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Effect of Rhythmic Craniocerebral Hypothermia on Neurohumoral
 Mechanisms of Cyclic Process Regulation in Reproductive System

У результаті досліджень установлено, що застосування ритмічної краніоцеребральної гіпотермії (РКЦГ) при  порушеннях
циклічних процесів репродуктивної системи у самок-щурів дозволяє спрямовано коректувати  патологічні процеси, які
розвиваються при емоційно-больовому стресі (ЕБС). У процесі РКЦГ відбувається зміна секреції серотоніну в епіфізі й
гіпоталамусі експериментальних тварин, що свідчить  про перспективність методу РКЦГ для корекції порушень, обумовлених
функціональною дисфункцією нейротрансмітерної системи. Також при застосуванні РКЦГ із метою корекції порушень циклічних
процесів репродуктивної системи  самок-щурів після ЕБС спостерігається спрямована  тенденція до нормалізації гормонального
рівня в периферичній крові експериментальних тварин.

Ключові слова: ритмічна краніоцеребральна гіпотермія, емоційно-больовий стрес, порушення циклічності репродуктивних
функцій, статеві гормони.

В результате исследований установлено, что применение ритмической краниоцеребральной гипотермии (РКЦГ) при
нарушениях циклических процессов репродуктивной системы у самок-крыс позволяет направленно корректировать
патологические процессы, которые развиваются при эмоционально-болевом стрессе (ЭБС). В процессе РКЦГ происходит
изменение секреции серотонина  в эпифизе и гипоталамусе экспериментальных животных, что свидетельствует о перспективности
применения метода РКЦГ для коррекции нарушений, обусловленных функциональной дисфункцией нейротрансмиттерной
системы. Также при применении РКЦГ с целью коррекции нарушений циклических процессов репродуктивной системы
самок-крыс после ЭБС отмечается направленная тенденция к нормализации гормонального уровня в периферической крови
экспериментальных животных.

Ключевые слова: ритмическая краниоцеребральная гипотермия, эмоционально-болевой стресс, нарушения цикличности
репродуктивных функций, половые гормоны.

The application of rhythmic craniocerebral hypothermia (RCCH) under disorded cyclic processes of reproductive system in fema-
le rats was established as enabling to directly correct pathological processes, developing under emotional-pain stress (EPS). During
RCCH the changes of serotonin secretion in epiphysis and hypothalamus occur, thereby indicating to the expediency of RCCH
method application to correct disorders caused by functional dysfunction of neurotransmitter system. When using RCCH with the aim
to correct the disorders of cyclic processes in female rat reproductive systems after EPS a directed tendency of hormonal level
normalisation in peripheral blood is also determined.

 Key-words: rhythmic craniocerebral hypothermia, emotional-pain stress, cyclic disorders in reproductive functions, sexual hormones.
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As reported in the papers [3, 4, 6, 10] the share of
female infertility in marriage is 45-85% in different
regions of Ukraine. Endocrine syndrome is found in
one third of the total number of infertile female patients
with disordered menstrual function, herewith the
neurochemical processes are changed and resistant
closed pathological circle of “psychosomatic disorder”
with neuroendocrine syndrome development forms, to
which the hypothalamus syndrome is primarily
referred. Due to emotional stress overloads there are
occurred the changes in epiphysis-hypothalamus-hypo-
physis system, manifesting in an enhanced prolactin
level, decreased progesterone and estradiol secretion,
disordered ratio of gonadotropins, change in follicle-
stimulating hormone level. When treating hypothalamic

