizado para el estudio de
la Fisiologfa de la lactancia: la rata separada 4 horas de sus
crfas y luego colocadas a succionar por diferentes perfodos de
tiempo; localiza el sitio de acción de la serotonina y determi
na la importancia Fisiológica de la inervación serotoninérgica
de dicha área en la descarga de PRLinducida por la succión.
El hallazgo del sitio de terminación de una via serotoninérgi
ca estimulatoria de la liberación de PRLpermite ¡a localiza
ción de neuronas conteniendo un probable Factor liberador de
PRL (PRF) Fisiológico, el VlP, ya que se ha postulado que la

serotonina participa en el control de PRLactuando a través
de la liberación de un PRF.

Los experimentos iniciales, diseñados para caracterizar el
perFil hormonal de la rata lactante, mostraron que ¡a succión
induce modificaciones en los niveles circulantes de Ia mayo
rfa de las hormonas anterohipofisarias. La succión aguda (5
minutos) produce solamente una descarga significativa de PRL.
GH y TSH aumentan con una estimulación más prolongada (IS mi

nutos); mientras que los valores plasmáticos de ACTHy los ni

veles séricos de LHpresentan una tendencia a descender a los
IS y 30 minutos de comenzada la succión. FSHes la única hor

mona que no se alteró durante los tiempos examinados.
Los datos eXperimentales obtenidos muestran que S minutos
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de succión permiten disociar la secreción de PRLde la libera
ción de otras hormonasanterohipofisarias. Utilizando ese tiem
po de succión se determinó el contenido de S-HT y S-HlA en di
ferentes áreas cerebrales e hipofisarias con el objetivo de
detectar cambios en la actividad del sistema serotoninérgico
asociados a la descarga de PRL inducida por la succión.

La Falta de alteraciones de la concentración de S-HTen el
lóbulo hipofisario anterior descarta un sitio de acción intra
celular a ese nivel de la serotonina sobre la secreción de

PRL. Del mismo modo, Ia ausencia de variaciones en la eminencia

media y "pars nervosa" permite desechar la posibilidad de que
terminales serotoninérgicos modulen la liberación de un PRF
en esas estructuras nerviosas.

De todas las áreas analizadas, solamente se encontró un
cambio significativo del contenido de 5-HTen el sector ros
tral del núcleo hipotalámico anterior (rNHA).

Con 5 minutos de succión se produce una reagrupación de los
valores de 5-HTen el sector rostral del núcleo dorsal del raFe,
aunque la diferencia no alcanza signiFicación estadistica. Es
to sugiere movimientosdel estado de equilibrio del neurotrans
misor.

La modifiación de la concentración de S-HT en el rNHAa los

5 minutos de succión, asociada temporalmente a la descarga de
PRL, nos llevó a investigar una probable relación causa-efecto
entre ambos Fenómenos.
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La desnervación serotoninérgica del rNHAcon una neurotoxi
na especifica para terminales serotoninérgicos (5,7-DHT)indu
Jo un decremento de la secreción de PRLy una alteración de

la ganancia de peso de las crias. Esta disminución del creci
miento de las crías de madres correctamente Iesionadas, se
acompañó de un comportamiento maternal similar al de las madres

con Operación simulada y controles.
La eSpeciFicidad de la lesión está dada por la normalidad

de la secreción de PRLy del crecimiento de las crfas de ra
tas lactantes en las cuales la lesión se localizó Fuera del
rNHA. Más aun, la lesión del rNHA afectó ¡a liberación de PRL
sin alterar la secreción del resto de las hormonasanterohi

poFisarias.
Observando los resultados, el rNHAsurge como un área crf

tica en la regulación de la magnitud de Ia descarga de PRL.
La información obtenida permite postular al rNHAcomo el

sitio de terminación de una vfa serotoninérgica, que se acti
va con la succión, estimulatoria de la liberación de PRL. A
la vez, sugiere la localización en este núcleo de neuronas
de un PRFFisiológico.

La existencia de contactos sinápticos entre Fibras seroto
ninérgicas y cuerpos neuronales conteniendo VIP en un área
muy próxima al rNHA, apoyaba la hipótesis de que el VIP loca

lizado a ese nivel participara en la descarga de PRLinduci
da por la succión.
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Los eXperimentos posteriores se realizaron para investigar
variaciones de la concentración de VIP en el rNHAy otras áreas
cerebrales en el mismomodelo donde se estudiaron alteraciones
de la actividad del sistema serotoninérgico.

De todas las áreas examinadas, solamente se produjeron modi
Ficaciones de los niveles de VlP en dos núcleos hipotalámicos:
el rNHA y el NPV.

Es dificil interpretar cambios de contenido de neurotransmi
sores, sobre todo si se trata de neurotransmisores peptidérgi
cos cuyos aspectos metabólicos son aún desconocidos. Solamente
podemosdecir que cambios de contenido representan salidas del
estado estacionario del sistema.

Aunqueun grupo de neuronas VlP-inmunorreactivas ha sido des
cripto en el área medial preóptica, el NSCes el único núcleo
del hipotálamo donde se han encontrado repetidamente cuerpos
neuronales conteniendo VIP en la rata macho (Lorén y col., ¡979;
Samsony col., l979; Sims y col., l980; Card y col., |98|; Pal
kovits y col., |98|). Recientemente se describieron neuronas
VlPérgicas en el NPVde la rata lactante (Mezey y Kiss, ¡985).

En el presente estudio, detectamos una modificación de la
concentración de VlP en el NPVcon 5 minutos de succión. Ese

cambio podrfa estar asociado a la liberación de PRLque se pro
duce en esta situación. Apoyaesta hipótesis el hecho de que el
NPVha sido propuesto como sitio donde se localizan neuronas
de un PRF: la destrucción electrolftica del núcleo disminuye
la descarga de PRL inducida por la succión (Kiss y col., ¡966).
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Con respecto al rNHA, hemos encontrado también cambios sig

niFicativos de los valores de VIP con el mismo tiempo de suc
ción. La concentración de VIP en el rNHAes similar a la del

NSCen la rata lactante. Sin embargo, en la rata macho los ni
veles de VlP del NSCson el doble de los encontrados en ios res

tantes nücleos hipotalámicos (Rostene y co|., ¡982). Estos re
sultados sugieren investigar con técnicas inmunohisthufmicas
la presencia de cuerpos neuronales conteniendo VIP en el rNHA
de la rata lactante.

En sintesis, los resultados obtenidos en el presente traba
Jo de Tesis permiten postular que terminales serotoninérgicos
del sector rostral del núcleo hipotalámico anterior Formanpar
te de una vfa estimulatoria de la descarga de PRLinducida por
la succión. Los cambios de contenido de VIP producidos por la
succión en dicha área, apoyan la hipótesis de que neuronas
VlPérgicas localizadas en el sector rostral del núcleo hipo
talámico anterior estarian involucradas en el control de la
secreción de PRL.
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