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I INTRODUCCION

1.- figuroendocrinologia. Mecanismosbásicos de interacción neuroenó
dócrina.

El descubrimiento de la regulación por el sistema nervioso central

(SNC)de la función de 1a glándula hipófisis constituyó un hito funds

mental en la historia de la Fisiología y significó el nacimiento de una

nueva rama de ia Endocrinología, la Neuroendocrinologia, de gran desa

rrollo en los últimos años. La Neuroendocrinologia estudia las interre

laciones entre el SNCy las glándulas de secreción interna. Mediante la

respuesta integrada de estas estructuras, el organismo reacciona metabó

lica y conductualmente a cambios en el medio interno y externo y se adap

ta s las exigencias reproductivas derivadas de ls sobrevida de la especie.

Numerososcomponentes y relaciones funcionales del sistema neuroen

dócrino se conocen actualmente. Emiste información sobre las distintas

señales ambientales y endógenas que regulan la liberación de trofinas hi

pofisarias, los presuntos neurotransmisores involucrados en dicha regu

lación y el compromisorelativo de distintas áreas del SNCen la media

ción de la respuesta hormonal hipofissria. Sin embargo, no resulta aveg

turado afirmar que el próximo adelanto relevante de 1a Neuroendocrino

logia sólo se producirá cuando se comprendanlas intrincadas y recipro

cas relaciones entre hormonasy neurotransmisores a nivel subcelular en

el SNC.Para ello, es necesario caracterizar el Funcionamiento de las

células que lo Forman mediante la descripción de las señales recibidas

y emitidas, es decir,qué es lo que aecretan y en respuesta a qué y la

formacuantitativa general de tal relación.

En el hipotálamo, la interrelación neurohumoral da lugar a varios

fenómenosrelevantes (Fig. 1): la transducción neuroendócrina, la endg

crino-neural y la endócrigo-endócrina. Su integración conduce al con

trol de la hipófisis,tema central de la Neuroendocrinologia.
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Fig. l: Representación esquemática de la base del hipotálamo con suscircuitos neuronales básicos.
Las neuronas (l), (2), (3) y (5) son neurosecretorias. La pri
mera está relacionada con la producción de péptidos neurohiog
físarios y las tres últimas con la de péptidos hipofísiotro
pos. La neurona (h) controla la secreción de la (3) (transduc
ción neuroendócrína).y a su vez puede recibir señales hormona
les desde la circulación (transducción endocrino-neural). Cue;
quiera de las neuronas neurosecretorias (l, 2, 3, 5) pueden
ser efectores hormonales (transducción endócrino-endócríqg).III U: tercer ventrículo.



1-1.- Transducción neuroendócrigg.

La Función y estructura de la hipófisis y del hipotálamo se ha

llan íntimamente ligadas entre si. Neuronasneurosecretoras hipotalá

micas ejercen el control neural de los lóbulos anterior y posterior de

la glándula hipófisis. La-neurohipófisis es, en realidad, una prolonga

ción de la base del hipotálamo formada por los axones de las neuronas

peptidérgicas hipotalámicas localizadas en los núcleos supraóptico y

paraventricular, las cuales secretan las hormonasneurohipofisarias:

ocitocina y vasopresina en los vasos hipofisarios inferiores (Fig. l).

La adenohipófisis, si bien carece de fibras nerviosas, se halla bajo

control neural a través de las hormonashipofisiotropas (p.ej.: LHRH).

Estas son secretadas por las terminales nerviosas de las neuronas pep

tidérgicas neurosecretoras de 1a base del hipotálamo en relación con

el plexo primario del sistema porta hipotálanurhipofisario (zona deno

minada eminencia media) y son llevadas directamente por las venas por

ta del tallo hipofisario a los sinusoides de la adenohipófisis (Fig. 1).

Es decir,los dos sistemas hipotalámicos aqui mencionados, productores

de hormonasneurohipofísarias e hipofisiotropas, están Formadospor cé

lulas neurosecretoras. Estas retienen las caracteristicas estructurales

y funcionales de las neuronas además de poseer capacidad secretors, de

modoque sus productos de secreción no se vuelcan en la sinapsis sino

en el torrente sanguíneo o en el liquido cefalorraquideo<LCR) de la mis

ma forma que las hormonas y actúan sobre órganos distantes. Este concep

to de neurosecreción fue introducido inicialmente por Scharrer en 1928

sobre bases morfológicas y posteriormente se aplicó al desarrollo de

la Neuroendocrinologia.

A las células neuroaecretoras especializadas capaces de trans

formar una señal neural proveniente de las sinapsis aferentes, en una

señal hormonal liberada al LCRo al plasma, se las conoce como "trans
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Fig. 2: Esquemade transducción neuroendócrina.El transductor neurcendócrinc es una célula neurosecretoria
especializada capaz de traducir la información neural prove

' niente de sinapsie aferentes en respuesta hormonal liberada
al LCRo al sistema circulatorio sanguíneo.



ductores neuroendócrinos"l (Fig. 2).

Tal comose observa en la Fig. l, las neuronas neuroseoretorias

responsables de la sintesis y liberación de las hormonaspeptidicas hi

pofísiotropas se hallan bajo el control del SNCa través de 1a sinapsis

de nEuronas fundamentalmente monoaminérgicas, dado que los neurotrans

mísores liberados en el espacio sináptico son principalmente monoaminas:

dopamina, norepinefrina (NE) y serotoninaz,

Debe destacarse que la función de los neurotransmisores monoami

nérgicos de alterar la actiyidad de la neurona peptidérgica es análoga
a la de otros sistemas de control neuroendócrino localizados fuera del

cerebro propiamente dicho. Estos incluyen entre otros, la inervación

noradrenérgica de la glándula pineal la cual deriva del ganglio cervi

cal superior (BCS)y controla la sintesis de la hormonapineal melato

nina.

Por lo tanto, los sistemas aqui mencionados, el complejo hipo

tálamo-hipofisario y la glándula pineal actúan comotransductores neu

roendócrinos al liberar hormonasen respuesta a señales neurales afe

rentes.

l-2.- Transducciónendocrino-neural.

Existen, a su vez, otras neuronas hipotalámicas más tipicas que

las anteriores que hacen la conversión inversa: transforman señales

hormonales que les llegan por via sanguínea o desde el LCRen cambios

en su actividad eléctrica neuronal. Para adoptar la mismanomenclatu

ra, dichas estructuras deberian llamarse "transductores endocrino-neu

rales“ (Fig. 3). Cabe recalcarse que prácticamente no existe hormona

que, aplicada por microiontoforesis. no haya producido cambios en la

actividad eléctrica de grupos hipotalámicos aislados}.

Las hormonas pueden producir muchos de los efectos de retroali



TRANSDUCCION EN DOCRINO- NEURAL

. señales hormonales
mleroctuando con receptores/V

V050
sanguíneo J \ N

gO O
,( 2

neurona postsináptico
“ transductor
endocrino-neural"

Fig. 35 Transducción endocrino-neural.
Los transductores endócrino-neurales son neuronas capaces de
transformar señales hormonales que les llegan por vía aanguí
nea o desde el LCRen cambios en su actividad eléctrica nor
mal.



mentación central no sólo alterando la velocidad de liberación o

despolarización y repolarización eléctrica por parte de las neuronas

efectoras, sino que pueden interactuar con la maquinaria bioquímica

de las neuronas modificando la actividad del neurotransmisor. Pueden

estimular o interferir en la biosintesis y transporte axonal de enzi

masque participan en la biosintesis del neurotransmisor; alterar la

disponibilidad de precursores o coFactorea; interferir con el almace

namiento o liberación del neurotransmisor; antagonizar o potenciar

los efectos del neurotransmisor sobre el receptor; bloquear el procg

so de recaptación o inhibir las enzimas responsables de la degrada

ción del neurotransmisor (Fig. h). Asi por ejemplo, en la eminencia

media hipotalámica se ha comprobadoque la actividad de la tirosina

hidroxilasa, enzima limitante en la biosintesis de la NE, puede altg

rarse por distintos tratamientos endócrinos, incluyendo la castración

y hormonas sexuales“.

l-3.-Transducción endócrino-endócrina.

Datos recientes de la literaturas, sugieren la existencia de un

tercer tipo de interacción en neuronas hipotalámicss consideradas ini
cialmente comotransductores neuroendócrinos. La coexistencia de re

ceptores para estradiol y 5a(-dihidrotestosterons, revelados autorra

diográficamente, en neuronas hipotalámicas que contienen hormonas hipo

fisiotropas comoLHRH,visualizadas inmunohistoquimicamentes’6, indican

que dichas neuronas poseen propiedades quimiorreceptivss que les permi

ten detectar cambios en las concentraciones de hormonas en plasma y

convierten una señal hormonal (p. ej.: esteroides) en otra, también

hormonalpero de distinta especie, liberada al sistema porta hipofisa

rio (LHRH).Siguiendo con la nomenclatura, este tipo de interacción

se deberia denominar: "transducción endócrino-endócrina" (Fig. 5).



SITIOS POSIBLES DE MODULACION DE LA ACTIVlDAD NEURAL

POR HORMONAS

l - lx EWa macenomlenlo ® . .

99 ’ OE
síntesis —/ 9 mecanismos

y transportÏ‘Q) NG) xica. E postsínaplicos

terminal %\ X OE
neural //f

metabolismo
presinoptico

Fig. h: Las hormonaspueden afectar: 1) la síntesis y transporte de
sustancias a lo largo del axón, 2) el almacenamiento del neg
rotransmisor, 3) su liberación, b) su metabolismopresinápti
co, 5) su recaptación neuronal, 6) la interacción con el re
ceptor, 7) el metabolismo postsináptico del transmisor y 8)
los Fenómenosmetabólicos desencadenados por el neurotransmi
sor en la postsinspsis.
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Fig. 5: Esquemade transducción endócrino-endócrina.
Los transductorea endócríno-endócrinas son neuronas neurose
cretoras capaces de detectar, a través de receptores, seña
les hormonales que las llegan por vía sanguínea o desde el
LCRy transformarlas en otra señal hormonal que liberan al
plasma a al LCR.
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Es decir, más de un mecanismo de transducción puede coexiatir

en la mismaneurona hipotalámica y, por lo tanto, surge claramen

te la necesidad de considerar el balance neto entre fenómenos neu

roendócrinos, endocrino-neuralea y endócrino-endócrinos al analizar

los mecanismos subcelularea que median la acción de una determinada

hormona sobre un proceso central monoaminérgico.

Se conoce muy poco acerca de cómo operan dichos mecanismos en

el hipotálamo para resultar en una respuesta final integrativa. Aún

en el caso del sistema hormonal más estudiado, el de las hormonas

reproductivas, el conocimiento es sólo fragmentario. Si bien es cie;

to que se.ha avanzado muchoen el estudio de las fluctuaciones diná

micas de las diversas hormonasreproductivas, se desconocen práctica

mente en su totalidad los mecanismosy sitios intracelulares involu

crados en la acción de los esteroides sexuales y hormonashipofisa

rias sobre las neuronas hipotalámicaa o, inversamente, la forma en

que los impulsos neuralea aferentea modulan la respuesta de neuro

nas u otros grupos celulares a variaciones en loa niveles plasmáti

cos de las hormonas. Por ejemplo, es posible que los receptores in

tracelulares para hormonasgonadsles presentes en el hipotálamo u

otras áreas del SNCestén modulados por la actividad neuronal, o que,

los efectos de las hormonasgonadsles sean postsinápticamente regulg

dos por neurotransmisores y de esta forma se controle la respuesta

de la neurona a la hormona. También es factible que alguno de los a

contecimientos metabólicos que siguen a la interacción neurotransmi

sor-receptor e incluso ella misma, sean afectados por la concentra

ción de hormona en la biofase.

La elucidación de estos interrogantes es fundamental para el es

tudio de ls fisiología del SNCen especial la del hipotálamo, para el

diseño de nuevos agentes terapéuticos que permitan su regulación far



ll

macológica y, en general, para el esclarecimiento de los procesos in

tegrativos neuroendócrinoscentrales y periféricos a nivel celular y

subcelular.

Sin embargo, debido a la complejidad anatómica de los sistemas

neuronales participantes (por ej.: la coexistencia de varias vias

neuronales inhibitorías y excitatorias y de más de treinta neurotrang

misores presuntos en el hipotálamo7ó y a la baja concentración de neu

ronas efectoras de hormonas reproductivas, el hipotálamo en si mismo

es un órgano inadecuado y una estructura muy compleja para ser exami

nado con tal objetivo.

Es preciso, entonces, recurrir a un modelo biológico a) de es

tructura y función semejante a la del hipotálamo, b) con una inerva

ción homogéneay fácilmente accesible y c) con las propiedades de te

jido efector para las hormonas.

En este sentido, bordeando las paredes de los ventrículos cere

brales existe una serie de estructuras neuroendócrinas que se denomi

nan, en conjunto, órganos circunventriculares y de los cuales la emi

nencia media es el representante más conspícuo (Fig. 6). Son ellos:

la neurohipófisis, la glándula pineal, el órgano vasculoso de la lámi

na terminal , el órgano subfornical, el órgano subcomisural y el á

rea postrema. Todasestas estructuras poseen la caracteristica pecu

liar de hallarse Fuera de la barrera hematoencefálica, a pesar de es

tar ubicadas en el cerebro. Es decir, en estas regiones el endotelio

capilar no restringe la distribución de las sustancias; la mayorpar

te de ellas, ionizadas o no, difunden por lo menossl liquido inters

ticial siendo la distribución limitada principalmente por la conjuga

ción a proteínas plasmáticas. Esta caracteristica, que les permite ac

tuar comoverdaderas "ventanas" por las que el cerebro toma libre con

tacto con el medio interno, es evidentemente Fundamental en cuanto a la
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lcm

Fíg. 6: Organos círcunventrículares (en negro) del cerebro humana
(sección mediosagital).
AP: área postrema; INF: ínfundíbuln y eminencia medía del
hiputálamu; PN: para nervosa de la hipófisis; ÜULT:organum
vasculosum lamina terminalie; PI: píneal; DSC:órgano sub
cumisural; DEF:organo subfornical. Otras estructuras reppg

'sehtadas en la Fíg. son: BC: cuerpo calloso; F: fórníx; CM:
cuerpos mamilares; MI: masa intermedia; QD: quíasma óptico;
PD: gara distalis de la adenohipófísis; PEC: pedúnculo ce
rebral; PRÜT:protuberancia.
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posibilidad de mecanismosde interacción nauroendócrina.

El objetivo de este trabajo de tesis es aportar evidencias ex

perimentales que revelen que la unidad funcional glándula pineal-GCS,

dadas sus caracteristicas anatómicas y fisiológicas, es un buen mode

lo para el estudio de las interrelaciones entre señales neurales y en

dócrinas, en particular las referidas al sistema reproductivo.

Én esta parte de la Introducción se hará una breve revisión de

la anatomía y fisiología de la glándula pineal y del GCS.

2.- La glándula pineal.

Luego de una etapa inicial de escepticismo, el estudio de la

glándula pineal ha pasado a adquirir máximointerés Fisiológico. Su

descripción anatómica precedió a la de muchos órganos endócrinos y,

ya en el siglo III A.C., Herófilo la vinculó a funciones valvulares

regulatorias del "flujo" de la memoria, siendo considerada luego co

mouna válvula que regulaba el flujo del LCR. Galeno, en el siglo II,

describió su anatomia en detalle y la llamó cornarium (del griego,

piña), denominación que ha perdurado (los nervios simpáticos que pe

netran a la glándula por su polo caudal se llaman canarios). Galeno

supuso que la pineal servia de sostén para la masa de venas cerebra

les que recorren la cara posterior y dorsal del diencéfalo. Su nom

bre actual, sin embargo, proviene del anatomista inglés ThomasGibson

quien, en 1682, recurriendo a analogías genitales, la describió como

un Regis suspendido sobre y entre los tubérculos cuadrigéminos infe
riores (testes).

Una de las concepciones más antiguas sobre la función pineal se

originó probablemente en los Uedas y fue popularizada en Occidente por

Descartes (1596-1650). quien, en su descripción del reflejo neuromus

cular, supuso que la glándula participaba en la convección del "espi
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ritu" desde la sangre a los ventrículos cerebrales. De aqui la noción

que el alma se ubicaba en la glándula pineal, idea que indudablemente

influyó para su vinculación posterior con la enfermedad mental.

La era actual del conocimiento pinesl se inicia en l95h con el

libro de Kitay y Altschule "The Pineal Glsnd", quienes recopilaron

los trabajos publicados hasta la fecha y concluyeron que pueden str;

buirse a la pineal tres propiedades probables: 1) participación en el

control de la función reproductiva; 2) participación en la respuesta

cromática de la piel de los vertebrados inferiores a los cambios de

1a luz ambiental y 3) vinculación con la conducta.

Unosaños más tarde, en 1959, Lerner y col.B aislaron e identifi

caron el factor pineal aclarador de la piel de los anfibios, la mela

tonina. Esta sustancia era capaz de reproducir los efectos de los ex

tractos pinesles y de revertir los cambios inducidos por ls pinealec

tomia. Estudios fisiológicos y anatómicos de varios laboratorios reve

laron que la síntesis de melatonina en los mamíferos es controlada por

la luz ambiental a través de uns via neural cuya estación final son

9’10. En 1965, dos hechos contribulas neuronas simpáticas del GCS

yeron a consolidar el concepto que la pinesl es un órgano neuroendó

crino activo en los mamíferos. Hoffmany Reiter demostraron que la

oscuridad o fotoperíodos cortos inducen marcados cambios gonadales en

el hamster, que pueden ser totalmente suprimidos por la pinealecto

miall. En este mismo año, Axelrod y Murtmanpropusieron el término

"transductor neuroendócrino". al que ys se ha hecho referencia, para

describir a la pineal comouna estructura que convierte un estimulo

neural proveniente de la retina y originado por la luz ambiental en

una respuesta endócrina: la producción de melatonina. Esta definición

de la glándula permitió sintetizar el conocimiento acumuladoprevia
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mente por anatomistas, bioquímicos y .fisiólogos. Ea de destacar que,

en la actualidad, estos conceptos se han extendido y verificado en di

versos tipos de vertebrados, incluído el hombre.

2-l.- Anatomía

El complejo pineal se desarrolla a partir de una evaginación tu

bular del techo del diencéfalo, por lo tanto, las células pineales ca

racterísticas, los pinealocitos, si bien no son células nerviosas en

el sentido estricto, derivan del neuroepitelio embrionario. En el hom

bre, donde ya es evidente en el segundo mes de vida intrauterina y

llega a pesar lÜÜ-ZÜDmgen el adulto, está ubicada en el borde poste

rior e inferior del cuerpo calloso, entre ambostubérculos cuadrigémi

nos superiores (Fig. 6). Se halla encapsulada por la piamadre desde la

cual le llegan los vasos sanguíneos, fibras nerviosas amielínicas y es

troma de tejido conjuntivo.

La glándula pineal se caracteriza por una gran variabilidad anató

mica e través de la escala zoológicalz. En 1918, el anatomista suizo

Holmgrenobservó, mediante el empleo del microscopio, que la píneal de

los anfibios contenía células semejantes a los fotorreceptores retinia

nos; esto le llevó a sugerir que la pineal en estas especies funcionaba

comoun "tercer ojo". Ciertamente en los vertebrados inferiores la pi

neal actúa comoun fotorreceptor que envia información directamente al

cerebro mediante axones que forman el tractus pinealis o nervio eferen

te pineal. Conel desarrollo filogenético estas estructuras morfológi

cas para 1a percepción directa de la luz se van perdiendo gradualmente,

asi como 1a conexión directa con el SNC y ae transforman en órganos de

secreción interna. En los mamíferos, la pineal es una glándula endócri

na carente de función sensorial cuyo metabolismo es controlado por la
luz a través de un mecanismomultisináptico que, originado en la reti
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EVOLUCION FILDGENETICA DE LA RESPUESTA PINEAL A LA LUZ AMBIENTAL
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Fig. 7: Evolución filogenétioe del órgano pineal.
En los vertebrados inferiores actúa comoun fotorrecegtor que
transforma la señal luminosa ambiental en señal neural efereg
te hacia el SNCa través del nervio pineal. En las aves pre
senta un estadío intermedio de transductor fotoggdócrino. Po
see Fotorreceptores rudimentarios que, si bien carecen de ne;
vio eferente, tienen una cierta capacidad de transformar la
.energía luminica en respuesta secretoria (13). En los mamífe
ros pierde ls propiedad fotorreceptora (transductor neuroen
dócrino) siendo la conexión con la retina,neural. Las neuronas
simpaticas del GCSson la vía final comúnpara el control fóti
co de la glándula pineal.
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na-involucra los nervios simpáticos periféricos (Fig. 7).

El pinealocito, o célula parenquimatosa pineal, es el componente

más importante en la glándula pineal de los mamíferos. Existen motivos

sustanciales para suponer que los aspectos bioquímicos y funcionales

especificos de la glándula pineal están vinculados a la presencia de

dichas células. La glándula pineal puede considerarse una estructura

relativamente homogénea. Los pinealocitos representan el 85%de la ma

sa pineal, estando el resto constituido por células gliales que se dis

tribuyen comoelementos de sostén y por terminales nerviosas.