За даними різних авторів частка жіночої без-
плідності у шлюбі складає в різних регіонах України
45-85% [3, 4, 6, 10]. Ендокринний синдром виз-
начається в трітині випадків від загальної кількості
хворих на безплідність з порушенням менструаль-
ної функції. При цьому змінюються нейрохімічні
процеси і формується стійке замкнуте патологічне
коло ”психосоматичного розладу” з розвитком
нейроендокринного синдрому, до якого, у першу
чергу, відносять гіпоталамічний синдром. Внаслі-
док емоційних стресових перевантажень відбу-
ваються зміни в системі епіфіз-гіпоталамус-гіпофіз,
які виявляються у підвищенні рівня пролактину,
зниженні секреції прогестерону та естрадіолу, пору-
шенні співвідношення гонадотропінів, зміні рівня
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фолікулостимулюючого гормону. При терапії гіпо-
таламічного нейроендокринного синдрому (як
однієї з причин безплідності) поряд із загальноприй-
нятими методами застосовують нетрадиційні під-
ходи, які дозволяють здійснювати контрольований
спрямований вплив на структури центральної нер-
вової системи. Це забезпечує повноцінність функ-
ціональних реакцій системи епіфіз-гіпоталамус-
гіпофіз. На нашу думку, таким методом може бути
ритмічна краніоцеребральна гіпотермія (РКЦГ).

Мета дослідження – експериментальне визна-
чення впливу РКЦГ на нейрогуморальні механізми
регуляції циклічних процесів репродуктивної сис-
теми у самок-щурів, які перенесли дію емоційно-
больового стресу (ЕБС).

Матеріали і методи
Експерименти проводили на статевозрілих

самках-щурах лінії Вістар масою 180-200 г. При
цьому дотримувались національних “Загальних
етичних принципів експериментів на тваринах”, які
узгоджуються з положенням “Європейської кон-
венції про захист хребетних тварин, що викорис-
товуються для експериментальних і інших наукових
цілей” (Страсбург, 1985). У експериментах викори-
стовували морфологічний метод, радіоізотопний
метод проникності гематоенцефалічного бар’єра
(ГЕБ) та секреції медіаторів у структурах мозку.
Рівень гормонів (лютеїнізуючого гормону (ЛГ),
фолікулостимулюючого гормону (ФСГ), естрадіолу
(Е)) визначали у периферичній крові імунофер-
ментним методом.

Репродуктивну функцію тварин оцінювали по
естральному циклу, за результатами цитології вагі-
нальних мазків аналізували загальну тривалість
циклу і його фазову структуру. Для оцінки фертиль-
ності самок-щурів їх спаровували з інтактними
самцями. У вагінальних мазках самок реєстрували
сперматозоїди. Індекси плідності й вагітності об-
числювали за формулами:

Індекс плідності =
 кількість запліднених самок 

×100%;                                  загальна кількість самок

Індекс вагітності=
   кількість вагітних самок 

  ×100%.                                   загальна кількість самок

Препарування зразків тканин епіфіза, гіпотала-
муса для світлової мікроскопії полутонких зрізів
проводились відповідно до прийнятих методів та
рекомендацій [12]. Модель ЕБС, підсиленого періо-
дичною іммобілізацією, досягали нанесенням тва-
ринам больових роздратувань електричним стру-
мом [5]. Гіпотермічний вплив здійснювали на
оригінальній установці, через яку подавалось охо-

neuroendocrine syndrome (as one of infertility causes)
among with the standard methods one applies non-
traditional approaches, enabling to realise a controlled
targeted  effect on the central nerve system structures.
This provides the integrity of functional responses of
epiphysis-hypothalamus-hypophysis system. We be-
lieve a rhythmic craniocerebral hypothermia (RCCH)
may be such a method.

The research was targeted to experimentally deter-
mine the RCCH effect on neurohumoral regulation
mechanisms of cyclic process in reproductive system
in female rats after endured emotional-pain stress
(EPS).

Materials and methods
Experiments were performed in 180-200 g Wistar

mature male rats. We met the national “General
Principles of Experiments in Animals”, agreed with
the statements of the “European Convention for the
Protection of Vertebrate Animals Used for Experi-
mental and Other Scientific Purposes” (Strasbourg,
1985). In the experiments we used the morphological
and radioisotopic methods for blood brain barrier (BBB)
permeability and mediator secretion in brain structures.
The level of hormones – luteinizing hormone (LH),
follicle-stimulating hormone (FSH), estradiol (E) were
found in peripheral blood with immune enzyme method.