Comotodo órgano circunventricular, la pineal se halla fuera de

la barrera hematoencefálica. Los pinealocitos emiten. en su mayoria,

prolongaciones o "procesos" citoplasmáticos que terminan en los espa

cios perivasculares o contacten con la cavidad ventricular, lo que

constituye 1a base anatómica para la secreción de hormonas hacia am

bos compartimientos (Fig. 8). Es de hacer notar que la pineal posee

un sistema vascular profuso y el flujo sanguíneo por gramode tejido

se halla entre los más altos del organismo, evidencia contraria a1

carácter vestigial otorgado otrora a la glándula.

Unode los principales problemas no resueltos aún por los anato

mistas es el sitio intracelular de producción y almacenamientode las

hormonaspinealesls. Se acepta, en general, que las vesículas secreto

rias presentes en los pinealocitoa contienen una sustancia probablemefl

te glucoproteica, sintetizada en el reticulo endoplásmicogranular.y

transportada y concentrada en los sáculos del reticulo de Golgi. La

formación y liberación de estas vesículas muestra un ritmo circadiano

y depende de la integridad de la inervaciónls. Si bien se ha propuesto

que tales vesículas son el sitio de almacenamientodel o de los prin

cipios endócrinos pineales, no existe aún prueba experimental al res

pecto. La posibilidad que la vesícula secretoria contenga tanto la sus



Diagrama de una sección de la glándula pineal humana
(A)'y (B): pínealooítos: (C): procesos citoplasmáticos
de los pínealocitos en las proximidades del espacio pgrivascular.

1h
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tancia proteica comoun derivado índólico (melatonina o serotonina)

constituye la extensión al pinealocito del concepto de célula APUD

(amine precursor uptake and decarboxylation)15. En efecto, existen

evidencias autorradiográficas que apoyanla localización preferencial

de la serotonina en la matriz de las vesículas secretorias de las cé

lulas parenquimatosas pinealesls. La glándula pineal posee la concen

tración de serotonina más elevada de todo el organismo, así comolos

niveles más altos de otras amínas bíógenas (ver biosíntesis de mela

tonina).

En la rata, aparte de las características aqui expuestas, la

glándula pineal presenta varias peculiaridades. Posee una ubicación

superficial debajo de la calota entre amboshemisferios cerebrales,

Justo por delante del cerebelo. Esto hace posible que su extirpación

pueda realizarse en menos de 20 segundos después de 1a decapitación

del animal, ya que queda visible al levantar la tapa ósea craneana.

Ello representa, indudablemente, una ventaja respectockala pineal de

otras especies (como, por ej., los primates), en las que se halla

cubierta por los hemisferios cerebrales. Además,otra caracteristica

es su forma y tamaño: es un órgano aproximadamente esférico de 1-1.5

mm.de diámetro, lo que permite usarla in vitro comocultivo de órr

gano inmediatamente después de su extirpación sin necesidad de proce

der a 1a obtención de cortes que no siempre son representativos del

tejido en cuestión. Sus dimensiones hacen Factible la difusión homo

génea in vitro,desde y hacia el centro del órgano, de las sustancias

en estudio.

2-2.- Inervación

La síntesis de melatonina y, en general la actividad pineal,

exhiben un ritmo diario, con máximosdurante el período de oscuridad.

La información sobre el estado de la luz ambiental converge a la
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glándula pineal por una via multisináptica originada en la retina y

que en sus últimos pasos utiliza los nervios simpáticos periféricos

o autónomos. Es decir, la pineal de rata, a pesar de ser una parte

del SNC,no posee conexión directa con el cerebro.

Las distintas etapas de la via neural están esquematizadas en

la Figw 9. Se considera hoy comoestablecido ( en particular luego

de los estudios de Moore17) que las neuronas de la capa ganglio

nar de la retina proyectan bilateralmente sobre neuronas del núcleo

supraquiasmático. El núcleo supraquiasmático, zona central de control

de varios ritmos circadianosljï proyecta hacia el hipotálamo periven

tricular, hipotálamo lateral y columnaintermedio-lateral de la mé

dula cervical donde se originan las fibras preganglionares dei GCS

(Fig. 9). Las fibras simpáticas postganglionares utilizan comoneurg

transmisor a la NEy alcanzan a la glándula píneal por dos vias. Un

grupo sigue la distribución de los vasos sanguíneos y termina en el

espacio perivascular'lgy'en las cercanias de los procesos de los pi

nealocitoszo; otro grupo penetra a la glándula por el polo caudal

formandolos nervios conarioa. Estas terminales tienen distribución

parenquimatosa y perivascular, confirmada por estudios con microsco

pio electrónico21. Las brechas aparentes entre las terminales ner

viosas y el paránquima celular parecen tener muchasde las caracte

risticas morfológicas de una sinápsis.

Por lo tanto, dada su inervación profusa y exclusivamente nors

drenárgica proveniente del BCS,la glándula pineal de la rata es un

modeloúniéo para el estudio de los factores que regulan la sintesis

de monoaminas y de sus mecanismos de acciónzz. Además por su inusual

mente alta densidad de terminales nerviosas simpáticas, provee una he

rramienta experimental para el estudio de la morfología de la neuro
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na noradrenárgica.

En la rata, el GCSse halla ubicado ventralmente en el cuello,

lo que lo hace fácilmente manipulable y con posibilidades de desa

ferentación (descentralización) o de extirpación (ganglíectomia ce;

vical superior). Ambosprocedimientos han sido utilizados en este

trabajo y se describen en Materiales y Métodos. Este hecho permite

analizar, a'su vez, si las diversas señales hormonales que regulan

la actividad pineal actúan en Formadirecta sobre la glándula: trans

ducción endócrino-endócring y/o su inervación (terminales neurales,

GES,via neural multisináptica aferente al ganglio): transducción en

dócrino-neural.

2-3.—Fisiología pineal. La glándula pineal comgórgano endócrino re

gulador de la función reproductiva

Desde el punto de vista endócrino, la glándula pineal ha conci

tado en años recientes gran interés comoórgano integrador de seña

les originadas por variables ambientales, en particular, cambiosen

la luz ambienta123' a. En los últimos 15 años, la investigación fi

siológica y farmacológica sobre la glándula pineal ha obtenido ola

ras evidencias acerca de su intervención en mecanismosde regulación

central, de la adenohipófisis, gonadas, tiroides y corteza suprarre

nal (Tabla l).

El mayor ímpetu para su estudio ha provenido, sin embargo, de

observaciones que correlacionan a la glándula pineal con el control

de la función reproductiva 1Ï La pínealectomia altera el estado re

productivo de la mayoria de las especies estudiadas en su habitat ng

tural. La ablación pineal en ratas hembra o machoanula los efectos

antigonadales que normalmente ocurren cuando se les sxtirpan los ojos
11

para dejarlas ciegas . Si se somete a hamsters a .privación de luz
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TABLA 1

Cambiosendócrinos producidos por la pinealectomia y por la adminis
tración de melatonina.

PINEALECTÜMIA ADMINISTRACION DE MELATÜNINA

Función gonadal

HOMBRE

Tumorespineales con destruc
ción parenquimatosa producto
res de pubertad precoz. (ll,
2h).

Inhibición de la liberación de LH
y hormona de crecimiento (11,2h).

HAMSTER

Abolición de_la atrofia go
nadal estacional con depre
sión de FSH y LH plasmáticas
o inducida por la oscuridad
o la ceguera (ll).

RATÜN

Abolición de la atrofia gona
dal estacional o inducida por
la oscuridad o 1a ceguera (25).

HURÜN

Retardo en la entrada en la
estación de apareamiento. Re
tardo en la involución gona
dal (26).

Inyectada en la última parte del
período de luz produce la regre
sión gonadal. Implantada s.c. pro
duce un efecto semejante a la pi
nealectomia (ll).

Regresión gonadal (25).

Regresión gonadal (26).

“GERsIU

Abolición de la atrofia gona
dal estacional o inducida por
la oscuridad o la ceguera (11).

RATA

Apertura vaginal precoz (11).
Incremento en peso testicular
y ovárico y aumento en los
niveles plasmáticos de testos
terona, FSH, y LHen ratas a
nósmicas o desnutridas, en os
curidad (11).
Reversíón de los efectos inhi
bitorios de la oscuridad sobre
la Función gonadal de ratas ag
drogenizadas (ll).
Ovulación temprana luego de ad
ministrar PMSs ratas impúberes(ll).

Regresión gonadal (ll).

Apertura vaginal retardada (13).
Disminución del peso testicular y
de órganos accesorios (13). Dismi
nución en los niveles plasmáticos
de testosterona, FSH, LH(13, ll).

Inyectada simultáneamente con tes
tosterona inhibe la androgenizacíon
de hembras recién nacidas (ll).

Inhibición de la liberación de LHy
y la ovulación. Inhibición de la des
carga de LH y de la ovulación que si
guen a la inyección de PMSa ratas in
maduras (13, 11, 27)
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Eliminación del máximonoctur- Liberación de prolactina (13,28).
no'sn prolactina plasmática.(ll).

ÜUEJA

Reducción de loa efectos del fig Bloqueo delincremento postcastración
toperiodo.en la concentración de LHplasmática (30).
plasmática de prolactina y tes
tosterona (29).

CIERVÜ

Alteraciones en el desarrollo'
puberal y el apareamiento esta
cional (31)

FÜCA

Inducción de pelaje invernal y reposo
Qünadal (32).

PERRÜ

Inhibición de la respuesta hipofisaria
El LHRH (33).

AVES

Crecimiento gonadal retardado Inhibición de la función gonadal (13.
en fotoperiodos estimulatorios 36,3h,35).
(codorniz (3h), pato (35), go
rrión (3h), gallina (36)).

REPTILES

Reversión de loa efectos inhibi Inhibición gonadal (12).
torios y estimulatorioa del fok
toperíodo sobre 1a función gong
dal (12).

ANFIBIÜS

Reversión de los efectos inhibi Inhibición gonadal (12).
torios y estimulatorios del fo
toperiodo sobre la función gong
dal (12).

PECES

Reversión de los efectos inhibi Inhibición gonadal (12,37).
torios y estimulatorios del fo
toperiodo sobre la función gong
dal (12,37).

Dtras funciones hipotálamóshipofisarías
RATA

Aumentodel peso de la hipófie Inhibición de la síntesis de protei
sis y del número de mitosis. Au nas hipotalámicas. Inhibición de la
mento del contenido de tubuliní captación sinaptosomal hipotalámica
hipotalámíca. Disminución de la de serotonina. Disminución en el con
captación sinaptosomal hipotalÉ tenido de tubulina hipotalámica. Cam
mica de serotonina. Disminución bios ultraestructuralea en la eminen
en la actividad neurosecretoria cia media compatibles con alteración
del núcleo supraóptico. Induc- de la neurosecrecíón y transporte axo
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ción de la liberación diurna nal.Aumento de la liberación 9X001tá
de'hormona de crecimiento (13, tica de neurotransmisores y LHRH.Au
3B,39). mentochHRH hipotalámico. Inhibición

de la liberación de prostaglandinas
en el hipotálamo (13,51,38,39,h0).

Función tiroides
RATA

Hipertrofia tiroides. Aumento Disminucióndel peso de la tiroides.
de TSH en plasma. Incremento Aumento de TSH en plasma13 isminude la captación de 1311 y se- ción en la captación de (“2,“5).
creción de hormonastiroideas
(#2,h3).

HAMSTER

Abolíción de la disminución en Disminución de tiroxina plasmática
tiroxina plasmática producida (#3).
por la oscuridad (#3).

Función suprarrenal
RATA

Aumentoen el peso de la corte- Disminución del peso suprarrenal y
za suprarrenal. Incremento en de la hipertrofia adrenal compensa
los niveles hipofisarios de ACTH toria. Disminución en los niveles
y en la secreción de aldosterona plasmáticos de corticoides y aldos
y corticosterona. Aumentoen re- terona (l3,h2).
nina plasmática e hipertensión.
Abolición del ritmo diurno en
dopamina-f5-hidroxilasa adrenal .
Hipertrofia y aumento de la in
corporación de tirosina en célu
las medularea (13,hh,b2)o

Páncreas
RATA

Hipertrofia de células parati- Disminuciónde la balcemiarpor Sá
roideas. Aumentode la calce- a metoxitriptamina(h2). '
mia (AZ).
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por lesión ocular o por exposición a fotoperíodos de menos de 12.5 h

de luz por día, las gonadas regresionan en 8 a lÜ semanas; sin embar

go, en animales pinealectomizados, esta regresión no se produce, lo

cual indica que el efecto del fotoperiodo sobre el eje neuroendócrino

gonadal es mediado por la glándula pineal ll. Observaciones semejantes

se han efectuado en otras especies y están resumidas en la Tabla l.

Analizados en conjunto, dichos resultados indican que la glán

dula pineal produce una sustancia antigonadal en respuesta a condicio

nes ambientales que afectan la actividad gonadal (longitud del foto

periodo) y han permitido la elaboración de una hipótesis coherente so

bre la participación de la glándula en la regulación neuroendócrina.

Deacuerdo a esta hipótesis, la glándula pineal constituye ante todo

un transductor que convierte la información fótica que le llega por

via neuronal desde la retina, en una señal endócrina. Tal informaciónoue

consiste primariamente en la lectura del fotoperiodo, regula el ingrg

ao o la salida de la estación de apareamiento y, por lo tanto, desem

peña un papel fundamental en la sincronización de la reproducción y

de la función endócrina en general, con las condiciones más favorables

para 1a sobrevida de la criall. Unacaracteristica fisiológica de im

portancia de la glándula pineal es la tendencia a la compensación de

la mayoria de las secuelas endócrinas de la pinealectomía (excepto

las relacionadas a la desincronización circanual), lo que ubica a es

ta estructura en su correcta perspectiva de órgano modulador más que

trófico neuroendócrino y vinculo necesario para la sincronización de

la función endócrina con los cambios ambientales circadianos y circa

nualea. La pinealectomia no elimina la actividad anual de las gonadas

sino que la retrasa o acelera. Esta es la razón por la cual los ani

males sometidos a condiciones ambientales constantes de luz y tempe
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ratura, comola rata de laboratorio, los efectos de la pinealectomia

están muyatenuados por hallarse la función pineal deprimida y se re

quiere la exposición a fotoperiodos normales para la especie (2-3 h

de luz escasa intensidad por dia) para que se exterioricen en forma

plena. En la especie humana, sólo en condiciones extremas de ilumina

ción, comoen las poblaciones ubicadas al norte del Circulo Articoll,

se observa la estacionalidad del fenómenoreproductivo.

La existencia de una sustancia antigonadal pineal ha sido com

probada fehacientemente mediante numerosas observaciones en las que

la administración de extractos pineales, tanto crudos comoparcial

mentepurificados, produjo alteraciones de la función reproductiva.

Asi, por ejemplo, la inyección de distintos extractos pineales indu

Jo: a) disminución del peso de las gonadas y de los órganos sexuales
b h

accesorios 5’ 6 b) inhibición de la hipertrofia gonadal compensato

riaw'l‘a'h9 c) reducción de los niveles plasmáticos de Lth’SÜ y d)
51esterilidad .

2-h.«Hormonas Eineales

Hasta el momentotres familias de compuestos con actividad so

bre 1a función reproductiva han sido aislados de estos extractos:

los metoxindoles, de los cuales 1a melatonina es el prototipo93, pep

tidos antigonadales de bajo peso molecular, comopor ejemplo, la ar

ginina vasotocina y proteinas del tipo de la GIS ("gonadotrophin inhi

biting substance"P2. La masa de información sobre los metoxindoles

excede en mucho1a de los restantes grupos, ya que constituyen la pri

mera familia de hormonas pineales aisladas en forma pura8 .

2-h-1.-Metoxindoles

A) Biosíntesis

La melatonina (N-aoetil-S-metoxitriptamina), prototipo de una
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familia de compuestos biológicamente activos, los metoxindoles, es

sintetizads por la glándula pineal de todos los vertebrados, inclu

sive el hombre. El descubrimiento de esta hormona, capaz de repro

ducir los efectos de la administración de extractos pineales y re

vertir las secuelas endócrinas que siguen a la pinealectomia, brin

dó las primeras bases bioquímicas para el análisis experimental de

la función pineal.

En 1959, Lerner y col.8, quienes se hallaban en la búsqueda de

un factor pineal aclarador de la piel de los anfibios. aislsron e i

dentificaron la melatonína en extractos de glándulas pinesles bovinas.

Este compuesto demostró ser 105 veces más potente que la NE en prodg

cir aclaramiento dérmico: lÜ-lBQ/ml de melatonína inducen efectos de

tectables microscópicamente en larvas de anfibios, lo que ha permiti

do el desarrollo de un bioensayo muysensible para su determinación.

Los efectos de la melatonína sobre ls pigmentación dérmica en los ma

miferoa son muchomenos marcados y probablemente indirectos, a tra

vés de la modificación en la secreción de hormonashipofisariass3.

En cambio, en estos animales, la melatonína ejerce efectos significa

tivos sobre otra estructura neuroectodérmica, el SNC,y particular

mente a nivel de los centros integrativos neuroendócrinos (Tabla l).

A la caracterización de la melatonína siguió la demostración,

por Axelrod y col.9, de la presencia en ls glándula pinesl de las en

zimas necesarias para su sintesis a partir del aminoácidoesencial

triptofano (Fig. 10). Dicha biosíntesis se inicia con ls captación

de triptofano por los pinealocitos. parte del cual se utiliza para la

sintesis proteica, mientras que una porción cuantitativamente mayor

es convertida a indolaminas. El paso inicial lo constituye la oxida

ción del triptofano s S-hidroxitriptofano por acción de la enzima

triptofano-hidroxilasa, reacción que requiere la presencia de Fe++, 02
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y pterídina reducida; La enzima se halla probablemente insaturada en

condiciones fisiológicas, ya que el Kmpara el triptofano es mucho

mayorque las concentraciones de aminoácido libre presentes en la

glándula, por lo que es Factible que los niveles de triptoFano cir

19. El 5-hidroxiculantes controlen la síntesis de serotonina pineal

triptofano es descarboxilado por acción de una descarboxílasa de re

lativa especificidad, que participa también en la biosíntesis de ca

tecolaminas. Las concentraciones de serotonina pineal resultantes son

las más altas del organismo y muestran un marcado ritmo diario, con

máximosniveles durante el período de luz, los que decaen abruptamen

te durante la oscuridad, fase de síntesis máximade melatonina (Fig. ll).

Unavez sintetizada la serotonina,una fracción (30%)pasa a las termi

nales nerviosas simpáticas píneales, donde es almacenada en vesículas

Junto con la NESQ'SS.

Más del 90%de la serotonina producida fuera de la glándula pi

neal, por ejemplo en los núcleos del rafe mesencefálico, es metaboli

zado por deaminacián oxidativa, por acción de la enzima MAD,la cual

convierte a la serotonina en un aldehido inestable que se reduce u

oxida respectivamente a 5-hidroxitriptofol y 5-hidroxindolacético. La

MADse encuentra también en la glándula pineal en forma de 2 enzimas:

tipos A y B, con localización en las.terminales neureles y pinealoci

tos respectivamente y participa en la metabolización de la serotonina

19 . Sin embargo, la vía específica endüpineal, así como de la NE

crlna del metabolismo pineal de la serotonina es su conversión a me

latonina, la que comprendedos reacciones enzimáticaslg. En primer

término. la serotonina es acetilada a N-acetilserotonina por acción de

la enzimaserotonina-N-acetíltransferasa; luego otra enzima,.la hidroxig

dol-Ü-metiltransferasa, transfiere un grupo metilo de la S-adenosil me

tionina a la posición 5-hidroxi de la N-acetilserotonina, resultando
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en la formación de melatonina (Fig. 10). La hídroxindol-D-metiltrang

ferasa tambiénconvierte al 5-hidroxitriptofol y 5-hidroxindolacéti

co en sus respectivos derivados metilados: S-metoxitriptofol y S-me

toxindolacético, de actividad hormonal. (Fig. 9).

La serotonina-N-acetiltransferasa se encuentra en varios teji

dos del organismo, mientras que la hidroxindol-Ü-metiltransferasa sé

lo se detecta en la glándula pineal, en la retina y en una estructu

ra orbitaria particular, la glándula harderianal3. La posibilidad de

sintesis extrapineal de melatonina, sugerida por estos estudios, fue

confirmada años después por la descripción de niveles residuales de

melatonína luego de la pinealectomia g¡por 1a identificación inmu

nohistoquimica de melatonina en la retina y glándula harderisnalz.

Es posible que en la retina la melstonina partícipe comose ha'pos

tulado previamente13 en la regulación del epitelio pigmentario.

La capacidad de estas enzimas pineales, la N-scetiltransferasa

y la hidroxindol-U-metiltransferasa, de responder rápidamente a cam

bios en la luz ambiental, con valores altos durante la noche y bajos

en el dia9(Fig. 11) tiene un corolario obvio. Los ciclos normales de

luz y oscuridad a los cuales se hallan expuestos la mayoria de los

animales y el hombre inclusive, genera un ritmo paralelo en la pro

ducción de melatonins. Esto provee al organismo de una señal circu

lante tiempo-dependientepotencialmente utilizable para sincronizar

ritmos biológicos con el estado de luz ambiental (circadianos, cir

canuales).

B) Metabolismo de la melatonina

Se ha establecido, por técnicas de radioinmunosnálisis, que la

glándula pineal almacena y metaboliza una fracción minima de la me

latonina que sintetiza. Por lo tanto, la variación diaria en la big
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sintesis y contenido tisular del metoxindol es un indicador confia

ble de la secreción glandularlg. La concentración de melatonina en

la glándula pineal humanavaría entre 0.05 y Ü.h ug/g56 y en el plag

ma oscila entre lD y 3DGpg/m157. En este compartimiento circula uni

da a la albúmina en un 60%, lo que no es detectable en el LCR13'58.

El complejo melatonina-albúmina es fácilmente disociable y 1a presea

cia de la proteina ligadora no modifica la actividad biológica de la

hormonal}.

El hígado es el principal sitio de inactivación de la melatoni

na; en él se hidroxila a un compuesto carente de actividad biológica,

la 6-hidroximelatonina, que se excreta en orina y haces conjugado con

ácido glucurónico o sulfúrico (Fig. 10). La melatonina también se ex

creta en forma libre por orina, detectándose en humanosun claro rit

modiario con 60-80%de las cantidades totales excretadas entre las

2300 y D7ÜDré6Lacaracterización de los metabolitos cerebrales de

la melatonina (los que no incluyen los 6-hidroxiderivados) fue rea

59, quienes verificaron la ruptura del anilizada por Hirata y col.

llo indólico (Fig. 10).

Los compartimientos hacia los cuales se secreta la melatonina

producida por la glándula pineal no están identificados hasta el pre

sente. Se ha sugerido que el LCRpuede ser más importante que el

plasma; sin embargo, el estudio de la velocidad de secreción hacia

amboscompartimientos indica que la transferencia hacia el plasma es

cuantitativamente más importante, aunque no puede descartarse que di

cho pasaje sea posterior a una secreción inicial en el LCR5%

C) Sitios y mecanismo de acción

En la Tabla l se enumeran diversos efectos endócrinos de la me

latonina; varios de ellos son compartidos por su análogo pineal, el
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5bmetoxitriptofol (Fig. 9) que se halla presente comohormonaci;

culante en varias especies, inclusive en el hombregn.

El tratamiento con melatonina revierte. en distintos anima

les la mayoria de las secuelas endócrinss de la pinealectomia (Ta

bla l). Su sitio primario de acción está ubicado, probablemente,

a nivel del SNC, ya que la hormona afecta, actuando sobre el hipo

tálamo13 61y la adenohipófisis . la liberación de varias hormonas

hipofísarias (mecanismosde transducción endócrino-endócrinos y/o

endócrino-neurales). Estudios de captación preferencial de la hoz

monatritiada luego de su administración in vivo sugieren también

un sitio de acción centralez. Recientemente, la descripción de

receptores para melatonína en preparaciones de membranade distin

tas regiones de tejido cerebral bovino. especialmente el hipotála

momediobasalé3, sustentan desde el punto de vista bioquímico la

existencia de dichos procesos de interacción neuroendócrina para

la hormona en el SNC.

Asimismo, varios indicadores de la función hipotalámica son

modificados por el tratamiento con melatonina; estos comprendenla

concentración de serotonina 9 ácido gammaaminobutiricofiï la libe

ración y recaptación sinaptosomal de neurotransmisores38, la libe
hl 'ración y contenido hipotalámico de LHRH y la sintesis de protei

39,65nas, en particular de tubuline . Existe una relación significg

tiva entre melatonina y fenómenosrelacionados al sistema de micrg

39’66 sugierentúbulos neuronales. Los resultados de varios trabajos

que una serie de efectos aparentemente distintos de la melstonina

en los seres vivos (migración de pigmento.en la piel de los anfibios,
inhibición de 1a mitosis celular. cambios neuroendócrinos en verte

brados superigres) pueden tener un mecanismo común: la modificación
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"de proteinas contráctiles intracelulares del.tipo de la tubulina.
Otro aspecto de interés en el mecanismo de acción de la me

latonina es su similitud estructural con la indometacina (ácido

N-p- [clorobenzoil] -2-metil-S-metoxindol-B-acético), agente antiig
flamatorio que inhibe la síntesis de prostaglandinas. Esta seme

janza plantea la posibilidad que la melatonina también inhiba di

cha síntesis en los órganos que afecta. Resultados recientes in
dican que, efectivamente, la hormonapineal tiene tal propiedad

en el hipotálsmo mediobasal y úterohü. La inhibición de la sinte

sis de prostaglandinas por inyección de indometscina induce un cua

dro neuroendócrino muy semejante al observado luego de la adminis

tración de melatonina (Tabla l).

Unacaracteristica peculiar de la glándula pineal es su sen

sibilidad a la administración exógena de melatonina. La inyección

de esta hormonaafecta la concentración de lípidos pineales57; m2

-difica los niveles de serotonina pineal68 y produce cambios ultra

estructurales compatibles con estimulación glandular en varias es

pecies (ratasg, hamste 70} rstón71). En la rata, la inyección de

melatonina aumenta la actividad de las dos enzimas participantes.bn

la conversión de serotonina a melatonina (N-acetiltransferasa e hi
droxindol-Ü-metíltrsnsferasmeg.Considerados en conjunto, estos re

sultados sugieren que el tratamiento con melatonina produce una ag

tivación del proceso secretario pineal, sin compromisoneural evi

dente, ya que no se observan modificaciones concomitantes en la ug

locidad de recambio o "turnover" de NEde los terminales simpáti

cos pineales39. La demostración directa de cambios en la secreción

pineal luego de la administración exógena del metoxindol está dada

por el incremento en la concentración del neuropéptido pineal, ar
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ginina vasotocina, en el LCRdel gato luego de la inyección de me

latoninasz.

Dadoque los resultados precedentes sugieren un sitio intrapi

neal de acción para la melatonina, uno de los objetivos del preseg

te trabajo ha sido la identificación de receptores intraglandulares

de esta hormona, los que confirmarían la presencia de Fenómenosde

transducción endócrino-endócrina para la melatonina en la glándula

pineal.

2-5.-Regulación de la Función pineal

2-5-l.-Control neural

La sintesis de melatonina y, en general, la función metabólica

- de la glándula pineal muestran un ritmo diario con máximosdurante

'el período de oscuridad (Fig. ll). A través de este mecanismo, CD

moya se ha discutido, la glándula provee al organismo de una señal

utilizable para la sincronización circanual de la función endócrina

asi comopara la sincronización de ciertos ritmos circadianos.

Las variaciones en la sintesis de melatonina por la luz ambieg

tal han sido útiles para definir las vías neurales por las cuales

la luz afecta la función pineal así comola de otros órganos neurg

endócrinos (Fig. 9).

Dadolo multisináptico de la via neural aferente a la glándula

existe también la posibilidad que otras señales, si bien menos im

portantes que la luz, intervengan en el control neural de la glán

dula pineal. Así por ejemplo, el aumentotransitorio del tráfico

neuronal en el sistema simpático producido por el stress72 o por-im

pulsos sensoriales comoel sonido, cambio de temperatura, etc.19, o

el aumentosostenido originado por inyecciones neonatales de testoE
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terona73 producen también estimulación de la función pineal. Por el

contrario, la interrupción de estas conexiones por gangliectomia

cervical superior bilateral o por bloqueo adrenérgico, producen cam

bios profundos compatibles con hipofunción pineal.

La NEdescargada por las fibras postganglionares desencadena al

actuar sobre los receptores beta de los pinealocitos, una secuencia

de fenómenos que conducen a la síntesis de hormonas pineales (Fig.

9). Estos comprenden: cambios en el potencial de membrana, incremeg

to en la actividad adenilato ciclasa y en niveles de AMPcíclico,

síntesis y liberación de prostaglandinas y GMPcíclico, fosforila

ción de histonas, aumento en la síntesis de ARNy activación de las

enzimas que sintetizan melatonina (para referencias ver 9,.7h y 75).

Estos cambios bioquímicos explican el aumento de melatonina en LCR

y plasma que sigue a la exposición de los animales a la oscuridad57.

Comopuede apreciarse, el Fenómenode transducción neuroendócrina

ha sido bien caracterizado en los pinealocitos.

En el presente trabajo se discutirá y ofrecerá evidencia sobre

la presencia de receptores CK-adrenérgicos en la glándula pineal, lo

que sugiere que la misma es un buen modelo neuroendócrino no sólo

para estructuras en las que tienen lugar procesos fi-adrenérgicos,

sino también para aquéllas comoel hipotálamo donde los fenómenos

son predominantemente de tipo OL-adrenérgico.

2-5-2.-Control hormonal

Si bien la luz ambiental, como ya se ha mencionado, es el prig

cipal regulador de la sintesis de melatonina y, en general, de la

función pineal, el sistema no carece de retroalimentación hormonal

por parte de los distintos órganos cuya Función afecta. Unejemplo
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lo dan los cambios en la sintesis y concentración plasmática de

melatonina durante el ciclo astral en diversas especies comola

rate76, la oveja77 y la mujer78. superpuestos a los cambios pi- "

neales diurnos producidos por el ciclo luz-oscuridad. Estos datos

sugieren que en los pinealocitos se producen Fenómenosde trans;

ducción endocrino-endocrino.

La condición eine gua non para la existencia de procesos de

transducción endócrino-endócrina es la presencia de receptores

hormonales en la glándula pineal. Tal posibilidad ha sido evalua

da cuidadosamente en los últimos años. La primera descripción de

un receptor hormonal en la glándula pineal bovina, realizada en

197h para el receptor androgénico79, ha sido confirmada y exten

dida a otras especies, inclusive los'primatesao’al'82 . La aplica

ción de técnicas autorradiográficas ha permitido caracterizar u

na población de células pineales capaces de captar estradiols.

Los pinealocitoa metabolizan la testosterona a S'X -dihidrg

testosterona, Sd-androstanodiol, androstanodiona y 5 u-androstg

nodiona79, y a estrógenosa3, a semejanza de lo-que ocurre en otras

áreas del SNCinvolucradas en la regulación de la secreción de go

nadotrofinas; la 5‘ï-dihidrotestosterona se concentra en la frac

ción nuclear79, hecho igualmente observado en la próstata. La cog

centración nuclear de S ok-dihidrotestoaterona ha sido también r5

velada por estudios autorradiográfícoss.

Asimismo, la progesterona es captada por la glándula pineal

in vitro y es metabolizada a 5 oc -pregnanodiona y 3 ok -hidroxi

5 fl,-Pregnan-20-onafla'85’86, paso metabólico que se considera im

portante para la expresión de la actividad progestacional en otros

órganos (Fig. 12).
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En el presente trabajo se discute la participación de la prg

gesterona en los cambios en la sintesis de proteinas pineales du

rante el ciclo estral, observaciones que condujeron a la descrip

ción de un receptor citoplasmático especifico para esta hormona

en la glándula pineal. Durante el desarrollo de los presentes ex

perimentos se publicó la demostración que la progesterona agrega

da al medio de incubación de glándulas pineales. inhibe la libera

ción de melatonina, es decir, se observó un fenómeno de transduc

ción endócrino-endócrina para dicha hormonaen la glándula pine

a187.

La serotonina es una amina clave en la fisiología de la pi

neal. Este órgano posee la capacidad de sintetizar y almacenar ag

rotonina, caracteristica que lo ha convertido en un modeloextra

polable a neuronas serotoninérgicas. En 1963, Quay88constató que

los niveles de serotonina pineal variaban comouna función del ci

clo estral de la rata. Dicha observación llevó a investigar, en

este trabajo de tesis, los efectos de las hormonasreproductivos

sobre el contenido y la velocidad de recambio o "turnover" de Berg

tonina pineal.

Los efectos de las hormonas sobre la función pineal pueden

resultar, no sólo de su acción secuencial directa sobre dicha es

tructura (transducción endocrino-endocrino), sino también de un

mecanismoindirecto mediado total o parcialmente por modificacio

nes en 1a actividad neural de la via oferente simpática (transduc

oión endocrino-neural).

La singular inervación pineal constituida por fibras simpáti

cas originadas en el BBS, presenta cambios en el "turnover" de
89 9DNE y en enzimas relacionadascnnla sintesis del neurotransmisor .
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luego del tratamiento con estradiol o testosterona. Estos cambios

se interpretan comouna activación hormonal de la via simpática y,

teóricamente, pueden deberse a: 1) un efecto a nivel de los termi

nales pineales, directo, o a través de un mecanismode retroalimen

tación originado en los pinealocitos; 2) a un efecto a nivel de los

cuerpos ganglionales; 3) a cambios en algún punto de la via multisi

náptica que conecta a la retina con el ganglio.

La información disponible, aún fragmentaria, sugiere que el

GCSes un sitio de acción para estrógenos y andrógenosgü y esa po

sibilidad se examinóen el presente trabajo, en el que se discuten

varios efectos metabólicos del estradiol y la presencia de presun

tos receptores estrogénicos en dicha estructura neural. Se investi

garon también los cambios en el "turnover" de NEen la glándula pi

neal y GCSproducidos,en ratas castradas, por la inyección de FSH

o LH.

En el punto siguiente se hará una breve revisión de la anato

mia y fisiología del ECS.

3.- El ganglio cervical superior

3-l.-Anatomia

El BCSes clásicamente considerado como un "cerebro en minia

tura" y ha sido utilizado ampliamente para el estudio de los fenó

menoselectrofisiológicos y bioquímicos de la neurotransmisión91.

Su relación con el hipotálamo es obvia: desde los trabajos de Shar;

ington en 1906 el hipotálamo es considerado como el primer ganglio

del sistema nervioso.

Desde el punto de vista anatómico forma parte del sistema ner

vioso autónomo. Este último medie el control de las funciones vege

tativas (por ejemplo, viscerales) y. a diferencia del sistema ner
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vioso somático, sus neuronas se hallan integramente fuera del SNC.

El sistema nervioso autónomo se compone de dos sectores: simpático

y parasimpático, con distribución de los cuerpos neuronales (gan

glios) en las cercanías de las vísceras (parasimpático) o psrsveg

tebral (simpático). El neurotransmisor en la mayoria de las fibras

simpáticas postganglionares es ls NE, mientras que para las Fibras

psrasimpáticas postganglionares es la acetilcolina.

El GESestá compuesto por las terminales de las Fibras colinég

gicae preganglionares, los cuerpos de las neuronas postganglionares

simpáticas noradrenérgicas, células pequeñas intensamente fluoresceg

tes que contienen catecolsminas, predominantemente dopamina (células

SIF: "small,intense, Fluorescent cells") y células de la glia92(Fig.l3).

3-2.-Fisiologia del GES.La neurona noradrenéroica

Dada la estructura del GES,tres sistemas están involucrados en

la modulación o integración de la transmisión ganglionar. El primer

tipo implica mecanismosintrasinápticos mediados por receptores pre

y post-sinápticos (por ejemplo: nicotinicos y muscsrinícos a través

de los cuales actúa la acetilcolina). El segundo tipo involucra me

canismos intersinápticos en los que participa una interneurons SIF.

Por último, el tercer tipo de efecto modulatorio es mediado por sus

tancias endógenas que pueden ser liberadas o estar presentes en el

ganglio y en la sangre y que modifican la transmisión ganglionar a

91. Estas sustancias intravés de mecanismospre- o post-sinápticos

cluyen, entre otras, catecolaminas, serotonina, sngiotensina II, etc.

En este trabajo de tesis se estudia la participación de las hormonas

reproductivas en el tercer tipo de mecanismo. lo que implica fenóme

nos de transducción endócrino-neurales.



AN I RVI A RIO

ACETILCOLINA

——i——-mmm

lmA mr":—H
%m “1” ¿un POSTGANGLIONAR

__..1..._Msi-mWM

¡Mmmm (SIP)

4- moon
¡CMCOLNA

Fig. 13; Esquemadel ganglio cervical superior de mamífero.

lo}



u.

La localización del BCSen 1a rata (ventral en el cuello) ng

ce Factíble 1a descentralización del mismo, asi comosu extirpa

ción y brinda la posibilidad de estudiar los posibles fenómenosde

transducción endócrino-neural a nivel del BCS, asi comosu modula

ción por la sferencia colinérgica.

El entendimiento.de los hechos bioquímicos más importantes invg

lucrados en el proceso de neurotransmisión en las fibras postgan

glionares simpáticas que inervsn la pineal, implica el conocimiento

de la fisiología de la neurona noradrenérgica.

El camino biosintético de la NEen la neurona está representa

do en la Fig. lh. Todas las enzimas son sintetizadas en el cuerpo

neuronal y se transportan a lo largo del axón hacía las terminales.
Este proceso,.descubierto en i958 por Ueiss y Hiscoe93, es conocido

comotransporte sxoplasmático. Los microtúbulos pueden actuar como

rieles a lo largo de los cuales viajan los componentescelulares hg

cia las partes más distales de la célula. Drogas tales comola col

chicins y vinblastina, las cuales interfieren, probablemente, con

la integridad funcional de los microtúbulos (por ejemplo, la colchi

cina se une irreversiblemente a la tubulina, proteina formadors de

los mismos), bloquean el transporte axoplasmáticoguia tirosina es

captada desde el torrente sanguíneo hacia las terminales nerviosas

catecolaminérgicas, dondees hidroxilada por la tirosina.hidroxilg

sa para formar dihidroxifenilalanina (DUPA)95.Esta enzima es espe

cifica para la L-tirosins y requiere, para su activación, 02, Fe++
y el cofactor tetrahidropteridina; ademásse halla bajo control re

gulatorio inhibitorio por producto final, NE. La DÜPAes descarboxi

lada por la L-aminoácido aromático descarboxilasa para formar dopg

mina (DA)y requiere comocofactor fosfato de piridoxal. El nivel
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de esta última enzima citoplasmática en las terminales nerviosas

catecolaminérgicas es muyalto; el paso limitante en la síntesis

de catecolaminas es la hidroxilación de tirosinags. Por último,

la DAes captada por gránulos o vesículas de almacenamiento, don

de se convierte a NEpor acción de la dopamina-[b-Jddroxilasa

asociada a dichas vesículas. Esta enzima requiere ácido ascórbico

y Cu++ comocofactores y, al igual que la tirosina hidroxilasa, 02.
Su especificidad por el sustrato es baja y puede oxider práctica?

mente cualquier Feniletilamina a su correspondiente feniletanolami

“397.

Una vez sintetizada, la NE se mantiene unida y almacenada en

vesículas sinápticas donde forma un complejo estable con ATPy una

proteína especifica, la cromogranina. Estas pequeñas vesículas sub

celulares se hallan en gran númeroen las terminales nerviosas; de

esta forma previenen la difusión de la NEal exterior y su metabo

lización por acción de la monoaminooxidasa, una enzima degradati

va intraneuronal (Fig. lk)98-109

Se conoce poco acerca del mecanismo por el cual los impulsos

conducidos a lo largo del axón y que finalmente invaden las term;

nales nerviosas producen la liberación de monoaminas. La despolaa

rización de la terminal produce un incremento en la permeabilidad
++a los iones, entre ellos el Ca++. El incremento en el Ca intra

celular parece ser el responsable primario de la iniciación de los

acontecimientos que conducen a la liberación de catecolaminasloï

Las catecolaminas parecen ser liberadas de las terminales ne;

viosas simpáticas periféricas principalmente por un proceso conoci
do comoexocitosís. Este involucra la Fusión de las vesículas con

la membranacelular y la apertura de las primeras al espacio extra
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celular volcando asi su contenido. Sin embargo, aunque el aumento

de la actividad del sistema nervioso simpático se acompañade ms

yor concentración de dopamina-¡Z-Júdroxilasa y cromogrsnina en la

circulación (compatible con la liberación del contenido del gránu

lo), por motivos de metodologia aún no se ha establecido fehacien

temente la comprobaciónque la exocitosis sea el acontecimiento pri

mario en la'liberación de NEen las terminales nerviosas noradrenéï

gicas cerebrales comoocurre en la médula suprarrenal.

Dadoque la liberación exocitótica es bloqueada por colchicina,

vinblaatina y citochalasina-B, es posible que los microtúbulos y mi

crofílamentos estén involucrados en este tipo de liberaciónmm; Por

otra parte, es factible que las enzimas que participan en la sínte

.sis de NE, sean sintetizsdas en los cuerpos celulares de las neuro

nas y experimenten después el transporte siguiendo los cilindroejes

hasta las terminaciones nerviosas, comose mencionó anteriormente.

Ello puede ocurrir lentamente (1 a 3 mm/dia) por flujo de masa a lo

largo del axón, comoparece suceder con la tirosina hidroxilasa, o

mucho más rápidamente (1 a 10 mm/h), caso de 1a dopamina-¡G-Júdroxi

lasa. Por tanto, el sistema microtubular podría participar en el

transporte axónico y también en la formación de gránulos y en su eg

pulsión ante impulsos nerviosos.