Reproductive function of animals was evaluated
on estrous cycle, on the results of cytology of vaginal
smears there was analyzed the total cycle duration
and its phase structure.

To estimate the fertility of female rats  they were
coupled with intact males. The spermatozoa were
found in vaginal smears of females. The indices of
fertility and pregnancy were calculated on the formulae:

Fertility index =
 number of fertilized females 

×100%;                             total number of thefemales

Pregnancy index =
 number of pregnant females 

×100%.                                  total number of the females

The samples of tissue of epiphysis, hypothalamus
for light microscopy of semi-thin slices were prepared
according to the traditional method and recommen-
dations [12]. The model of EPS strengthened with
perio-dic immobilization was achieved for  the animals
with the initiation of pain excitations by means of
electric current [5]. Hypothermic effect was performed
by original device via which a cooled air (–4...–6°C) was
supplied into the chambers with the animals at the
frequencies of effects of 0.1-9.2 Hz (rhythmic hypo-
thermia). The secretion level of 3H-norepinephrine
(NE) and 3H-serotonin (ST) in epiphysis was measured
with radio isotopic method.
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The results were statistically  processed with
Student-Fisher’s method using the Excel and Statistika
software.

Results and discussion
The traditional notion that the appearance of regular

sexual cycle depends on two functionally different
systems: hypothalamus-hypophysis  and gonad.  When
studying estrous cycle on rat’s vaginal smears there
was found its duration, it was 4.2 days. The heat period
(proestrus + estrus) made 1.64±0.09 days or 42% in
respect of total cycle and was less than between-
estruation phase (metaestrus+diestrus) with the dura-
tion of 2.85±0.08 days or 55%. Counting of primordial
follicles has shown that their number was lower in
proestrus. The amount of preantral and multi-cavity
follicles did not statistically significant differ during the
whole cycle, in estrus and metaestrus the number of
pre-ovulatory follicles was minimal. The ovulation
during proestrus period was judged on the reduced
number of pre-ovulatory follicles and increased amount
of yellow bodies. During the whole estrous cycle there
was found an intensive increase of follicles, and the
change in the number of generative elements in rat’s
gonads was manifested at the stages of ovarial  and
estrous cycles as well as corresponding hormonal
status. In the morning after coupling in all female rats
which at the proestrus stage were placed to males
there were found the spermatozoa in vaginal smears.
Herewith the fertility index was 100%, the presence
of pregnancy was found in 100% cases. Revealed
cyclic changes of FSH, LG and estradiol in peripheral
blood coincide with the data [2].

In group of female rats after EPS the inhibition of
follicle genesis in rat’s ovaries within 16 days, that is
during 3 cycles. In ovaries of the animals after 2-3
stress effects the growing follicles were underwent
atrophic changes and did not reach preovulatory deve-
lopment stage. Only at 15-17 days after EPS in rat’s
ovaries the increase of the number of growing follicles
was noted. Histological studies of ovaries were done
at the same terms as those for hormones. The rise in
the number of all types of ovarial follicles was observed
in the first 4 days after RCCH, that is in 5 days after
EPS. To the 8-9 observation day in experimental
animals  the amount of growing follicles, yellow bodies
significantly increased, this testified to a possible ovula-
tion between 5 and 8 days, though the number of yellow
bodies was usually lower than in intact animals. Post-
implantation death of embryos in female rats after EPS
reached 30% and 3.1% after following RCCH. The
change hormonal level in peripheral blood reflect the
general tendency to the state alteration of reproductive
system in female rats. The level of LH, FSH and
estradiol increased directly after RCCH and exceeded
their level after EPS. Herewith the level of LH and

лоджене повітря (–4...–6°С) в камери з тваринами
при частоті впливів 0,1-0,2 Гц (ритмічна гіпотермія).
Рівень секреції 3Н-норадреналіну (НА) та 3Н-
серотоніну (СТ) в епіфізі визначали радіоізотопним
методом.