Las monoaminasejercen su acción interaccionando con receptores

postsinápticos ei-y/o /3-adrenérgicogpzüambios en la sensibilidad de
las células postsinápticas luego de la desnerVación o administración

crónica de agonistas es atribuible, según se ha comprobado, a cam

bios en el númerode receptores presentes en la superficie de estas

célulaéoh. La desnervación resulta en supersensibilídad al agonista
y se halla asociada con un incremento en el número de receptores; la
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administración de agonistas produce el efecto opuestolüs.

En la terminación del efecto de la NEse halla implicado más

de un mecanismo. La recaptación y el proceso de retención en la

terminal presináptica son los mecanismosmás importantes, sin lu

gar a dudaslÜÜ. La inactivsción puede llevarse a cabo por degradg

ción_enzimática del compuesto mediante la deaminación oxidativs

por MAÜ,asociada principalmente con las mitoccndrias, o por meti

lación por la catecol-Ü-metiltransferasa confinada en gran parte

en la fracción citoplasmática soluble y sin asociación selectiva

con los nervios norsdrenérgicos (Fig. lh)106’107.

h.- Übietivos del presente trabajo

Esta serie de trabajos fue realizada con el objeto de respog

der a interrogantes planteados acerca del modelo neuroendócrino

propuesto:

a) ¿Participan receptores ot-adrenérgicos en el proceso de

transducción neuroendócrina de la NEen la glándula pinea17. De ser

asi, ¿su localización es pre- y/o post-sináptica7.

b) ¿Existe modulaciónde la síntesis de proteinas pineales,

un probable indicador de la producción de péptidos antigonadales

por hormonasdurante el ciclo estra17.

c) ¿Se detectan fenómenosde transducción endócrino-endócri

na para los efectos de la progesterona sobre la glándula pinea17.

'd) ¿Se detectan "autorreceptores" para melatonins en la glág

dula pineal, indice de regulación ultracorta de la función pinea17.

e) ¿Ücurren modificaciones por hormonas reproductivas en el

contenido, "turnover" y metabolismo de serotonina en los pinealo

citos, un modelode control aplicable a las vias que utilizan se

rotonina comoneurotransmisor7.
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F) ¿Se producen efectos de transducción endocrino-neural pa

ra las gonadotrofinas en el territorio simpático-cervica1?.

g) ¿Existen afectos del estradiol sobre diversos aspectos del

mecanismode sintesis. degradación y liberación del neurotransmi

sor adrenérgico en el 885?.

h) ¿Se observan efectos del estradiol sobre el GESen anima

les sometioos a decentralízación ganglionar bilateral?.
i) ¿Existen receptores citoplasmáticos y nucleares para el es

teroíde en el 885?.
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II MATERIALES Y METÜDÜS

1.- Animales te idoa

Se utilizaron ratas Mistar adultas (180-250 g), mantenidas en

régimen de luz diaria de 1k h (D700 a 2100 h) en ambiente climati

zado (22 Ï 2 C) y alimentadas con alimento balanceado "Purina" y a!

gua ad libitum.

Para el experimento con hamsters, se usaron machos adultos do

rados (Mesocricetugrauratug) sometidos a las mismas condiciones de

iluminación y alimentos descriptos para las ratas.

Las pinealea de vaca y el higado de oveja se obtuvieron en un

matadero de la zona dentro de los 20-3Ü min. después del sacrificio

del animal y se congelaron en hielo seco hasta el momentode usar

loa (normalmente dentro de las 2h h).

1-1.-A1teracíón por cirugia de las señales quralea del ECSy glág;

dula Eineal.

Gangliectomiacervical superior bilateral

Se realizó bajo anestesia etérea de la rata una semanaantes

del sacrificio (a fin de asegurarse la degeneración de laa termi

nales neuralea una vez que han sido separadas del cuerpo ganglio

nar). Se expusieron las glándulas salivares mediante una incisión

ventral en el cuello y se las retrajo con el objeto de exteriozar

los músculos suprahioideoa. Cada GCSfue identificado en la bifur

cación carotidea entre sua ramas interna y externa y ambosganglios.

derecho e izquierdo, fueron totalmente resecados.

Descentralización ganglíonar bilateral

Se procedió a exponer los ganglios tal comose indica más arri
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ba y se los descentralizó, ss decir, se interrumpieron las señales

efsrentes al ganglio mediante la sección quirúrgica de las fibras

preganglionares que provienen de la médula cervical y de las co

nexiones del GEScon el resto del sistema simpático, a fin de eli

minar las posibles aferencias preganglionares que lleguen de metá

meras inferiores o superiores.

Comose ha descripto previamente, ambos procedimientos inte

rrumpen la liberación circadiana de NEde las terminales simpáti

cas pineales 90.

l-2.-Hipofisectomía

La hipofisectomia se realizó de acuerdo con la técnica de

Naik y Sheriffiog Los animales se anestesiaron con éter y la aguja

hipodérmica Becton-Dickinson se introdujo por via transauricular

con el bisel hacia arriba hasta llegar a la cápsula de la hipófi

sis. En este momentose giró la aguja 180o (generalmente la pre

sencia de sangre en la jeringa asegura que es la zona adecuada) y

se aspiró extrayendo la glándula,de color rosado. En ensayos pre

vios se verificó que la longitud expuesta de la aguja no debia ex

ceder los 15 mm.; para ello se colocó on tope de teflón. El extre

mode la aguja fue lo suficientemente filoso y duro comopara per

forar los huesos, ya duros, de la rata adulta y con un bisel de

1.D-l.5 mm. (aproximadamente la mitad de 1a longitud de la glándu

la) para asegurar una extracción adecuada.

Luego de la operación los animales fueron colocados en jaulas

individuales con una botella de solución salina y otra de agus. Q!

rante los 3 a h dias siguientes a la hípofisectomia se los alimen

tó con pan embebido en leche con 10%de azúcar, asi como con el a
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limento de rutina "Purina".

Los animales se sacrificaron 7 días después verificándose por

autopsia la eficiencia de la operación. El índice de sobrevida fue

de un 30%.

l-3.-Tratamiento con hormonasreoroductivgï

Las ratas Mister hembra, en las condiciones de nuestro biote

rio, exhibieron ciclos estrales de h días. En la Fig. 15 se observa

el esquemade los niveles plasmáticos de las hormonasreproductivas

durante el ciclo.

Los efectos del tratamiento con esteroides ováricos sobre la

secreción de gonadotrofinas, así comoel momentoelegido para la

administración de las hormonas reproductivas, son mejor entendidos

dentro de una perspectiva fisiológica, es decir, si se tienen en

cuenta los principales acontecimientos hormonalesdurante el ciclo

estral. En el estro, un nuevo grupo de folículos comienza a crecer

bajo el estímulo de los niveles elevados de FSH. Este incremento en

FSHse inicia en la tarde del dia precedente (proestro) y se proíón

ga hasta las primeras horas de la tarde del estro. Aunquedespués

los niveles plasmáticos de FSHdeclinan s valores bajos. el incre

mento folicular continúa linealmente (medido por el aumento en el

volumentotal folicular) a través de los díestros 1 y 2 hasta la

tarde del proestro. Los folículos secretan poco estrógeno y recién

en la tarde del diestro 2 han alcanzado un grado de desarrollo tal

que pueden responder a los niveles aún constantes de LH (medidos

por radioinmuncanálisis) con secreción aumentadade estradiol. Ea

ta alcanza su máximoen la mañana del proestro y declina en la ta;

de presentando valores basales en la mañanadel estro. En forma si
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estro (E), diestro l (Dl), diestro 2 (Dz) y proestro (PE).
En abscisae se indica el tiempo en horas y el período
diario de oscuridad de 12 horas (barras oscuras)109;
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multánee con la disminución en los niveles séricos de estradiol

de la tarde del proestro, los niveles de LH, FSH, prolactina y

progesterona en plasma comienzan su abrupto ascenso ("período eri

tico" de liberación de gonadotrofinas, definido por el bloqueo con

barbitóricos entre la 89 y lÜD h de luz en un régimen de ilumina

ción-de 12-h diarias de luz}09¿

El pico de estradiol del proestro es responsable de los prin

cipales acontecimientos hormonales del ciclo: a) extendidos vagi

nales nucleados y cornificados del proestro y estro respectivameg

te; b) acumulaciónde los fluidos uterinos en el proestro; c) se

creción de LHen la tarde del proestro, la que a su vez estimula

un rápido incremento en el volumen folicular que culmina con la o

vulación y formación del cuerpo lúteo en las primeras horas del

dia del astro; además, esta secreción de LHestimula el incremento

rápido en la liberación de progesterona del folículo, 18 que a su

vez inicia la receptividad sexual y causa la relajación del esfín

ter cervical permitiendq la salida;de los líquidos del útero; d)

pico secretario de FSHdurante el intervalo proestro-estro que ini

cia el crecimiento folicular del ciclo siguiente y e) incremento

en la secreción de prolactina del proestro que a su vez estimula

la regresión morfológica del grupo previo de cuerpos lúteos (Fig.

15).

'Tanto en machos comoen hembras los esteroides gonadales, teg

tosterona y estradiol respectivamente, inhiben la liberación de gg

nadotrofinas por la hipófisis y mantienen un nivel tónico bajo de

LHy FSHen plasma (retroalimentación negativa). En las hembras

existe además una secreción fásica de gonadotrofinas en el dia del
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proestro inducida por el pico ovulatorio de estradiol (retroalimeg
tación positiva).

Para los estudios durante el ciclo estral, se utilizaron ani

males con extendidos vaginales regulares durante 3 ciclos estrales

consecutivos. Los tratamientos con hormonasreproductivas se efec

tuaron siempre en ratas castradas. En los machos la castración se

realizó 1-3 días antes del sacrificio y en las hembras 3 semanas

antes (castración crónica). Se eligieron estos tiempos, ya que son

los intervalos adecuados para la reducción a un minimo de los nivg

les de los esteroides gonadales.

Para evitar el aumento post-castración de LHy FSH, en los es

tudios con hormonashipofisarias los animales se castraron'inmedig

tamente antes de la administración de la hormona (castración aguda).

Los efectos de la testosterona sobre la actividad pineal_y

ganglionar se estudiaron en ratas machocastradas 96 h antes y tra

tadas durante 3 dias con 2 inyecciones diarias s.c. (D900 y 1700 h)

de hÜÜug de testosterona disuelta en 0.2 m1de salinazetanol (1:1).

Una inyección adicional de bDDug se les administró 3 h antes del

sacrificio (aproximadamente1200 h). Esta dosis produce total mante

nimiento de los órganos sexuales accesorios.

En cuanto al estradiol, se usaron ratas hembracastradas en

forma crónica y tratadas por 2 dias consecutivos con 0.5 y 2.0 ug

de estradiol administrado en Formaa.c. en 0.2 ml de salina:etanol

(2:1). Los animales se sacrificaron en ls mañanasiguiente (aproxi

madamente llÜÜ h). Con este diseño experimental se produce en la

tarde del tercer dia una liberación de gonadotrofinas y prolactina

semejante a la del periodo critico del proestro. tanto en la hora
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comoen la duración (rata de TaleisniÉ3110.'

Para el estudio de los posibles cambios por gonadotrofinae se

utilizaron ratas hembra o machosegún se detalla en los experimen

tos. En el ceso de los machos (efecto sobre el metabolismo de serg

tonina pineal) se los castró en forma aguda y se administraron 2

inyecciones 6.o. de lÜÜ ug de FSH (NIH-FSH-Slz) o LH (NIH-LH-Slg)

en l ml de salina 3 y 18 h después de la castración, sacrificándo

se a los animales 3 h más tarde (aproximadamente 1200 h). Cuando se

analizaron los efectos de las gonadotrofinas en hembras (“turnover"

de 3H-NE), se realizaron extendidos vaginales y se utilizaron aque

llos animales que exhibian a1 menos2 ciclos estrales consecutivos.

Los animales se castraron entre las 0900 y llÜÜ h del día del estro

para minimizar el incremento post-castración de gonadotrofinas y los

diferentes tratamientos se comenzaron5 h después (1600 h). Las r2

tas recibieron 5 inyecciones s.c. de FSHde 100 ug cada una en 0.2

m1 de salina a las 1600 h del dia de la castración y a las D900 y

1600 h de los 2 dias subsiguientes. Los animales se sacrificaron en

la mañanadel tercer dia: Para los estudios con gonadotrofinas se

eligieron estos diseños experimentales porque en los animales inyeg

tados con vehiculo no han ocurrido aún modificaciones en LHplasmá

tica y se observa un leve incremento en FSHen el momentodel sacri
ficio.

Para examinar los efectos de prolactina se usaron ratas macho

castradas administradas 3 y 18 h después de la orquídectomia con dg

sis de 200 ug de prolactina (NIH-S-PlZ) resuspendida en l ml de so

lución salina, pH 9.0. Los animales se sacrificaron 3 h más tarde de

la última inyección (aproximadamente 1200 h) administrada en forma
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s.c..

Los estudios con progesterona se realizaron en ratas hembra

castradas crónicas. La hormona(h mg) se administró por via e.c. sus

pendida en l m1 de solución salina a las 0700 h (a h antes del ee

crificio), según se describe en la sección III-2-1.

En todos los casos ee prepararon animalea controles inyecta

dos con los vehiculos respectivos.

2.- Medición de actividades enzimáticas

2-1.-Tírosina hidroxilasa

El primer peso en la bioeíntesie de catecolaminaa ea la hidrg

xilación de tiroeina a 3,h-dihidroxifenilalanina (DÜPA).Eata re

acción ee catalizada por la tirosina hidroxilaaa (TH)

La actividad de esta enzima se determinó en GCSde rata por

ll'C-tiroeina (act. esp. #53 Ci/mol) a th-Lla conversión de L

DÜPAde acuerdo al procedimiento descripto por Boyle 95‘. Loa gen

glios, obtenidos inmediatamente después del sacrificio, se pesa

ron y homogeneizaron de a dos, a D C en 50 volúmenes de buffer Trie

HCl SU mM,pH 6.0, conteniendo Tritón x-1oo 0.2% (v/v). Alicuotae

de 50 ul de loa eobrenadantes de 6000 x g, preparados por centri

fugación durante 10 min a Ü-h C en una Sorvall RCZB. se incuba

1hc_ron con 25 ul de tiroaina 1 mMconteniendo 0.2 uCi/mueatra de

tirosina más 50 ul de la siguiente mezcle: 20 ul de buffer fosfa

to de potasio 0.5 M pH 5.5; 1D ul de dihidropteridina reductasa de

hígado de oveja: llÜÜ unidades de catalasa (Boehringer Chemical Co;)

en lÜ ul de agua destilada; 5 ul de NADPH+(12 mg/ml de agua destila

da; Boehringer Chemical Co.):y 5 ul de 2-amino-h-hidroxi-6,7-dimetil

'tetrahidropteridina (DMPHu,Aldrich Chemical Co., preparada en el
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momento por disolución de 1.65 mg/ml de HCl l mM). En forma parale

la se prepararon blancos de reactivos y con tejido hervido. Se incu

Uó durante 3D min a 37 C y se detuvo la reacción por el agregado de

6 ml de HCth 0.a N conteniendo 50 ug de L-DÜPAcomo "carrier". En

ensayos preliminares se observó que la hidroxilación fue lineal has

++ (3 mM)no ejerció un efecta los #5 min y que el agregado de Fe

to estimulatorio aditivo con la catalasa sobre la actividad de la

enzima, ni redujo aún más la oxidación espontánea de la tirosina (me

dida en el sobrenadante hervido), por lo tanto se suprimió el Fe++

comocofactor (datos en Tabla).

REQUERIMIENTO DE CÜFACTDRES DE LA TH EN GCS DE RATA

Radiactividad (dgm)’
Variable Sbbrenedante Sobrenadante Diferencia

hervido

Sistema completo .17192 i ass 2153 Í 10a 15039

Sin catalaea 13015 i 251 10926 1 359 2039

SíÏÏEma °°mplet° V 17510 i 3a? 1539 i 97 15971
Fe (3mM)

Alicuotas de SD ul del sobrenadante de la homogeneización de loa gan
glios en buffer Tris se incubaron según ae indica en el texto.
Unvolumenequivalente de agua destilada se utilizó para sustituir
el de los cofaotores suprimidoa. La concentración final de Fe++ se
indica entre paréntesis.
'Los valores ae expresan como Media Ï ES de 7 a 9 determinaciones.
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La 1l‘EI-L-DÜF‘Aformada se separó del sustrato radiactivo por

cromatografía de adsorción en columnas de alúmina (Noelmneutral,

grado l, AlupharmChemicals) según se detalla a continuación. Las

mezclas de incubación inactivadas con HClUAse centrifugaron e

lÜDDx g durante lU min. Los sobrenadantes se agregaron con agita

ción constante a vasos con 3D mg de NaSDBH, 5 ml de EDTA2% (p/v)

y 1.5 ml de HPÜhH20.35 M y se llevaron rápidamente a pH 8.6 con

NaÜH,cuidando de no sobrepasar este valor. Posteriormente, la

mezcla se volcó sobre columnas de G.6 cm de diámetro preparadas

con hDÜmg de alúmina activada lavada con 5 ml de buffer NaAcD

0.2 N, pH 8.6. Los vasos se lavaron con un volumen adicional de 5

m1de buffer acetato y éste se vertíó en la columna.

Las columnas se lavaron con 20 ml de agua destilada y luego

la 1"'IJ-L-DEJPAse eluyó con 2.5 ml de HAcD0.2 N. Los eluídos se r5

cogieron en viales y au radiactividad se leyó por espectrometria

de centelleo liquido, luego del agregado de 15 ml de solución de

centelleo tolueno-Fósforo (h g de 2,5-difeniloxazol y 50 mgde p

bis-Z(5-feniloxazoil)-benceno por litro de tolueno) con 30%(v/v)

de Tritón X-lDÜ. La eficiencia de la lectura. efectuada en un con

tador BeckmanLS 100, se corrigió por standard externo.

Los resultados fueron corregidos por la recuperación de las

columnas de L-DÜPAstandard. Esta se midió en un espectrofotoflug

rómetro Aminco-Bowmandeterminando las unidades de fluorescencia

nativa a 285/335 nm. La recuperación fue, en todos los casos, de

(7D Ï 2)%. Los datos se expresaron en pmoles de L-DÜPAformadoa/

h/mg de tejido.
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Preparación_ge dihidropteridiqgrreductggg: La enzima se obtu

vo a partir de hígado de oveja. El tejido se homogeneizó en 1.5 vol.

de HAcD0.03 M en frio con ayuda de un Polytrón a velocidad 6 duran

te l min. Se agregaron 1.5 vol.adicionsles de ácido, se mezcló y

centrifugó a hÜÜDx g durante 35 min a Ü C. A partir del sobrenadag

te se purificó la enzima siguiendo 1a técnica descripta por Kaufman

a excepción del último fraccionamiento con gel-alumina, que fue su

primidolll,

Preparación de alúmína activada: La alúmina se hirvió con 3 vol.

de HCl 2 N durante 15 min.con agitación constante. La fase acuosa se

aspiro y se repitió el tratamiento. A su término se lavó repetidameg

te con agua destilada hasta llegar a pH3.5. Se separó el agua y se

calentó 2 h a lÜÜ C y 2 h a 250 C en cápsula de porcelana. Con 1a g

lúmina asi activada se prepararon las columnas y se las llevó a pH

8.6 con NaAcD 0.2 N.

2-2.-Catecol-O-metiltransferasa

La cateool-Ü-metiltransferasa (CUMT),asi como la monoamino-oxi

dasa (MAD)son las enzimas que participan en el metabolismo de dopa

mina y NE10&Q}ig.1a). La CDMTes una enzima citosólica que, en pre

sencia de cationes divalentea, cataliza la transferencia del grupo

lábil metilo de 1a S-adenosil-L-metionina a uno de los grupos fenol;

cos de las catecolaminas para formar el derivado metoxifenol y S-adE
nosilhomocisteina. La actividad de la CUMTfue determinada mediante

la estimación de la transferencia de los grupos l“(Ii-metilo de la

1¿‘C-S-adenosil-L-metioninaal ácido 3,h-dihidroxibanzoicdllz.

Los GES se homogeneizaron de a dos en 23D ul de un medio hipo

tónica de buffer fosfato de sodio 10 mM,pH 8.2. Alicuotas de 100 ul
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de homogenato se incubaron durante l h a 37 C en un volumen final de.
1h125 ul de ácido dihidroxibenzoico l mM, C-S-adenosil-L-metionina

2.7 x lD-SM (act. esp. A7 Ci/mol) en presencia de MgCl 5 mMy en un2

medio buffer final de fosfato de potasio BDmM,pH 8.0. Se observó

linealidad hasta una concentración de 3885/230 ul y 60 min. de incu

bación. La reacción se detuvo por el agreoado de 50 ul de HCl 2 N.

El producto metilado se extrajo con 500 ul de acetato de stilo y se

lavo con 100 ul de HCl G.3 N. Finalmente una alícuota de 250 ul de

la fase orgánica se midió por espectrometria de centelleo liquido en

2.5 ml de la mezcla centelleadora de tolueno-fósforo..Los resultados

-se expresaron en pmoles de producto formado/min/mg de proteina.

2-3.-Monoamino oxidasa

La monoamino oxidasa (MAD)es una enzima mitocondrial clave en

el catabolismo de la NEy la serotonina (Fig. 1h y 9). La MADdea

mina un amplio espectro de aminas que poseen el carbono GK-metile

no vecino a la amins no sustituida, dando asi el aldehido correspog

diente. Este compuesto es rápidamente reducido a alcohol u oxidado

a ácido. En experimentos in vitro, prácticamente el 80%del produc

to se halla comoácido, lo cual sugiere que el compuesto formado por

la MADes subsecuentemente oxidado a ácido por la aldehido dehidro

genasa 113. Esta última enzima tiene una distribución muysimilar a

la de la MAO(mitocondrial) y se ha sugerido que estarian acopla

das 113. Por lo tanto, o el bajo Kmde la aldehido dehidrogenssa por
los sldehídos, o 1a fácil oxidación no enzimática del aldehído al

ácido, pueden dar cuenta de la alta proporción de este último com

puesto.

De acuerdo con la diferente movilidad electroforética 11h y_1a
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sensibilidad a inhibidores115 la MADha sido clasificada en tipoe A

y 3. En nuestros Experimentos se determinó la actividad de la MAD

por un procedimiento conjunto que permite la estimación simultánea

de las enzimas tipos A y B. El ensayo utiliza serotonina comosus

trato para la tipo A116y clorhidrato de /5-feniletilamina para la
tipo 5117.

Glándulas pinealea individuales o pares de ECSse homogeneiza

ron en 180 ul de buffer fosfato de sodio 10 mM,pH 8.2 y alicuotaa

de BU ul se incubaron durante 3D min a 37 C en presencia de 0.15 mM

de bioxalato de 1“fl-serotonina (0.1 Ci/alicuota) o 0.1 mMde clorhi

drato de ll’c- /¿ -feniletilamina (0.05 [Ji/alícuota). Luegode dete
ner la reacción con 50 ul de HCl 2 N se extrajeron los productos de

deamínación con 500 ul de acetato de etilo y se lavaron con lDÜ ul

de HCl 0.3 N según el método descripto por Jarrotlll . La radiactiqi

dad presente en alicuotas de 250 ul de la fase orgánica se midió

por espectrometria de centelleo liquido, luego del agregado de 2.5

ml de solución centelleadora de tolueno-fósforo.
Ensayos previos indicaron que la reacción era lineal hasta una

Concentración de proteinas de 100 ug/tubo y durante loa primeros AS

min de incubación. Los resultados se expresaron como pmolea de pro

ducto formado/min/mg de proteina.

Z-b.-Serotonina-N-aceti1transferasa

La serotonina-N-acetiltransferasa, una de las dos-enzimas in

volucradas en la sintesis de la melatonina pineal a partir de Berg

tonina (Fig. lÜ), se estimó por la transferencia del grupo 1“fi-ací

tilo de la acetiláüoenzima A marcada (act. esp. us Ci/mol) a trip
1htamina y posterior partición con solventes de la C-N-acetil
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triptamína Formada según el método descripto por Deguchi y Axel- 

rodllg Pineales individuales se homogeneizarone incubaron duran-

te 10 min a 37 C en 70 ul de una solución que contenía buffer fos

fato de potasio 36 mM,pH 6.5, 0.1 umol de triptamina y 3.h nmolea

de lb C-acetil-Goenzima A. La reacción ae interrumpió por el agre

gado de 0.5 ml de-buffer barato 0.5 M, pH 10 y el producto formado

por transferencia enzimática del grupo 1l‘IZJ-acetiloa la triptamina

se extrajo con 6 m1de tolueno t-alcohol isoamilico (97:3; vol:vol).

Se lavó una vez con 0.5 ml de buffer borato y una alícuota de 5 ml

de la fase orgánica se leyó por espectrometria de centelleo liqui

do luego del agregado de 10 m1 de tolueno-fósforo.

Los resultados se expresaron comopmoles de producto formado/

h/mg de pineal.

3.- Estudio de receptores

3-l.-Sitios de unión citoplaggéticos para progestéoenos en la glánM
Caracterización del receptor pingal citoplggmático para pro

oestágenos.

Glándulas pineales bovinae se homogeneizaron a 0 C en 5 volú

menes da buffer Tris-HCl 10 mM, pH 7.h, EDTA1.5 mM, [ñ-nmrcapto

etanol 1.0 mMy 30%(v/v) de glicerol. Para minimizar la interac

ción de la progesterona con la_proteina transportadora de corticog

teroides, se agregó siempre oortiaol al buffer (concentración fi

nal: 10 uM). Una vez homogeneiZadoslos tejidos se centrifugaron

15 min a 1000 x g a 0-h C. La fracción nuclear cruda se descartó y

del sobrenadante se obtuvo el citosol por centrifugación a 105000
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x g durante l h a Ü-h C. Con el fin de disminuir los nivalea en

dógenos de progesterona, se removió la hormona libre y unida con

baja afinidad tratando al citosol con 0.1 volúmenes de una suspeg

sión de carbón-dextrán en buffer (5%carbón Norit A, 0.5% dextrán)

durante 15 min a Ü-h C. Se separó después el carbón por centrifu

gación a 3000 x g durante 10 min a Ü-h C.

Para los estudios de unión de progesterona a su receptor se

incubaron 15 h a Ü-h C alicuotas de 300 ul de citosol (0.a -D.7

mg de proteina) con 5 ul de 3H-progeaterona (act. esp. 105 Ci/mmol;

concentración final 1-12 nM) en presencia de S ul de hormona no mas

cada (concentración final h-B UM)o 5 ul de vehiculo (etanol). La

separación de la 3H-progeaterona de la libre se realizó por adsor

ción durante 15 min a Ü-h C sobre'un volumen igual de una suspen

sión de carbón-dextrán en buffer (0.5% Norit A, 0.5% dextrán). El

carbón se separó por centrifugación a lÜÜÜx g, durante 15 min a

Ü-h C y el sobrenadante se transfirió a un vial con 7.5 m1de sol!

ción centelleadora de tolueno-fósforo - 30%(v/v) de Tritón X-lÜÜ,

para su dosaJe por espectrometria de centelleo liquido.

En cada experimento se preparó una serie paralela de mezclas

de tejidos para sar utilizadas comoblanco. Se definió comounión

especifica a la diferencia entre la 3H-progesterona unida total y

la unida en presencia de un exceso de hormona no marcada (unión

inespecifica).

En una serie de experimentos preliminares ae establecieron

las condiciones óptimas para la concentración de carbón y su tiem

po de contacto con el medio a adsorber (15 Í 3 min), así como la

curva de tiempo para la asociación de 3H-progesterona a su recep
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tor.

La constante de equilibrio se determinó incubando por tripli

cado alicuotas de 300 ul de citosol pineal con concentraciones cre

cientes de hormonamarcada. Para cada concentración de 3H-progeste

rona se llevaron s cabo blancos e incubaciones en paralelo con hor

monano marcada. Los datos de unión especifica se representaron en

un gráfico según el método de Scatchardllgy la abscisa al origen

(número máximode sitios receptores) asi comola pendiente (l/Kd o

constante de disociación) se determinaron por regresión lineal.

La especificidad de la unión ae analizó en estudios de compe

tencia incubándose por triplicado alicuotas de citosol con una con

centración fija de 3H-progesterona (l nM)y cantidades crecientes

de esteroides no marcados. Los valores de radiactividad unida espe

cifica resultante ae graficaron en papel log-probit y se calcularon

las concentraciones de los agentes que causan una inhibición del

50%de la unión especifica de 3H-progesterona (DE50= dosis efecti

va 50). Las pendientes e intersecciones se calcularon por análisis
de regresión. Las constantes de disociación en el equilibrio de los

ligsndos competidores no marcados se calcularon a partir de la fór

mula: Ki = DE50/ l + (JH-progesterona) / Hd, donde Hd es la cons

tante de disociación para la 3H-progesterona calculada a partir del

gráfico de Scstchsrdlzü.

"Lanaturaleza de la radiactividad ligada se verificó luego

de ser extraída 2 veces con 6 vol.de éter etílico. Unavez secos

bajo N2, los extractos se tomaron con etanol y se cromatografia
ron en capa delgada de silica gel G, utilizándose dos sistemas de

eluyentea: acetato de etilo:cloroformo (1:13, vzv) y benceno:meta
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nol (19:1, vzv).

Estudio por cgptrifuoación en gradiente de sacarosa

Para los estudios en gradiente de sacarosa, las glándulas pi

neales bovinas se homogeneizaron en buffer Tris-HCl 10 mM(pH 7.h)

conteniendo EDTA1.5 mM,/9-mercaptoetanol 1.0 mM,10% de glicerol

y cortisol 10 uM. Se preparó el citosol tal comose indica en el

punto anterior y alicuotas de 300 ul (1.7 mgde proteina citosóli

ca) se incubaron durante 7 h a 0 C con 1.8 ng de 3H-progesterona y

con hormona radiactiva más 1000 X de progesterona no marcada.

Los gradientes lineales de ultracentrifugación de sacarosa 5

20%(p/v) fueron preparados con el buffer de homogeneización uti

lizando una bombaperistáltica Desaga, y se cargaron en tubos de

polialómero. Los gradientes se estacionaron durante 3 h antes de

ser utilizados, procedimiento que suministra gradientes extremada

mente lineales y reproduciblesIZI.

Luegode finalizada la incubación, las muestras fueron aplica

daa sobre el gradiente previo agregado de albúmina de suero bovina

(BSA) como proteina marcadora.

Las centrifugaciones se llevaron a cabo a #9000 RPMdurante

lb h a 0-h C en un rotor Spinco SM50-L. Los gradientes se fraccio

naron recogiendo alicuotas de 0.2 ml cada 15 seg.por aspiración a

través de un capilar metálico conectado a la bombade succión.
La posición del pico proteico fue determinada mediante la leg

tura de su densidad óptica a 280 nm en un espectrófiotómetro Beckman

DB-Gy la de los picos radiactivos de 3H-progesterona fue localiza;

da dosando la radiactividad presente en cada fracción por espectro

metria de centelleo liquido con 3 ml de solución centelleadora como
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se describe en el punto anterior.

3-2.—Caracterízación dg_sitios de unión para lagmglatoninaïgg_lg

olándula pineal

Se utilizó comoradioisótopo 3H-melatonina {N-(Z-amino-Etil

2-3H) ; act. esp. 31.5 Ci/mmol ) cuya pureza radioquimica fue ve

rificada por cromatografía en capa delgada de silica gel G con los

siguientes sistemas de eluyentes : 1) acetato de stilo; 2) cloro

formozmetanol (9:1, v:v); 3) metanol. Los estudios se realizaron

en la preparación cruda de membranasdescripta por Bennet y Snyderlzg

El tejido se homogeneizó en 10 volumenes de sacarosa 0.32 Ma 0

h C en un homogeneizador Polytron (intensidad 6 durante 20 seg).

Se centrifugó primero 10 min.a 1000 x g para obtener un sobrena

dante libre de núcleos y restos de tejido. Se descartó el precie

pitado y el resto del homogenato se centrifugó a 50000 x g duran

te 20 min a fin de obtener el precipitado combinadomitocondrial

microsomal. Esta fracción fue sometida a lisis hipotónica por re

homogeneización en 20 vol de agua destilada, utilizando nuevamen

te el Polutron (intensidad 6 durante 20 seg) y Fue centrifugada

10 min a 50000 x g para recoger las membranas. El precipitado se

resuspendió en 5 vol.de buffer Tris-HCl 50 mM,pH 7.h, 0.1% de

ascórbico. Toda la preparación de membranas se realizó a D-AC. A

licuotas de 0.25 ml de 1a suspensión de membranas Fueron incuba

das por triplicado durante 5 h a U-b 0 (o en las condiciones que

se consignan en el experimento respectivo) con 70-300 nMde 3H-mE

latonina en presencia o ausencia de 100 uMde hormona no marcada.

En cada experimento se utilizó comocontrol una serie paralela de

mezclas de reacción que no contuvieron tejido. La separación de la
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melatonina unida de la libre se realizó por filtración rápida so

bre papel de fibra de vidrio UhatmanGFBbajo vacio parcialll? Log

go de h lavados con 3 m1 de buffer cada uno, la radiactividad remg

nente en el filtro se determinó por espectrometria de centelleo li

quído y se usó comolíquido centelleador una solución de tolueno

fósforo - 30% (v/v) de Trítón X-lDD. La corrección de "quenching"

se realizó automáticamente por standard externo. En todos los expg

rímentos la diferencia entre 3H-melatonina unida en ausencia ysen

presencia de la hormona no marcada se consideró como la melatonina

unida específicamente. Esta unión especifica varió entre 31 y 50%

del total.

Para la determinación de las constantes de equilibrio se inc!

baron alicuotas de 0.25 ml de la suspensión de membranaspinealea

con concentraciones crecientes de 3H-melatonina y se determinó la

unión especifica para cada concentración. Luegode la transforma

ción de los datos segón el método de Scatchardll? la pendiente y la

abscisa a1 origen fueron.calculadas por análisis de regresión.

En otro experimento se determinaron las afinidades relativas

de diversos indolea por los sitios de unión para melatonina. Ali

cuotas de membranaspineales se incubaron con una cantidad fija

de 3H-melstonina en presencia de concentraciones crecientes del

compuesto a probar (h por lo menos). Las DE50y las Hi se calcula.

ron sagún se describió para el receptor de progesterona.

La distribución intracelular de los sitios de unión para me

latonina fue estudiada en homogenatos de glándula pineal bovina

preparados en sacarosa 0.32 M. Se procesaron en una centrífuga

refrigerada a fin de obtener las siguientes fracciones: l) nuclear
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cruda (900 x g, 10 min); 2) mitocondrial cruda (27000 x g, 10 min):

3) microsomal cruda (105000 x g, 60 min), las que fueron sometidas

a lisis hipotónica en agua destilada comose describió más arriba.

Alicuotas de las suspensiones de estas membranasse incubaron con

3H-melatonina como ya ha sido descripto y se determinó 1a concentra

ción proteica por el método de Loury y col.12? con seroalbúmina bo

vina como standard.

Para verificar si 1a melatonina permaneció inalterada durante

el proceso de incubación, el indol se extrajo con cloroformo y el

residuo se cromatografió según la técnica antes descripta.

3-3,-Baracterización de receptores oí:ggrggárgicos píneales.

En 19hs, Ahlquist propuso la existencia, al menos, de dos ti

pos de receptores: N y fi>con los cuales puede reaccionar un agente

simpático-mimético para despertar una respuesta en las células e

fectoras simpáticas. Se basó para ello en el orden de potencia de

varias catecolaminas en“contraer y relajar el músculouterino. Para

el primer tipo de respuesta (contracción) el orden de potencia fse:

epinefrina> NE> isoproterenol: grupo o< y para el segundo (relaj_a_

ción): isoproterenol > epinefrina.) NE: grupo #92? Trabajos poste
riores indicaron que, casi todas las respuestas adrenérgicas, pue

den clasificarse en estas dos categoriaslüz.,

Ademásde 1a respuesta diferencial a las catecolaminas, los

efectos (X y [3 -adrenérgicos pueden distinguirse por' los antago
nistas especificos que bloquean dicha acción. Por ejemplo, las reg

puestas vi -adrenérgicas pueden bloquearse por compuestos comofeg

tolamina, Fenoxibenzamina y compuestos alcaloides comodíhidroergo

criptína, mientras que las/5 -adrenérgicas son antagonizadas por
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propranolol y dihidroalprenolol.

'La caracterización del receptor d -adrenérgico pineal, defi

nido por la unión del antagonista 3H-dihidroergocriptína (3H-DHE:

dihídroergocriptina 9,10 - [9,10 - 3MNS], act. esp. 25.7 Ci/mmol)

se realizó sobre preparaciones crudas de membrana. Las pinealea bg

vinas se homogeneizaron a 0-b 0 en 10 vol de sacarosa 0.25 M, buffer

Tris-HBl 5 mMpH 7.a y MgCl l mMcon Polytrón (posición 6 durante2

20 segundos). Los homogenatos se centrifugaron a 1000 x g durante

10 mín a 0-h C. La fracción libre de núcleos se centrifugó a 37000

x g durante 20 min para obtener un precipitado combinado mitocon

drial-microsomal que luego se lisó por resuspensión en 20 vol de

buffer frio utilizando nuevamenteel Polytrón. Las fracciones lisa

das se centrifugaron a 37000 x g durante 10 min para obtener la

fracción cruda de membranasque se resuspendió en h vol de buffer

Tris-HCl 75 mM, pH 7.65, con MgCl2 25 mM. Todos estos procedimien
tos ae efectuaron a 0-h C.

Los estudios en glándula pineal de rata se realizaron en homo
genatos libres de núcleos (1000 x g durante 10 min) preparados en

buffer Tris-HCI 75 mM,ngBl 25 mM,pH 7.65. Se homogeneizaron 502

pineales de rata (g 80 mg) en 3.b m1 de este buffer.

Todas las reacciones tipicas de asociación de 3H-DHEa prepa

raciones de membranase realizaron por triplicado. En el caso de laa

membranasbovinas, estas se incubaron en un volumen total de 320 ul:

son ul de homogenato (3ao - uso ug de proteina). 10 ul de JH-DHE

(concentración final 1-150 nM) y 10 ul de Fentolamina (concentración

Final 10 uM) o 10 ul de vehiculo (buffer).

En cuanto a las mediciones en la glándula pineal de rata, se
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utilizaron alicuotas de lÜÜul (ZÜÜ-Zbüug de proteina) que se in

cubaron en un volumen total de llD ul. En cada experimento se rea

lizó una serie paralela de mezclas de reacción sin tejido para ser

usadas comoblanco. Las incubacíonea se realizaron a 25 C durante

30 min que son las condiciones óptimas de tiempo y temperatura des

criptes en general para los receptores O(-adrenérgicos. La separa

3H-DHEunida de la libre ae realizó por filtración rápidación de

con vacio a través de filtros de fibra de vidrio GFBlos cuales se

embebieron previamente. para disminuir el inespecifico. en el buffer

de incubación al que se agregó: dopamina 5 mM,pirocatecol l mM,

pirogalol l mM, ácido ascórbico 1 mM, EGTAl mMy albúmina de aan

gre bovina 0.1%. Luego de lavar con 12 ml de buffer Frio, la radiag

tividad remanente en el filtro se midió por espectrometria de cente

lleo líquido igual que se describió para los receptores de melatoni

na. En todos los experimentos la diferencia entre 3H-DHEunida en

ausencia y presencia de fentolamína se tomó comounión especifica.

La asociación de 3H-DHEa los filtros sin tejido (blanco) Fue menor

del h%. En cuanto a la unión especifica, varió entre un SD y 65%.

La metodologia aplicada en loa estudios cinéticos y de especi

ficidad fue igual que para el receptor de melatonina.

3-h.-Determinación de los sitios de unión para estradiol en ECS
3

Captación y retención de H-estrgdiol in vivo

La captación y retención de 3H-estradiol in vivo fue examinada

a distintos tiempos luego de la inyección 5.o. de bD uCi de 6,7-3H

estradiol (act. esp. h6.3 Ci/mmol). Los tejidos (GES, glándula pi

neal, útero. hipófiais anterior y músculotibial) fueron rápidamen

te obtenidos y pesados después de sacrificar al animal. Luegode
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digerírlos en 0.5 ml de hidróxido de hiamina durante 2h h, se de

terminó la radiactividad en los mismospor espectrometria de sente

lleo liquido, utilizándose una solución centelleadora de tolueno

fósforo. A1 igual que en los demás experimentos. el "quenching" fue

corregido en forma automática mediante standard externo y las cuen

tas acumuladas fueron las suficientes comopara dar un error de con

teo inferior al 3%. La naturaleza de la radiactividad presente en el

ECSfue identificada comoestradiol en un 86-92%luego de su extrac

ción en éter etílico. Los extractos fueron tomados, una vez secos,

con etanol y cromatografiados en placa delgada de silica gel G con

diversos sistemas cromatográficos: a) cloroformo:acetato de etilo

(75:25); b) cloroformo:etanol (90:10); c) bencenozetanol (60:20)

Los resultados se expresaron como dpm/mgde tejido.

Eaaticióngí 34-253951101in vitro

Apenassacrificado el animal se extrajeron los tejidos (GESy

glándula pineal) y se pesaron. Se incubaron durante 1 h a 37 C en

buffer Hrebs-Ringer-bicarbonatolzgn presencia de 0.1 nMde 3H-estrg

diol. Posteriormente se hizo una incubación adicional de 15 min en

buffer fresco. Todas las incubaciones se efectuaron en un ambiente

de Ü (95%) - CU (5%). Se digirieron luego los tejidos en 0.5 ml2 2

de hidróxido de hiamina durante 24 h y se midió la radiactividad

por espectrometria de oentelleo liquido comose indica en el punto

anterior. Los resultados se expresaron comodom/mgde tejido.