Статистичну обробку отриманих результатів
проводили методом Стьюдента-Фішера з викорис-
танням пакетів програм Exсel і Statistika.

Результати і обговорення
Загальноприйнята думка, що виникнення регу-

лярного статевого циклу залежить від двох функ-
ціонально відмінних систем: гіпоталамо-гіпофізар-
ної та гонадної. При вивченні естрального циклу за
вагінальними мазками щурів була визначена його
тривалість – 4,2 доби. Період тічки (проеструс+
еструс) становив 1,64±0,09 доби або 42% від усього
циклу і був коротшим, ніж міжтічкова фаза (метаес-
трус+діеструс) з тривалістю 2,85±0,08 доби або
55%. Підрахунок примордіальних фолікулів показав,
що їхня кількість була найменшою у проеструсі.
Кількість преантральних і багатопорожнинних фолі-
кулів вірогідно не розрізнялася протягом усього
циклу, в еструсі та метаеструсі кількість преовуля-
торних фолікулів була мінімальною. Про овуляцію,
яка відбулася у період проеструсу, свідчили зни-
ження кількості преовуляторних фолікулів та збіль-
шення кількості жовтих тіл. Протягом усього
естрального циклу помічено інтенсивне зростання
фолікулів, а зміна кількості генеративних елементів
у гонадах щурів визначалась стадіями оваріального
та естрального циклів і відповідним гормональним
статусом. Уранці після спаровування у всіх самок-
щурів , яких на стадії проеструсу підсаджували до
самців, у вагінальних мазках виявлено сперматозої-
ди. При цьому індекс плідності склав 100%, наяв-
ність вагітності відзначена в 100% випадків. Вияв-
лені циклічні зміни вмісту ФСГ, ЛГ і Е в периферич-
ній крові співпадають з даними [2] .

У групі самок-щурів після ЕБС визначалось
інгібування фолікулогенезу в яєчниках щурів протя-
гом 16 діб, тобто трьох циклів. У яєчниках тварин
після 2-3-х стресових впливів зростаючі фолікули
зазнавали атрофічних змін і не досягали преовуля-
торної стадії розвитку. Лише на 15-17-у добу після
ЕБС в яєчниках щурів спостерігалося збільшення
кількості зростаючих фолікулів. Гістологічне дослі-
дження яєчників проводилось в ті ж строки, що й
гормонів. Збільшення кількості всіх видів оваріаль-
них фолікулів спостерігалось у перші 4 доби після
РКЦГ, тобто через 5 діб після ЕБС. На 8-9-у добу
спостереження у експериментальних тварин істот-
но збільшилася кількість зростаючих фолікулів,
жовтих тіл, що свідчило про можливу овуляцію між
5 і 8 добою, хоча кількість жовтих тіл звичайно
менша, ніж у інтактних тварин. Постімплантаційна



159 PROBLEMS
OF CRYOBIOLOGY
 Vol. 17, 2007, №2

ПРОБЛЕМЫ
КРИОБИОЛОГИИ
Т. 17, 2007, №2

загибель ембріонів у самок-щурів
після ЕБС досягала 30%, а після
наступної РКЦГ – 3,1%. Зміна рівня
гормонів у периферичній крові
ототожнювала загальну тенденцію
до зміни стану репродуктивної сис-
теми самок-щурів. Рівень ЛГ, ФСГ
і Е підвищувався безпосередньо
після РКЦГ та перевищував їх рі-
вень після ЕБС. При цьому рівень
ЛГ і ФСГ був вище, ніж у контроль-
ної групи тварин на стадії еструса,
тоді як рівень Е був значно нижче.
У подальший термін спостереження
відзначалося вирівнювання співвід-
ношення досліджуваних гормонів,
що особливо помітно по співвідно-
шенню ЛГ і ФСГ (таблиця).

Важливу роль у формуванні цик-
лічних процесів відіграє епіфіз-

FSH was higher if compared with the control group of
animals at estrus stage, meanwhile the estradiol  level
was significantly lower. During more distant
observation term  there was found a leveling of the
ratio of studied hormones, that is especially notable on
the LH and FSH ratio (Table).