Determinación de la constante de disociación y el número de

los sitios de unión citoplasmáticgg para el estradiol en ECS

La constante de disociación de los sitios de unión citoplasmÉ
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ticos para el estradiol'en homogenatos de BCSfue estudiada mediag

te la técnica descripts previamente para la glándula pinealah, adaE

tación del procedimiento de adsorción sobre csrbón-dextrán utiliza

do en otros tejidos. Los ganglios fueron homogeneizsdos en buffer

Tris 0.01 M, pH 7.h, EDTA1.5 mMy se obtuvo la fracción citoplas

mática (Él.mg proteina/ml) por centrifugación a 105000x g duran

te l h a 0-h C. Alicuotas de 0.5 ml de esta fracción fueron incuba

das con distintas concentraciones de 3H-estradiol en presencia o en

ausencia do una concentración 100 veces mayor de estradiol, durante

8 h a U-h C y, posteriormente, se las trató con 0.1 ml de una sus

pensión de carbón-dextrán (0.05 g de dextrán y 0.5 g de Norit A en

100 ml de buffer Tris-EDTA) para remover el estradíol libre y unido

con baja afinidad. El carbón fue finalmente sedimentado por centri

fugación a 2000 x g durante 15 min a 0-h C y 1a radiactividad de

los sobrensdantes se leyó con 15 ml de la mezcla centelleadora de

tolueno-fósforo.

Determinación del complejo estradiol-recgptor nuclear en BCS

Se utilizó el procedimiento de intercambio receptor-estradiol

nuclear descripto por Anderson y coll.26

a la glándula pineal por Cardinali;zz Los animales fueron sacrifi

y con la técnica adaptada

cados a distintos tiempos luego de la inyección s.c. de 2 ug de es

tradiol (estradiol-l7/9, E. Merck, Darmstadt) en 0.2 ml de vehicué
lo (etanol:salina, 5:95, v:v) por exposición a una atmósfera satu

rada de éter etílico. Los ganglios cervicales superiores se extra

jeron y fueron rápidamente pesados y homogeneizados en buffer Tris

10 mM- EDTA1.5 mM, pH 7.h. Los homogenatos fueron centrifugados

a 800 x g durante 10 min a 0-b C. La fracción nuclear precipitada
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fue lavada 3 veces con buffer Tris-EDTAy fue Finalmente resuspen

dida en el mismo buffer en una concentración de 5 BCS/0.5 ml. Para

la determinación de la constante de disociación se incubaron frac

ciones de G.5 ml a 37 C durante 3D min con distintas concentracio

nes de 3H-estradiul, en presencia o en ausencia de una concentra

‘Ción lÜÜveces mayorde dietilestilbestrol. Finalizada la incuba

ción se agregaron 3 ml de buffer Tris-EDTAa cada tubo y se centrï

fugó a BÜDx g durante lÜ min a Ü-h C. Los precipitados fueron la

vados 2 veces con el mismobuffer y, finalmente, se extrajeron con

3 m1de etanol absoluto. El extracto etanúlico fue transferido a

un vial, secado y resuspendido en lÜ ml de solución centelleadora

de tolueno-Fósforo.

h.- Incorporación de aminoácidos tritiados a proteinas Eineales

La sintesis de proteinas pineales se estimó in vitro por la

incorporación de aminoácidos marcados a proteinas pineales.

Se incubaron grupos de 2 glándulas pineales, inmediatamente

después de sacrificar al animal, durante 2 h a 37 C en G.5 ml de

buffer Hrebs-Ringer-bicarbonato, pH7.h bajo atmósfera de 02 (95%)

-CÜ2 (5%) con 2 uCi de una mezcla de 3H-L-aminoácidos conteniendo

160 nCi de L-alanina, th nCi de L-arginina, 160 nCi de ácido L

aspártico, 250 nCi de ácido L-glutámico, BUnCi de glicina, 3D nCi

de L-histidína, lÜÜnCi de L-isoleucina, 280 nCi de L-leucina, 120

nCi de L-lisina, 160 nCi de L-fenilalanina, 100 nCi de L-prolina,

BUnCi de L-serina, lÜD nCi de L-treonina, BDnCi de L-tirosina y.

160 nCí de L-valina. Luego de la incubación los tubos se enfriaron

rápidamente en hielo y se lavaron los tejidos 3 veces con solución

salina; se homogeneizaron en ácido tricloroacético (TEA)10%y se
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centrifugaron a 6000 x g durante 20 min a D-h C. Los residuos inso

lubles en TEAae lavaron 2 veces con TCAh%, 2 veces con etanol v

1 vez con dietiléter y se diaolvieron finalmente en NaOHl Men ca

liente.

La concentración de proteinas del precipitado una vez reauspen

3y se usó albúmina de susdido se determinó por el método de Loury12

ro bovino comostandard. La radiactividad del precipitado resuspen

dido y del sobrenadante de TEAse midió por espectrometria de centg

lleo liquido utilizando comoliquido de centelleo la solución de tg

lueno-fósforo - 30%(v/v) Tritón X-lÜD. La captación e incorporación

de aminoácidos marcados a proteinas pineales fue lineal al menos du

rante 2 h. Los resultados se expresaron com dpm/mgde proteina/1000

dpm del sobrenadante de TCA.

Los cambios en la incorporación de aminoácidos marcados a pro

teínas in vitro pueden reflejar, en cierta medida, modificaciones en

otros mecanismosademás de la sintesis de proteinas; por ejemplo: la

velocidad de entrada de aminoácidos a las células pineales, el tama

ño del "pool" del precursor y la velocidad de catabolismo de las pro

teinas sintetizadas. Experimentosrealizados utilizando cicloheximi

da, un inhibidor de la sintesis de proteinas, en dosis que disminu

yen la incorporación de aminoácidos marcados a proteinas pineales en

un 68-70%, suprimieron el incremento en la incorporación de 3H-leu

cina producida por estradiol en ratas castradas. lo cual indica que

cambios en la sintesis da proteinas están involucrados en la acción

del estradiol sobre la glándula pinealeg'

5.- Captación de 3H-norepinef‘rirlgrin vitro

Para la determinación de la captación de 3H-NEin vitro se uti



76

lizó el procedimiento descripto por Silberstein y col.12? Antes de

usarse la 3H-NE,se controló la pureza del compuesto radiactivo por

cromatografía de adsorción en columna de alúmina y por intercambio

iónico en columna de Douex SÜUo Xh: Más del 97% de la radiactivi

dad cromatografió con la amina standard pura.

Los tejidos, inmediatamente después de su extracción, ae inc!

baron en atmósfera de DZ (95%) - CD (5%) durante 30 min a 37 C en2

buffer Hrebs-Ringer bicarbonato con 0.01 mMde 3H-L-NE(act. eap.

h.6 Ei/mmol) y durante 10 min más en buffer fresco sin el compues

to radiactivo. Loa tejidos ae dígirieron luego con hidróxido de

hiamina y la radiactividad se determinó por espectrometria de cen

telleo liquido utilizando toluenoófósforo comosolución centellea;

dora. Los resultados se expresaron en femtomolea de 3H-NEacumula

da/h/mg de tejido.

6.- Determinación del "turnover" de norepinefrina

Desde el punto de vista bioquímico, los parámetros que mejor

reflejan la fisiología de 1a neurona son: l) la velocidad en que

se sintetiza el neurotransmisor y 2) la velocidad de recambio del

mismo("turnover")95.

En nuestros experimentos el "turnover" de NEse estimó por la

velocidad de desaparición de una dosia trazadora de amina marcada

(so uCi de 3H-L-NE)inyectado por via intravenosa aegún el método
BB

descripto previamente por Cardinali y col. .

Las ratas se anestesiaron levemente con éter y ae les inyectó

3H-NEdisuelta en 0.5 ml de soluciónen la vena yugular 50 uCi de

salina. Los animales ae sacrificaron 30, GDy 120 min después de la

administración de la amina y se extrajeron los tejidos (glándula pi
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neal, GES,corazón (ventrículo izquierdo) y glándulas adrenales).

Estos se pasaron y congelaron en hielo seco hasta el momentode re

alizarse las determinaciones bioquímicas. usualmente dentro de las

2h h.

Los tejidos se homogeneizaron en 6 ml de HClDa 0.h N frio y,

en el caso de la glándula pineal y el GES, a los homogenatos se les

agregó l ug de NEno marcada como standard interno. Se centrifugó a

20000 x g durante 20 min en centrífuga refrigerada a 0-h C y la NE

de la Fracción sobrenadante se adeorbió sobre columnas de alúmina

activada (b00 mg), a pH 8.6, y se eluyó con 2 ml de HAc0 0.2 N. El

contenido en tritio de alicuotaa de l ml de eluato se midió por eg

pectrometria de centelleo liquido luego de disolver en 15 ml de tg

lueno-fósforo - 30%(v/v) Tritón X 100. Los resultados se expresa

ron como femtomoles de 3H-NE/mgde tejido.

0tra porción del eluato se utilizó para estimar la recuperación

de las columnas (pineal y GCS)o el contenido de catecolaminas endóé

genas (corazón y glándula adrenal) mediante el método espectrofluo

rométríco de Laverty-Taylor;2% Este procedimiento se basa en la me

dición de la fluorescencia del producto de oxidación con 12 en dos

combinaciones de longitud de onda, de excitación y emisión (390/500

y ADD/530nm). Con la primera. la fluorescencia de epinefrina y NE

es casi igual; con la segunda, el fluoróforo de epinefrina de una

lectura mucho mayor que la NE. La recuperación fue de (87 Ï 3)%.

La caida exponencial en los niveles de 3H-NEse calculó como

en trabajos anteriores asumiendo un único compartimiento donde los

niveles de NEson mantenidos por balance entre la sintesis y el mg

tabolismo y eflujo de la amina. En tal sistema los niveles de 3H-NE
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se pueden expresar como: .

3H-NE = 3H-NED , e-kt

donde k = constante de decaimiento: t = tiempo ; 3H-NEo= concentra

ción inicial de la amina; 3H-NE= concentración de la amina a1 tiem

po t.

Se graficó en papel semilogaritmico la concentración de NEXEEf

EEEel tiempo y se calculó por análisis de regresión la ecuación que

i mejor representaba los datos. Por lo tanto. se obtuvo el Tl/z (tiem
3po necesario para la reducción a la mitad del contenido de H-NE)y

3
k = ln 2 / Tl/z y la velocidad de recambio o UR = H-NED . k

7.- Determinación del contenido de serotonina Eineal

La concentración de serotonina pineal se determinó espectrofluo

rométricamente según la técnica descripto por Hyyppfiy co1.139 Cada

pineal se homogeneizó en 2 ml de butanol ácido (0.65 ml de HCl concen

trado por litro de n-butanol). El homogenatose transfirió a un tubo

de centrífuga y se centrifugó durante 5 min a ZÜDURPM.Una alícuota

de 1.25 ml se transfirió B un tubo de centrífuga con 2.5 m1 de n-heE

tano y 0.2 ml de HCl 0.1 N. Luego de agitar durante 5 min los tubos

se centrifugaron 5 min a ZÜDÜRPM.La fase orgánica, incluyendo el

disco proteico en la interfase, se removió por aspiración y se des

cartó. Alicuotas de 0.1 ml de la fase ácida se transfirieron a tubos

de Kahn y se las agregó 0.6 ml de una solución de o-ftaldehido re

cién preparada (10 mg/lDD ml de HCl 10 N). Luego de agitar en vortex,

los tubos se calentaron en baño de agua a 100 C durante lD min. La

fluorescencia se midió en un espectrofotofluorómetro AmincoBouman

con cubetas de cuarzo de l cm. Las longitudes de onda de activación

se fijaron a 360 nm y A70 nm respectivamente.
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[h .- Determinación del "turnover" de serotonina pineal.

El "turnover" de serotonina pineal se examinóen ratas trata

das con DL-p-clorofenilalanina (PCPA),un inhibidor de la triptofa

no hidroxilasa131 . La droga se suministró i.p. como suspensión en

solución salina (3D mg/ml) en una dosis de 3DGmg/kg de peso. Las

ratas se sacrificaron a distintos tiempos después de la inyección

y se determinó en cada caso el contenido de serotonina pineal, co

mose describe en el punto anterior. Se tomó comoindice del "turn

over" de serotonina la caida en el contenido de 1a amina en Función

del tiempo transcurrído'luego de la inhibición de su sintesis.

Si se asume que PCPAno libera serotonina sino que bloquea tE

talmente su sintesis, se puede hacer una estimación del "turnover"

de serotonina aplicando los principios cinéticos a una caida expo

nencial única de serotonina como se explicó en el caso de 1a NE, es

decir, la velocidad de recambio (UR) se calculó como: VR= k . [se

rotonina]: . Los resultados se graficaron comoporcentaje del con
tenido de serotonina respEcto del valor al tiempo cero en Función

de los minutos transcurridos luego de la administración de PCPA(pa

pel semilogaritmico) y las constantes cinéticas se calcularon de.la

misma forma que para el "turnover" de NE.

Este método ha sido aplicado en áreas del SNCpor otros inves

tigadoresl3l. Se acepta que la velocidad s la cual se sintetiza y

recambia (liberación, metabolismo) la serotonina, es independiente

de los niveles de la amina que contiene la glándula a pesar de al

terarse las condiciones de Equilibrio por PCPA.

9.- Determinación del contenido de tubulina.

La tubulína es la subunidad proteica de los microtúbulos y su
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concentración en el cerebro representa un 11-hÜ%del total de la

proteína soluble cerebral. Su rol fisiológico no se conoce, si bien

ha sido implicada comose destaca en la Introducción en le neurose

oración y flujo axoplasmático.

Su cuantificación se hace posible dada la capacidad de alcaloí

des como la colchicina de unirse en relación mol a mol con la molécu

la de tubulina sn su Forma dímera (condición natural). A medida que

21 alcaloide se une irreversiblemente a la tubulina se produce la :5

:olínsrízación de los miorctúbulos de modoque este método permite

el dosaje dc la tubulina tota1132.

Los tc‘idos sc homogeneizaron en buffer Fosfato ds sodio ¿.257 H

pH 5.5, conteniendo HCl G.1 mMy GTP 0.01 mH. Alicuotas de los homoge

3H-colchícina dunatoa se dejaron llegar al equilibrio con 0.02 H de

rante 90 min a 37 C, después de lo cual la colchicina libre se remo

vió por adsorción sobre carbón activado. Posteriormente ae separó el

carbón por centrifugación a BUGx g durante 15 min y la radiactividad

se determinó en el eobrenadante por espectrometría de oentelleo liqui

do, utilizando comoliquido de oentelleo la solución de tolueno-fós

foro - 30%Trítón X 100 (v/v). Los resultados se expresaron como nmo

les de tubulina/mg de proteina soluble, asumiendo que en condiciones

de saturación la colchicina se une a'la tubulino en lo relación mol

a mol.

En todos los experimentos las proteinas se determinaron por el

metodo de Loury y col.. Se usó como standard albúmina sérica bovi
123

na .
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10.- Reactivos utilizados

LH (NIH-LH-SlB). FSH (NIH-FSH-SIZ) y prolactina (NIH-S-PlZ)

ovinaa: donación del National Institute of Health, Bethesda Md.

N-acetil-5-metoxitriptamina,(2-3H-aminoetil)-, act. esp. 31.5

Bi/mmol; acetíl-Boenzima A.(1-1hC-acetíl)-, act. esp. hS.U Ci/mmol;

5-hidrnxítriptamina, bicxalat0,(2-1hC)-, act. esp. ¿7.2 mCi/mmol;

(5-feniletilamina,HCl,(1-1bC-etil)-, act. esp. 50.95 mCi/mmcl;S-a
dencail-l-meticnina,(1hC-metil)-. act. esp. A7.ÜmCi/mmcl;9,1Ü-di

hidroergccriptina,(9,10-3H(N))-, act. esp. 25.7 Ci/mmol;estradiol,

(6,7-3H(N))-, act. esp.b6.3 Ci/mmal; progesterona,(1,2.6,7-3H(N))

act. esp. 105 Ci/mmcl; l-norepinefrina,(7-3H(N))-, act. esp. ¿.5 Ci/

mmol;colchícina,(anillc c, 3H-metoxi)-, act. esp. 15.05 Ci/mmcl; ti

rcsina,(1hC(U)). ace. esp. #53 Ci.mel: NewEngland Nuclear, Maas..

Catalasa y NADPHEBoehringer Chemical 80..

lZ-Aminc-h-hidroxi-E,7-dimetiltetrahidropteridina: Aldrich
Chemical Cc..

Testosterona y 17 fiafestradiclz Merck. Darmstadt.
Dextran T-7Ü: Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala.

Norit-A neutro: AmendDrug and Chemical Cc. N. Y..

Alúmína neutra, grada 1: Alupharm Chemicals.

Domexm-xu; dietilatilbeetrcl;fi>-feniletilamina,HCl; progesteeg

na: serotonina creatinina, sulfato; melatnnina; N-acetilaerctcnina;
2-metilindcl¡S-hidrcxitriptofcl; 5-metuxitriptamina, HCl;5-metcxi

triptefol; S-metoxi-3-indnlacético; 5-hidrcxindclacético; triptamina,

HCl; S-hidrcxitriptofano; G-hidroximelatcnina; l-dopamína, HCl; p-clg

rofenilalanina; l-epinefrina,bitartrato; octcpamina,HCl;propanolcl,

HCl; iaopraterenol,HCl; colchicina: Sigma Chemical. Co.

Fentclamina,HCl: CIBAlab. Ba. A5..
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RESULTADOS

1.- Transducción neuroendócrina.

l-l.- Caracterización de receptores cü-adrenérgicos en la glándula

Einesl.

Uno_delos procesos fundamentales de la transducción neuroendócri

ns es ls interacción del neurotransmiaor con su receptor. En la glán

.duls pineal se acepta en forma general que ls NEdesencadena. al actuar

sobre un receptor B>-adrenérgico acoplado a una sdenilciclass, una se

cuencia de acontecimientos metabólicos que conducen al incremento de

ls sintesis de la hormonamelatonina. Sin embargo, ea sabido desde hs

ce años, que el uso de bloqueantes cK-adrenérgicos incrementa la acti
vidad de las enzimas.sintetizantes de melstonins 133Vla sintesis de

fosfolipidos pinealsz?‘ssi comoestimula ls liberación de NEde las ter

minales nerviosas pinealesIBQ Dichos resultados sugieren la presencia

de receptores ot-adrenérgicos en la glándula pineal, los que se inves

tigsron en este trabajo por la unión de JH-DHEa preparaciones crudas

ds membranasde glándula pineal bovina.

Comose observa en la Fig. 16 la unión fue saturable y el análisis

de Scatchsrd de la curva de saturación indicó una única población de 81

tios de unión con Vh-(LS Ï 1.9) x lD'BH (Media t ES, n=3) y una con

centración máximade sitios a (83h t 103) fmolea/mg de proteins de mag

brsns. Representaciones de Scatchard no lineales y coeficientes de Hill

distintos de l han indicado en otros regiones cerebrales la presencia

aH-DHE, probablementede poblaciones diferentes de sitios de unión para

de tipo oil y .{2 . En este caso, no obstante, tanto el gráfico de
Scatchard (Fig. 16) comoel de Hill (Fig. 17) fueron lineales (véase

también la Fig. 18). Ls ecuación de Hill resultó en uns única recta

con un coeficiente de Hill de 0.99, lo que asimismo revela ls ausencia
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teína.
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de cooperatividad.

En cuanto a los ensayos de competencia para determinar la especi

ficidad de la unión (Tabla II) se verificó que la DHEno marcada fue

potente en desplazar a la 3H-DHEde su sitio de unión con una Hd calcg
lada de 3.9 x 10-8Msimilar a la obtenida con el compuesto radiactivo

en los estudios de saturación. Los antagonistas ¡(-adrenérgicos fento

lamina y fenoxibenzamina fueron 10h veces más efectivos que el agonista

o antagonista-p,isoproterenol o propranolol,en desplazar a la 3H-DHE
de su receptor. La serotonina resultó sólo levemente menos potente que

la epinefrina en campetir con la 3H-DHEpor la unión al receptor. Una

observación similar fue realizada por Davis y col. en membranasde cor

teza cerebral y constituye, probablemente, la base para interpretar reg

puestas farmacológicas de la serotonina sensibles al bloqueo por fento

laminalsé En conjunto, el orden de competencia de la Tabla II indica

que la 3H-DHEse une a un sitio ei-adrenérgico en la glándula pineal.

Sin embargo, estos estudios no ofrecen información sobre la localiza

ción de dichos presuntos receptores.

Conel objeto de determinar si los sitios de unión detectados aa

modificaban luego de la degeneración de loa terminales noradrenérgicoa.

se sometieron grupos de ratas a gangliectomia cervical superior bilate

ral o a operación aimulada y 7 dias más tarde se estudió la unión de

3H-DHEa membranas pineales. La desnervación de la glándula pineal pro

dujo un incremento del 53% en la unión de 3H-DHEa membrawas pinealea,

8M y 5.5 x 10"esin cambios en laa Hd (5.2 x 10- Mpara los animales dea

nervados y controles respectivamente)(Fig. le). Estos resultados sugie

ren una localización predominantementepostsináptica de los sitios de

unión observados.
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Tabla II: DEEÜy Hi de una variedad de drogas en los estudios de com
petencia por los sitios de unión para 3H-DHEen memhranas
de glándula pineal hovina.‘

Droga DESÜ Hi
(uM) (uM)

dihidroergocriptina 0.118 0.039
fentolamina 0.307 0.102
fenoxihenzamina 0.785 0.262
metisergida 2.01 0.670
l-epinefrina 6.81 2.27
serotonina 9.27 3.09
l-norepinefrina 9.60 3.20
octopamina 90.8 30.3
l-propranolol 5120 1710
l-isoproterenol 6000 2000

‘Las preparaciones de memhranase incuharon por triplicado comose
describe en Materiales y Métodos con varias concentraciones (mini
mo: h) de la droga en estudio y 96 nMde 3H-DHE.Los valores resul
tantes de unión especifica se representaron en papel log-prohit pa

ra determinar las DESÜ.Las pendientes, así comolas intersecciones,
se determinaron por análisis de regresión. La constante de disocia

ción para los distintos inhibidores (Hi) se calcularon a partir de

la fórmula: H1 = DE 9 / l + (BH-DHE)/Hd), donde Hd es la constantede disociación para H-DHE120.
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2.- TransducciónAgpdócríno-endócrina

2-1.- Cambiosen la sintesis de proteinas Eineales durante el ciclo

astral: participación del estradiol y la progesterona.

Por definición, los mecanismosde transducción endocrino-endocrino

involucran cambios inducidos por hormonas en el metabolismo celular con

ducentea a la secreción de otra hormona y desencadenados por la acción

directa endocrina sobre.el efector.

Es sabido que la castración disminuye la sintesis de melatoninaeh.

Por el contrario, la administración de dosis fisiológicas de estradiol

o testosterona 1a aumentan en forma significativa, asi comotambién in

crementan la sintesis de proteinas pineales. Se presentan aqui los cam

bios observados en la sintesis de proteinas pineales, posiblemente vin

culados a'ls producción de péptidos y proteinas pinealea de actividad

endócrina, durante el ciclo astral de la rata y su relación con la ac

tividad noradrenérgica, evaluada por la activación nocturna de la enzi

maserotonina-N-acetiltransferasa en cada dia del ciclo.

Los animales fueron sacrificados a dos tiempos diferentes durante

el periodo de luz (hn y 100 hora de luz) y en la mitad del periodo de

oscuridad. Los cambios en la sintesis de proteinas se restringieron a

los dias del proestro y estro: alcanzó su máximoen la mañanadel pro

estro y declinó en un 53%(p ¿0.01) en la tarde durante el "periodo

critico" de liberación de FSH, LHy prolactina (ver Fig. 15). A las

1100 h del dis del astro los valores alcanzaron el promedio obtenido

en los restantes dias del ciclo (Fig.l9 ).
La enzima serotonina-N-acetiltranaferasa exhibió los bien conocidos

cambios diurnoalle, con incrementos de 10 a 15 veces en la actividad

durante ls oscuridad, no observándose modificaciones en función del

estado del ciclo estrsl (Fig.20 ).
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Conel objeto de evaluar la participación de las hormonasreproduc

tivas en los cambiosen la sintesis de proteinas pinealea, ae recurrió

a un modelo fisiológico experimental que se sabe reproduce en animales

castrados la liberación de gonadotrofinas y prolactina del periodo cri

tico. Se administró a ratas hembracastradas 0.5 y 5 ug de estradiol a!

rante 2 dias, sacrificándose los animales a laa 1100 y 1700 h del 30 dia

(Tabla III). De acuerdo a los datos de la literatura se observa, en el

20 grupo de animales, una liberación de FSH, LHy prolactina semejante

a la del periodo criticJJD'13981n embargo, ésta no mostró las diferen

cias matutinaa-vespertinas del proestro a menosque se inyectara pro

gesterona (h mg) IO h antes del sacrificio (Tabla III).

El siguiente experimento fue realizado a fin de evaluar si loa cam

bios inducidos por la progesterona eran aún observados en ausencia de

estradiol, ya que la administración de progesterona sola no se acompaña

de liberación de hormonashipofisariaa. Los resultados de la Tabla IV

indican que el tratamiento con progesterona (1-8 mg)/dia, #8 y 2h h an

tes del sacrificio, en ratas ovariectomizadas, disminuyóla incorpora

ción de aminoácidos tritiados a proteinas pineales aún en presencia de

la inyección simultánea de l ug de estradiol. El estradiol por si mismo

induJo un incren'lento en la sintesis de proteinas 90 compatible con los

cambios observados en la mañana del proestro, momentoen que se produce

la liberación del pico ovulatorio de estradiol (Fig.15 ).

Puede concluirse que la progesterona Eg¿_gg y no a través de una

acción hormonal sinérgica es capaz de disminuir la función pineal asi

evaluada. Esto llevó a investigar la presencia de posibles receptores

pineales para progesterona, requisito indispensable para la asistencia

de fenómenos de transducción endócrino-endócrina de la hormona.
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Tabla III: Cambiosen la síntesis de proteínas píneales en ratas ovarieo
tomízadas inyectadas con 0.5 y 50 ug de estradiol ha y 2h h
antes del sacrificio, o con estradin‘ más h mgde progesterona
a las 0700 h del 39 día.

Sintesis de proteínas*
Tratamiento (dEm/mgErot./lDÜÜ dom sobrenad.)

llÜÜ h 17ÜÜ h

Estraoíol 576h Í 376 (e)u 5h5b Í 322 (8)“
Estradíol + Progesterona A997Ï #26 (7)*“ 3706 Ï 296 (B)“*
Vehículo 377o i 295 (a) assu Í 267 (7)

’Media Í es (n)
"p.¿ 0.02 con respecto a su control tratado con vehículo (test de t).

***p.<_0.02 con respecto a las ratas sacrificados a las 1100 h.
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Iabla IV: Efectos del tratamiento con progesterona sola o asociada con
estradiol sobre 1a aínteaia de proteínas pineales en ratas
ovariectomizadaa.’

Síntesis de proteínaa’
Tratamiento (dEm/mgErot./IÜDÜ dEmsobrenad.)

Control 3732 i 216

Progesterona l mg 2h26 Ï 235”
Progesterona h mg 196h 1 126"
Progesterona 8 mg 216h Ï 196”
Estradiol 1 ug ¿.853i 325"
Estradiol 1 ug - Progesterona l mg 3035 Ï 2h5“‘
Eatradiol 1 ug - Progesterona k mg 2526 Ï 197"’
Eatradiol 1 ug - Progesterona 8 mg 2622 Ï 208”’

’Rataa ovariectomizadas fueron tratadas por dos días con progesterona
v/o estradiol; los animales se sacrificaron en la mañanadel tercer
dia (1000 h) y la síntesis de proteínas ae determinó comose descri
be en Materiales y Métodos.
Los datos se expresan como Media Í ES (n = 6 en cada grupo).

"p < 0.05 con respecto al control (test t de Student).
”’p < 0.05 con respecto a las ratas inyectadas con estradíol (test t

de Student).
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2-2.- Caracterización del receEtor citoplasmático para progestágenos

en la glándula Eineal.

La posible existencia de un receptor pineal para progesterona fue

investigado en la fracción citosólica de glándulas pineales bovinas.

En la Fig.21 se muestra la evolución de la asociación específica de

3H-progesterona a citosol pinesl, en función del tiempo de incubación,

a Ü y 37 C. La unión fue inestable a 37 C, por lo que los experimentos

subsiguientes se realizaron a U C. Alicuotas del citosol incubadas con

tripsína (3 mg/ml) o calentadaa a 65 o 100 C durante 15 minutos, mos

traron inhibición de la unión especifica en un 85, 75 y 98%respectiva

mente, lo que sugiere una naturaleza proteica para el sitio de unión.

El procedimiento de incubación a Ü C no alteró el asteroide radioactivo,

ya que más del 95%exhibió una conducta cromatográfica semejante a la

del compuestode referencia puro en los sistemas de solventes descrip

tos en Materiales y Métodos.

Conel objeto de determinar la constante de equilibrio para la aso

ciación de alta afinidad de.3H-progeateronaa citoaol pineal, alicuotas

de éste fueron incubadas con varias concentraciones del compuesto en

presencia o en ausencia de un exceso de progesterona no marcada (Fig.22 )

Se detectó una única población de sitios de unión especificos = 3h fmo

les/mg de proteina, con una Hd = 1.62 nM.

En 1a Tabla U se muestran las concentraciones efectivas de diver

sos esteroides para disminuir en un 50%la unión especifica de proges

terona en la glándula pineal (DESÜ).Se observó el siguiente orden de

afinidad: progesterona > 20-ol-dihidroprogesterona > ZD-fl-dihidropro
gesterona > estradiol > testosterona > corticosterona. Comotodos los

experimentos de estudio del receptor para progesterona se realizaron

en presencia de un exceso de cortisol (10 uM), estos resultados indi
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Asociación específica de 3HFprogesterona a citosol pineal
bovino a diferentes temperaturas. La unión especifica de
progesterona se determinó comose descrihe en Materiales
y Métodos luego de incuhar alicuotas de 300 ul de oitosol
pineal hovino con 12 nMde 3H-progesterona s 37 C o'Ü C

'durante varios períodos de tiempo.
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Tabls.U: Especificidad de la asociación de 3H-progesterona al citosol
pinesl bovino.’

Compuesto DESD K1

Progesterona 2.0 2.h
20- 04-dihidroprogesterona 12 15

20-.P -dihidroprogesterona 25 30
Estradiol 158 193
Testosterona 675 823
Corticosterona lÜÜÜ 1220

’Alícuotas de citosol se incubsron por triplicado a Ü C durante 15 h con
concentraciones variables (mínimo: 3) de esteroides no marcados y l nM
de 3H-progesterona. Los valores resultantes de la unión especifica se

graficaron en papel log-probit a fin de obtener las DESÜ.La constante
de disociación para los distintos inhibidores (H1) se calcularon según
la ecuación: K1 = DE50/ l + (JH-Progesterona)/Hd, donde Hd es la cona
tante de disociación para 3H-Progeaterons.
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ESA: albúmina de suero bovino.
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can que existe un receptor citosólico para progesterona y descartan

la posibilidad que se trate de unión a CBG(globulina plasmática trans

portadora de corticoides). Por otra parte, esto estaria de acuerdo con

la inhibición débil de la unión de 3H-progesterona a su sitio de unión

por corticosterona.

En la Fig. 23 se observan los resultados del experimento de centri

fugacíón en gradiente de sacarosa de la fracción citosólica pineal in

cubada con 3H-progesterona en presencia de 10 uMde cortisol. Se obser

vó un pico de radiactividad en la región 7-8 S del gradiente, el que

desapareció en presencia de un exceso de progesterona no marcada.

2-3.- Caracterización de sitios delunión para la melatonina en la

glándula pineal.

La glándula pineal responde con marcados cambios, tanto morfológi

cos comobioquímicos, a la administración de melatoninam-Bg’71 . Con esta

serie de experimentos se trató de investigar la presencia de posibles

receptores para melatonina en la glándula pineal, comoun indice de

acción directa de la hormona sobre la misma.

En la Fig.2h se graficó el curso de la unión especifica de 3H-me

latonina a una preparación de membranasde glándulas pinealea bovinaa

en Función del tiempo y la temperatura de incubación. El máximose ob

tuvo en l h a 37 C, en 2 h a 25 C y en 5 h a U C. Sin embargo, dichos

máximos difirieron, siendo a 25 C y 37 C, 36 y h2% del observado a U C,

debido, probablemente, a daño en el receptor (no se incubó en presencia

de enzimas proteoliticas). Por esta razón se eligió comocondición de

rutina para la incubación en todos los ensayos posteriores: Ü C durante

5 h.

La asociación especifica de melatonina a preparaciones de membranas

de glándula pineal resultó ser pH-dependiente: en buffer Tris-HCl la
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figura.
Cada punto es 1a media de 3 determinaciones.
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máximaunión se observó a pH fisiológico (7.h) con disminución gradual

a pH menor y mayor. La asociación a pH 6.5 y B.h fue un 80 y 87% res

pectivamente de la obtenida a pH 7.a.

La naturaleza proteica del Componentede membranacon actividad de

unión para la melatonina es sugerida por la inhibición de dicha unión

a un 5%luego de la preincubación durante 15 minutos con tripsina (Smg/

/ml) y por au abolición luego de someter el homogenatoa ebullición

por igual tiempo.

Tanto el agregado de iones monovalentes comodivalentea al medio

de incubación inhibió la asociación de melatonina a sus sitios especi

ficos de unión en la glándula pineal. Esta dependencia del entorno ió

nico para la unión a sitios receptores se asemeja a lofique ocurre con

Aluny con el recepotras sustancias comolas endorfinas, glicina y GAB

tor para melatonina en HMB63(Tabla VI).

La posible alteración de la melatonina luego de su asociación a loa

sitios de unión.fue examinadapor cromatografía en capa delgada de los

extractos clorofórmicos usando los sistemas de eluyentea descriptos en

Materiales y Métodos. Másdel 95%de la radiactividad extraída co-cromg

tografió con el standard puro de melatonina. Este comportamiento croma

tográfico sugiere que los sitios de unión para melatonina en la glándula

pineal no tienen vinculación con sistemas enzimáticos de degradación de

la hormona. Esto también se verificó in vitro en incubaciones de explag

tos pineales durante 2 h a 37 C. Por su parts, Uurtman y col.“l comprg

baron que casi toda la radiactividad recuperada en glándulas pineales

3H-melatonina también co-cromatode gatos administrados l h antes con

grafiaba con el standard de melatonina. Considerados en conjunto estos

datos apoyan la conclusión que la glándula pineal carece de sistemas

enzimáticos para la metabolización de la melatonina.
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Tabla VI: Influencia de la composición iónica del buffer sobre la aso
ciación especifica de 3H-melatonine a preparaciones crudas
de membranaspineales.‘

3 .
Sal Concentración H-melatonina unida específica

(mM) fmoles/mg prot. % del Máximo

— - 155.7 t 15.7 100
NaCl 120 10a.9 Í lh.8" ss

no 12u.u i 12.5 78
1o 121.a i 7.a 77

HCl 109 90.8 i 15.1u 57
10 a7.a i 1L..7n 55
5 1u1.7 i 11.7 es

oac12 6 10n.1 Í s.9°* es
3 109.u i 11.2u 69

Mgc12 2.5 127.2 i no.7 ao
1.25 ‘ 135.1 i 31.9 es

‘Alicuotas de las preparaciones de membrana.se incuharon a 0 B du
rante 5 h con 600 nH de 3H-melatonina en buffer Tris-HCl, pH 7.h
contenienno 0.1% de ácido ascórbico y sales según ee indica en la
Tabla. La unión especifica ee determinó comose describe en Mate
riales y Métodos. Los resultados se expresan como Media t ES (n = 5
en cada grupo). Los datos fueron analizados por un análisis de la
varianza seguido por un test de Dunnet para comparaciones múltiples.

"Significativamente diferente de la unión específica en ausencia
de sal (p < 0.05).
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Tabla VII: DistriHución suhcelular de los sitios de unión específicos
de'3H-me1atonina a membranasde glándula pineal hovina.’

3H-melatoninaunida a sitios especificosFracción
fmoles/mg de proteina fmoles/g tejido %del total

deo 900 x g' 73.2 i 6.1 1615.0 i 13a.2 39
deo 27000 x g 97.h i 7.3**’ 2060.0 i 150.0 50
deo 105000 g g 53.5 i 2.3u 059.0 i 19.8 11

’Los homogenatosde glándula píneal hovins se fraccionaron por centri
fugación diferencial y, en las distintas fracciones, se midió la u
nión especifica de 3H-melatonina según se describe en Materiales y
Métodos. Alicuotas de 250 ul de las distintas fracciones se incuha
ron durante 5 h a 0 C con 600 nM de 3

ausencia de 100 uMde melatonina no marcada.

H-melatonina en presencia o en

Los resultados se expresan como Media É ES (n = h en cada grupo).
Los datos se analizaron por análisis de varianza seguido por test de
Tukey para comparaciones múltiplesluz.

**Diferencia significativa con respecto al precipitado de 900 x g
(p <-0.05) y el precipitado de 27000 x g (p < 0.01).

*‘*Diferencia significativa con respecto al precipitado de 900 x g
(p < 0.05) y el precipitado de 105000 x g (p < 0.01).
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triplicadns de muestras. A la derecha se muestra el gíafica de Scatchard. En este experimento H = 5.0 x 10' [4;
concentración máximade sitios de unión Específicos: 185
fmolee/mg de proteína.
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Tabla VIII: DE50y K1 de una variedad de indolea para los sitios de
unión de 3H-melstonina en membranaspineslea bovinss.’

Agente DE (r) 'H50 i
(lo'GM) ' (10'7M)

Melatonina 1.8 0.96 9
N-acetilserotonins 2h.Ü 0.98 120
Serotonins 26.1 0.91 130
2-Metilindol 30.8 0.90 15h
S-Hidroxitriptofol h3.7 0.99 210
S-Metoxitriptamina 53.1 0.93 266
S-Metoxitriptofol 132 0.99 660
Triptsmina sus 0.93 17hD
S-Hidroxindolacético 691 0.93 3h55
S-Metoxindolacético 2538 0.98 12690
5-Hidroxitriptofano 2720 0.93 13600
6-Hídroxime1atonins 11110 0.97 55550

'Las preparaciones de membranase incubaron por triplicado durante 5 h
a 0 C con concentraciones variables (minimo: k) del agente inhibidor
y 700 nMde 3H-melatonina. Los datos de unión especifica obtenidos se
graficaron en papel log-probit para determinar 1a concentración del
agente que causa una inhibición del 50%de ls unión máxima de 3H-mela

tonina (DESU).Las pendientes e intersecciones se calcularon por anó
lisia de regresión. Los coeficientes de regresión (r) se han detalla
do en 1a Tabla. La K1, constante de disociación para el agente inhi
bitorio de la Unión de 3H-melstonina, fue calculada igual que en la
Tabla II.
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La Tabla VII muestra los resultados del estudio_de la distribución sub

celular de los sitios de unión especificos de melatonina en los compo

nantes de membranaspinesles. La unión fue mayor (50%del total) en la

fracción mitocondrial cruda (27000 x g), la cual contiene también vesi

culas y fracciones de membrana, mientras que en el precipitado de 900 x

g y 105000 x g ae localizó el 39% y 11%de los sitios de unión especi

ficos respectivamente;

En la Fig. 25 se observa la clásica curva de saturación de la unión

especifica de 3H-melatonina en función de la concentración creciente de

la hormonamarcada en el medio de incubación. E1 análisis de estos datos

según el método de Scatchard reveló una única población de sitios de u

nión especificos de 185-356 fmoles/mg de proteins con una Hd aparente

de (7.o t 1.5) x 10’7H (Media t es;¡n a u).

A fin de esclarecer la especificidad de la unión de 3H-melatonina

a membranasde glándula pineal bovina, se determinó la capacidad rela

tiva de análogos de este compuesto en competir con el mismopor sua

sitios de unión. Se realizaron ensayos de unión con una cantidad cons

tante de 3H-melatonina (700 hM) en presencia de cantidades crecientes

de indoles no marcados obteniéndose el siguiente orden de afinidad:

melatonina) N-scetilserotonins > serotonina > 2-metilindol > 5-hi

droxitriptofol > 5-metoxitriptamina> 5-metoxitriptofol> triptamina >

>'S-hidroxindolacético > S-metoxindolacético > S-hidroxitriptofano >>

j> E-hidroximelatonina (Ïabla VIII).
En conjunto, estos resultados indican la presencia de posibles

receptores pinesles para melstonins y avalan la existencia en la glán

dula pineal de fenómenosde transducción endócrino-endócrina.

3.-ïransducción endócrino-neural

3-l.- Metabolismo de la serotonina en la glándula pineal. Cambiospor



108

el tratamiento con hormonasregroductivas.

Tal comose indicó en ls Introducción, la peculiaridad de la glán

dula píneal de sintetizar y almacenar cantidades elevadas de serotoni

na la han convertido en modelo ideal para el estudio de sintesis y me

tabolismo de indolaminas que se ha extrapolado después a las neuronas
9
9'la3. Por lo tanto, la glándula pineal ofrece unaserotonínérgicas

situación propicia para el estudio de los mecanismosde transducción

endócrino-neural en sistemas serotoninérgicos.

En la siguiente serie de experimentos se analizaron loa cambios en

el contenido de serotonina pineal luego de la castración y sustitución

hormonal. La castración en ratas macho, pero no en ratas hembra. resul

tó en un incremento significativo de la concentración de serotonina pi

neal (Fig.25 ). La inyección de testosterona (ADDug, 2 veces por dia,

durante 3 dias) revirtió el efecto de la orquidectomia en forma par

cial, mientras que el estradiol (0.5 y 2.0 ug en 2 dias consecutivos)

también redujo los niveles de serotonina en las ratas ovariectomizadas.