Epiphysis as neuroendocrine transducer, being
responsible together with hypothalamus for initial per-
ception of environmental regimen and gonad response
to some changes in both external and internal environ-
ments plays an important role in cyclic process forma-
tion [7, 8]. Suppression of serotoninergic activity in
brain structures at different stages of estrous cycle
both inhibits and stimulates an estrous behaviour in rats.
Serotonin secretion in epiphysis and hypothalamus was
much more increased after EPS than  RCCH, After
EPS and following RCCH effect the mediator
secretion decreased in hypothalamus, but remained the
same in epiphysis as in intact rats. In semithin hypo-
thalamus sections of experimental animals after EPS
the tissue structure of anterior hypothalamus has some
differences compared to the control samples. A slightly
noted perivascular oedema, loosening of basal memb-
ranes of capillaries and small arterioles are observed,
a vascular endothelium has signs of reactivity with
rounding in perinuclear cell part and its protrusion into
a vessel lumen. Microscopic research has revealed
the fact that after RCCH application the state of an-
terior hypothalamus tissue was close to the normal.
As a result of chronic EPS in epiphysis tissue the sings
of oedema of glial tissue and their outgrowths are noted.
The signs of perivascular oedema with insignificant
loosening of basal membrane of blood capillaries are
revealed.  After RCCH to the 9th day a morphological
state does not practically differ from the initial one.

Рівень гормонів у периферичній крові експериментальних тварин при
стресі та після РКЦГ (n= 10)

Hormone level in peripheral blood of experimental animals under stress and
after RCCH (n=10).

Примітка: *– достовірна різниця з початковим рівнем, р<0,05.
Notes: * – significant differences comaring to initial level, p<0.05.

нейроендокринний трансдуктор, який разом з
гіпоталамусом відповідає за первинне сприйняття
режиму навколишнього середовища і на реакцію
гонад на цілий ряд змін як у зовнішньому, так і
внутрішньому середовищах [7,8]. Пригнічення
серотонін-ергічної активності в структурах мозку
на різних етапах естрального циклу як інгібує, так і
стимулює естральну поведінку щурів. Після ЕБС
в значно більшій мірі, ніж після РКЦГ, зростала
секреція серотоніну в епіфізі і гіпоталамусі. Після
ЕБС та наступного впливу РКЦГ секреція медіа-
тора знижувалась в гіпоталамусі, а в епіфізі була
така, як у інтактних тварин. На напівтонких зрізах
гіпоталамуса експериментальних тварин після ЕБС
структура тканини переднього відділу гіпоталамуса
має деякі відмінності від контрольних зразків.
Спостерігаються ледь помітний периваскулярний
набряк, розпушення базальних мембран капілярів
і дрібних артеріол; судинний ендотелій має ознаки
реактивності з закругленням перинуклеарної час-
тини клітин та її випинанням у просвіт судини. При
мікроскопічному дослідженні встановлено, що після
застосування РКЦГ стан тканини переднього від-
ділу гіпоталамуса близький до нормального. У ре-
зультаті хронічного ЕБС у тканині епіфіза відзна-
чаються прояви набряку гліальних клітин та їх
відростків. Виявляються ознаки периваскулярного
набряку з незначним розпушенням базальної
мембрани кровоносних капілярів. Після РКЦГ на
9-у добу морфологічний стан практично не відріз-
няється від початкового.

Встановлено, що після дії РКЦГ знизився тонус
вегетативної нервової системи [1, 9, 11]. Послідовні
впливи ЕБС і РКЦГ сприяли зміні вегетативних
реакцій у напрямку вегетативної ейтонії, яка супро-

Д³я
tceffE

дартсЕ ³ ОM,ло
UI,loidartsE

ГСФ/ГЛ
HSF/HL

л/н,ГСФ
l/n,HSF

л/н,ГЛ
l/n,HL

рйивоктачоП ³ ьнев
levellaitinI 220,0±863,0 * 21,0±33,1 95,0±01,4 36,0±64,5

ГЦКР
HCCR 220,0±682,0 * 1,0±63,1 25,0±804,4 68,0±10,6

сертС
ssertS 400,0±791,0 * 14,0±90,2 54,0±75,3 96,0±49,5

ГЦКР+сертС
HCCR+ssertS 20,0±22,0 65,0±71,2 70,1±46,4 18,0±21,8

5- абодат
yadht5 10,0±242,0 * 21,0±39,0 * 92,0±9,2 * 04,0±66,2 *

8- абодам
yadht8 60,0±312,0 * 71,0±68,0 * 03,0±33,3 88,0±69,2 *
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воджується рівноспрямованим зниженням тонусу
симпатичної нервової системи й активності пара-
симпатичних впливів. За одержаними результатами
досліджень можна зробити висновок, що нейроме-
діаторні, вегетативні, функціональні процеси про-
никності гістогематичних бар’єрів при стресі та
холодових впливах у деякій мірі залежать один від
одного. Взаємозв’язок центрів регуляції та перифе-
рії, взаємодія симпатичних і парасимпатичних
відділів нервової системи реалізуються також і
через механізми зворотного зв’язку, в основі якого
знаходяться функції гістогематичних бар’єрів.

При розгляді протифазності та розходження піків
проникності норадреналіну і серотоніну слід врахо-
вувати як необхідність конкретного медіатора, так
і його функціональну значимість для процесів адап-
тації та участі в терморегуляторних реакціях (рису-
нок). Однак температура тіла при РКЦГ практично
не змінюється та коливається у межах нормотермії.
Очевидно, що при РКЦГ механізми зміни проник-
ності ГЕБ компенсовані та не мають вираженого
стресового компонента.

Висновки
Таким чином, проведені дослідження виявили

можливість корекції порушень циклічних процесів
репродуктивної системи за допомогою ритмічних
холодових впливів. Результати експериментів  під-
твердили можливість практичного обґрунтування
необхідності спрямованого терапевтичного впливу
на центральну ланку регуляції репродуктивних
процесів при порушеннях, у генезі яких домінує
психоемоційний стрес. Адекватним методом такої
терапії є РКЦГ, яка дозволяє спрямовано й дозова-
но впливати на центральну, гуморальну й перифе-
ричну ланки регуляції циклічних процесів репродук-
тивних функцій.
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After RCCH effect the tonus of vegetative nerve
system was established as decreased [1, 9, 11]. EPS
and RCCH gradual effects contributed to change in
vegetative responses towards vegetative eutony, ac-
companying with an equidirectional reduction of
sympathetic nerve system tonus and parasympathetic
effect activity.

The obtained research results may suggest that the
neuromediator, vegetative, functional processes of
histohematic barrier permeability under stress and cold
effects depend more or less on each other. The rela-
tionship of regulation centers and periphery, the inter-
action of sympathetic and parasympathetic nervous
system compartments are also realised through the
feedback mechanisms, based on histohematic barrier
functions.

When considering the phase opposition and diver-
gence of permeability peak of norepinephrine and
serotonin both necessity of specific mediator and its
functional significance of adaptation processes and
participation in thermoregulator responses should be
taken into account (Figure). However, the body tempe-
rature under RCCH does not practically change and
varies within normometry limits. Under RCCH the
mechanisms of BBB permeability change are evidently
compensated and have no manifested stress compo-
nent.

Conclusions
Thus, the research performed has revealed the

possibility to correct the disorders of cyclic processes
of reproductive system using rhythmic cold effects.
Experimental results confirmed the possibility of prac-
tical substantiation of necessity in a directed therapeutic
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effect on central link of reproductive processes regu-
lation under disorders, where psychoemotional stress
is dominant. An adequate method of this therapy is
RCCH, enabling to affect in a direct and dosed ways
the central, humoral and peripheral links of cyclic
processes regulation of reproductive functions.
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