Con el objeto de examinar la posible participación de las gonado

trofinas y prolactina en estos cambios, dichas hormonasfueron admi

nistradas a ratas machoinmediatamente después de la castración (a fin

de minimizar la contribución post-castración de FSHy LHendógenas)lua

(Tabla IX). FSH o LH (2 inyecciones de lDD ug, 3 y 18 b luego de la

orquidectomia) incrementaron los niveles de serotonina pineal en un 23

y 19%respectivamente, mientras que la prolactina (2 inyecciones dia

rias de 200 ug) careció de efectos.

Luego de la hipofisectomia (Tabla X) se observó una disminución

significativa de la concentración de serotonina pineal en ratas macho.

Es aceptado, en forma general, que los niveles neuronales de mo

noaminas comola serotonina no son un indicador sensible de su funcio
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Fig. 25: Efectos de la castración y de la sustitución con estradiol
"_'_"' y testosterona sobre el contenido de serotonina pineal en

ratas macho y hembra. Los animales se trataron como se des
cribe en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan
como Media 3 ES (n).
p < 0.05 con respecto a su control (test de Student).
p < 0.01 con respecto a su control (test de Student).
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Tabla IX 3 Efecto de FSH, LHy Prolactina sobre los niveles de sero
tonina pineal en ratas orquídeatomizadas.’

Tratamiento

Serotonina pineal

(ng/mg de tejido)

Vehículo

FSH (2 x lÜÜ ug)

LH (2 x 100 ug)
Prulactina (2 x 200

133.5 1 5.6. (28)
163.6 i u.u (32)u
155.3 i 3.5 (30)u
135.a 1 5.5 (17)

’Los animales ee trataron con las dosis de hormona indicadas en la
Tabla y en el esquema indicado en Materiales y Métodos.
Los datos se expresan como Media Ï ES (n).

**p < 0.01 con respecto al vehiculo (test de DunnetJIAB.
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Tabla X: Efecto de le hipofiaectomia sobre el contenido de serotonina
pineal.

serotonina (ng/mg de tejido)

Operación simulado 131.“ 1 8.7 (6)

Hipofisectomia 75.2 3 9.8 (6)

Ratas machoadultas fueron hipofieectomizsdas 7 dias antes del sacri
ficio. Los resultados se expresan comoMedia Í ES (n). Las diferencias
entre las Medias son significativas (p <’D.ÜS, test t de Student).
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nalidad ya que la homeostssis del sistema tiende a mantenerlos constan

tes a pesar de que se produzcan cambios importantes en la actividad neg

ronal96 . Fue por esta razón que utilizamos otros aspectos del metabo

lismo de la serotonina pineal, aplicando comorecurso farmacológico la

inyección de PCPA,un inhibidor irreversible de la triptofano hidroxilg

sa. En estas condiciones se produce una inhibición total de la sintesis

de serotonina, siendo el decaimiento progresivo en la concentración de

la amína un indicador de su "turnover" o velocidad de recambio (VR).

El tiempo de vida media de 1a amina (TI/2) fue: 7k min. en machos

controles y 69 min. en hembras controles (Fig. 27). De dicho valor y,

por lo tanto, de la constante de decaimiento (k) considerada en la Ta

bla XI, se calculó la VRsegún la fórmula: VR= k [serotonina]°, donde

[serotonina]o corresponde s 1a concentración de la amina en el estado
de equilibrio, es decir, el previo a la administración de PCPA.La ova

riectomia no resultó en cambios significativos del Tl/2 mientras que la
orquidectomia lo disminuyó en un hh%; sin embargo, como este último prg

cedimiento incrementó la concentración de serotonina pineal, los cambios

en la URfueron menos evidentes.

Luego de 1a inyección de testosterona. FSH. LHo prolactina a ratas

castradas se observó una aceleración significativa del "turnover' de s5

rotonina pineal (Fig. 28 y Tabla XI). Por el contrario, la administra!

ción de estradiol prolongó el ïl/Z en forma significativa.

En sintesis, el Tl/2 aumentó luego de la orquidectomia y tratamien
to con estradiol y disminuyó después de la inyección de testosterona,

FSH, LHy prolactina (Tabla XI).

En la siguiente serie de experimentos se investigó el efecto de

los diversos tratamientos hormonales sobre la actividad de una de las

enzimas responsables de la metabolización de la serotonina, 1a MAO.Se
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Fig. 27: Efecto de 1a castración sobre el "turnover" de serotonina
pineal luego del tratamiento con PCPA.
Cada punto es la Media t ES de, por lo menoa,h determinaciones.
Loa valores de k. T1/2 y URde serotonina están indicados en la
Tabla XI.
La disminución por orquídectomia resultó significativa QJ<: 0.05,
análisis de covarianza).
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Fig. 25: Efectos de las hormonasreproductivas en el "turnover"
de serotonina pineal luego del tratamiento con PCPA.
o---o: machosinyectados con vehiculo; H: machosinyec
tados con hormonas;a---o: hembras inyectadas con vehiculo:
5-1: hembras inyectadas con hormonas.
La aceleración del decaimiento por testosterona (T), LH, FSH
y prolactina (PRL) y su disminución por estradiol (E2) es
significativa (p < 0.05, análisis de covarianzs). Los valo
res de k,_ Tl/2 y URse hallan indicados en la Tabla XI.
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Tabla XI: Efectos de la castración y de las distintas hormonasrepro

ductivas sobre el tiempo de vida media (TI/2). la constante
de decaimiento (k) y la velocidad de recambio (UR) de sero
tonina pinesl medida en ratas tratadas con PCPA.

Tratamiento Tl/Z
(min)

Machos controles 7h
Hembras controles 69

quuidectomia 107’
Uvariectomia 60
Testosterona 55"
Estradiol 78"
FSH 50"
LH 52"

Prolactina 30f'

k

(min)-l

0.0093
ÜJÜIÜÜ

0.0065’
0.0115
0.0125”
0.0089"
0.0138”
D.Ül33"
0.0232”

VR

ng de serotonina/
mg de tejido/min.

1.0h
0.98
0.93’
1.12
1.57"
1.13
2.25"
1.93"
2.52”

Los valores de esta Tabla se calcularon a partir de los datos de las
Fig. 27 y 28 según se describe en Materiales y Métodos.
'p.< 0.05 respecto al animal entero_(análisis de covarianza)

"p <.U.05 respecto al animal castrado control (análisis de covarian
za).
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Tabla XII: Efecto de la gangliectomía sobre la actividad MAOen la
glándula pineal de ratas macho.

Egg DE. aimulada Ganaliectomía

tipo A u1.9 i 5526 (28) 15.a t 3.a (26)'

tipo a 536.6 t «1.a (19) 555.0 i a5.1 (19)

Los animales ae gangliectomizaron 7 días antes del sacrificio.
Los resultados ae expresan como pmoles de producto/mg de proteína/
/m1n.; Media t ES (n).
'p <‘Ü.Dl con respecta a operación aimulada.



TablaXIII:EfectodelstestosteronayestradiolsobrelaactividadMADdelaglándulapineal.

MAO

VehículoïestosteronaVehículoEstradiol

+

+

4'

tipoA“0.914...3(11)51.53.5(12)75.23.5(15)a9.s¡0.3(17).

++

+

tipoB7h0.hÏ 73.6(11)938.861.2(12)’692.h76.h(1h)7h0.856.2(16) Losresultadosseexpresancomopmolesdeproducto/mgdeproteina/m1n.;MediaÍ ES(n). Seinyectsron“00ugdetestosterona2vecespordiadurante3dias,o0.5y2ugdeestradiol endosdiasconsecutivos. °p«<0.05conrespectoa1vehículo,testtdeStudent

117
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Tabla XIV: Efecto de FSH, LH y prolactina sobre 1a actividad MAOde 1a
glándula pineal de rataa orquídectomizadaa.

MAG

tigoA W
vehículo 9:..5 t 8.2 (13) 9a9.o t 92.3 (5)
rsn 50.7 t 10.0 (15) 515.1 t 57.1 (6)
LH 53.9 i 7.a (12) usa.o t uu.2 (7)°
prolactina as.n t 5.5 (15). sou.a t 30.5 (s)°

Las hormonas fueron inyectadas 3 y 18 h luego de 1a castración (FSH y
LH: 100 ug por inyección; prolactina: 200 ug por inyección). Loa resul
tados ae expresan comopmolea de producto/mg de proteína/m1n., Media t
3 ES (n).
'p'C 0.05 en relación a1 vehículo (teat de Dunnet)1a9
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evaluaron los dos tipos de actividad MADdescriptos en la glándula pi

neal: MAOtipo A (intraneuronal) y B (intrapinealocito) (Tablas XII y

XIV).

La glándula pineal contiene un 90% de MAO8 y un lO % de MADR. La

gangliectomia cervical superior sólo altera la MADA, disminuyéndola en

unos dos tercios (Tabla XII). El tratamiento de ratas orquidectomizadaa

con testosterona resultó en un incremento del 27%en la MADB sin afec

tar la tipo A (Tabla XIII) mientras que la inyección de las trofinas ni

pofisarias redujo la actividad de la MADB (FSH y LH) o da ambas (pro

1actina)(Tabla XIV). En ratas ovariectomizadas la administración de ea

tradiol disminuyó la actividad de la MAOA en un JBS sin alterar la MAD

B (Tabla XIII).

3-2.- Efecto de FSHy LHsobre el "turnover" de NEen la glándula Ei

neal y BCS.

El estudio del l'turnover" de 3H-NEen las terminales simpáticas es

considerado comoel mejor indicador bioquímico de la actividad neuronal

99'13?La degeneración de las terminales nerviosas simpáticas an la

glándula pineal, producida por desconexión de las mismas con el BCS,

produce una marcada disminución en la captación de 3H-NEinyectada i.v..

lo que indica que el compuesto marcado ea captado y retenido por las

terminales nerviosas pineales (Tabla vag'ïfiín el GCSla captación de

3H-NEprobablemente ocurra también a nivel de las terminales nerviosas

intraganglionares, dado que interneuronas conteniendo AE}“7y sitios de

acción presinápticos para la NE“e ya han sido deacriptoa en esta ea

tructura.

Con el objeto de estudiar los posibles cambios por gonadotrofinaa

en la actividad neural aferente a la glándula pineal. se utilizaron ra

tas hembra a las que se castró en la mañanadel astro y se inyectó



Tabla XU: Efectos de la desnervación sobre la captación de
nsfrina por glándula pineal de rata'.

Tratamiento 3H-NEpinggl“

0p. simulada 750 t 60 (6)

Descentralización 7230Ï 668 (6)”’

120

3H-norep¿

‘Lus animales fueron gangliectnmizadoa 7 dias antes del sacrificio.
*‘Los resultados se expresan como dpm de

(n).
3H-NE/mgpineal, Media Ï E5

‘*’p < 0.01 con respecto a laa animales con operación simulada (test
t de Student).
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con 100 ug de FSH o LH a las 1600 h del mismo dia y a laa 0900 y 1600

h de los dos dias subsiguientes. Este diseño experimental fue elegido

porque en los animales inyectadoa con vehiculo no ocurren modificacio

nes en LH plasmático y hay un leve incremento en FSH en el momento del

sacrificiolhe El "turnover" de NEfue estimado a partir de la desapari

ción del-tejido de una dosis trazadora de 3H-NEinyectado intravenosa

mente. La NEfue aislada por cromatografía de adsorción sobre columna

de alúmina como se describe en Materiales y Métodos.

El tratamiento con gonadotrofinas resultó en cambios significati

vos en la cantidad de 3H-NEcaptada y metabolizada por 1a glándula pi

neal (Fig. 29). La captación inicial del compuesto fue menor en los a

nimales tratados con FSHo LH y decayó más lentamente (p <.D.D1, aná

lisis de covarianza). El análisis de regresión lineal de loa datos in

dicó los valores de captación inicial.T1/2 , k y VRda la amina de la
Tabla XVI.

3H-NE por el BCS fue mayor en los animaLa captación inicial de

les tratados con FSHy decayó más rápidamente en función del tiempo

que en loa controles (Fig. 29, p < 0.05, análisis de covarianza). Di

chos cambios no se observaron luego de la administración de LH (Fig.

29). El análisis de regresión de los datos de la Fig.29 indicó los vs.

lores de captación inicial,T1/2 , k y URde NEde la Tabla XVII.

Conel fin de determinar la selectividad de estos cambios. ae reg

lizó la mismaserie de experimentos en corazón y glándula auprarrenal

(Fig.30).No hubo cambios en al "turnover' de NEpor gcnadotrofinaa en

los tiempos estudiados, aunque debe señalarse que es necesario exami-'

nar el "turnover' a intervalos más prolongados (6-2h h) antes de esta

blecerse una conclusión definitiva, dada 1a lentitud de recambio del

neurotransmisor en estas estructuras. Tampocose observaron efectos de
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Tabla XUI: Efecto de FSHo LHsobre la captación inicial (CI), tiempo

de vida media (TI/2), constante de decaimiento (k) y velo
cidad de recambio (UR) de 3H-NEen glándula pineal de ra
tas ovariectomizadas.

CI Tl/2 k VR

(fmoles/mg) (min.) (min.'1) (fmolea/mg/min)

Eerrimento l
Vehiculo 530 113 0.0061 3.23

FSH 315" 6980*” 0.0001' 0.0315’

Eerrimento 2
Vehiculo 570 122 0.0059 3.363

EH 353‘ 995' 0.0007‘ 0.2h7‘

Los valores de esta Tabla ae calcularon a partir de loa datos de la Fig.
según se describe en Materialea y Métodos.

‘p<< 0.05 respecto al animal tratado con vehiculo (análiaia de covarianza)
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Tabla XVII: Efecto de FSHo LHsobre la captación inicial (CI), tiempo

de vida media (TI/2), constante de decaimiento (k) y velo
cidad de recambio (VR) de 3H-NEen BCSde ratas ovariecto
mizadae.

CI Tl/2 k VR

(fmoles/mg) (min.) (min.-1) (fmolea/mg/min)

Eerrimento 1

Uehiculo 68 161 0.00h3 0.292

FSH 150’ 77’ 0.0090‘ 1.35‘

Eerrimento 2

Vehiculo 78 231 0.0030 0.23“

LH 7D 12h 0.0056 0.392

Los valoree de esta Tabla se calcularon a partir de loa datoa de la Fig.
aegún se describe en Materiales y Métodos. '

‘p'< 0.05 respecto al animal tratado con vehiculo (análisis de covarianza)
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TablaXVIII:EfectodeFSHyLHsobreelcontenidodenorepinefrinadecurazón'ydenorepinefrinay

epinefrinade1aglándulaeuprarrenal.

Exgerimento1Exgerimento2

veh.FSHveh.fl

0.93i 0.010.99Í 0.021.01i 0.021.aa10.02

(20)(16)(22)(19)

Norepinefrina(corazón)

360tJO362t23352t27su?t15

(22)(20)(20)(21)

Narepinefrina(adrenal)

79i3a11533i7auta
(22)(20)(20)(21)

Epinefrina(adrenal) RatashembracaetradaefuerantratadasconFSHyLHsegúnsedescribeeneltexto. Losresultadosseexpresancomoug/gdetejida,MediaÏ ES(n).
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TablaXIX:EfectodeFSHyLHsobrelaactividaddeMAOenglándulapinealyGCS.

glándulapinaalGCS

MADveh.LHFSHveh.LHFSH

“POR93.1.t 3.153.5Í 12.9101.5t 9.6152.3i «1.1200.0t 36.3327.6t 38.2‘

(6)(7)(7)(1h)(1h)(15)

tipoa950.9i 93.31.96.4i “0.5.522.3i 53.0.93.3t 17.050.1.É5.988.9i 7.2

(5)(7)(6)(12)(13)(15)

Loaresultadosaeexpresancomopmoleadeproducto/mgdeproteínas/mln,mediaÏ ES(n). 'p<0.05enrelaciónaaucontrol(testdeDunnet)lh9.
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los tratamientos sobre la concentración de NEen corazón y glándula a

drenal, o de epinefrina en adrenal, determinadas espectrofluorimetricg

mente (Tabla XVIII). Aunque las bajas concentraciones de NEde la glóg

dula pineal y GCSno permitieron su determinación por métodos espectrg

fluorométricoa, resultados previos indican que dichos niveles medidos

por procedimientos radioenzimáticos, no se modifican en situaciones en

que cambia marcadamente la secreción de FSHo LH, por ejemplo, luego

de 3 inyecciones diarias de estradiol (2 ug) o testosterona (500 ug) a

ratas castradasag.

Entre los múltiples factores que podrían dar cuenta de los cam

3H-NEse estudió la deaminación oxidativa debios en el "turnover" de

1a amins. Ambasgonadotrofinas disminuyeron la actividad de la MADti

po B pineal en las ratas hembra castradaa de la misma forma que en

los machos orquidectomizados y sólo FSHincrementó en un 79%la acti

vidad de MADtipo A ganglionar (Tabla XIX).

3-3.- Efectos del tratamiento hormonal sobre el contenido de serotonib

na de la glándula Eineal en animales gangliectomizados o descen
tralizados.

De la serie de experimentos anteriores surgió la necesidad de e

valuar si el cambio primario en el efecto de la FSH, LHy testosterona

sobre el metabolismode la serotonina pineal ocurría en el pinealocito.

Para ello se recurrió al uso de animales con terminales nerviosas ping
alas en degeneración (gangliectomia) o con interrupción del tráfico

neural oferente en la neurona ganglionar (descentralización) determi

nándose en ellos el efecto de los diversos tratamientos hormonales so

bre los niveles de serotonina pineal (Tabla XX).

La inyección de LHo FSHincrementó. la concentración de serotoni

na en la glándula pineal tanto en animales controles comogangliectomi



TablaXX:Efectodehormonasreproductivassobrelosnivelesdeserotoninapinealenratasgangliectomi

zadasodescentralizadas.

testosterona 103.3i 9.9

(8)

135.5t 7.a.

(1a)

veh.vah.FSH¿fl

171.2Í n.5"

(20)

175.9Í 5.6”

(22)

133.0t

(19)

150.5Í 10.7

(B)

95.9t

(1a)

Operaciónsimulado7.5

137.0i u.s°t

(8)

107.u18.7

(6)

117.2Í 7.9..

(7)

110.0t 7.7

(B)

96.7i

(7)

Gsngliectomia3.h3.8

122.3111.0

(a)

112.1i 8.3

(7)

91.9t 10.0

(7)

Descentralización Losanimalesfueronoperados7diasantesysometidosalostratamientoshormonalescomoenTablasXIII yXIV.Losresultadosseexpresanenng/mgdepineal;mediaÍ ES(n).

’p.('0.01conrespectoalvehiculo(testtdeStudent).

"p<0.05conrespectoalvehiculo(testdeDunnet)lh9.
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zados (p < 0.01). El análisis factorial (cirugia x hormona)137reveló

una interacción significativa (p < 0.01) entre FSHy gangliectomia ob

servándose un menor aumento en los niveles de indolamina en el animal

desnervado. Tambiénse detectaron interacciones (p 4,0.01) entre FSH

o LHy descentralización, aboliendo este procedimiento el efecto de

las gonadotrofinas (Tabla xx). I

En los animales tratados con testosterona el análisis factorial

indicó una interacción significativa (p <,D.G1) entre la hormonay la

remoción o desnervación ganglionar: la disminución en los niveles de

la amina pineal por testosterona en animales controles se sbolió por

descentralización y trocóae en estimulación luego de la gangliectomia

(Tabla XX).

La gangliactomia cervical superior, y en menor grado. la descen

tralización, produjeron una disminución significativa de la concentra

ción de la indolaminapineal (análisis factorial, p 4 0.05).

Estos resultados indican en conjunto la existencia de efectos di

rectos de las gonadotrofinas y la testosterona sobre la glándula pi

neal asi comoen las neuronas que la inervan y por tanto de fenómenos

de transducción endócrino-endócrinos y endócrino-neuralea en el pre

sente modelo.

3-h.- Efectos del estradiol sobre el BCS.

Observaciones previas indicaban que el tratamiento estrogénico mg

dificaba la captación de NEy la actividad de la tirosina hidroxilasa

del GCSy planteaban la posibilidad que el BCSfuera un sitio de ac

ción para el estradiol. Se decidió entonces realizar la siguiente ae

rie de experimentos tendientes a determinar efectos de la hormonaso

bre varios componentesmetabólicos y actividades enzimáticas relevan

tes dei ganglio y que son la base para la existencia de mecanismos de
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transducoión endócrino-neurales.

Se utilizaron ratas castradas administradas con 0.5 y 50 ug de eg

tradiol durante dos dias consecutivos y sometidas a descentralización

u operación simulada 7 dias antes del tratamiento.

En 1a Tabla XXIse resumen los efectos del tratamiento con estra

diol sobre la actividad enzimática de la tirosina hidroxilaaa (ÏH). cg

tecol-U-metiltransferasa (CUMT)y MADtipo A y B. El análisis facto

rial de los resultados (descentralización por estradiol) indicó que la

inyección de la hormonadisminuye significativamente la actividad de

THganglionar, aún en ausencia de terminales colinérgicas intactas. Q2

mono se detectó interacción significativa entre el tratamiento quiróg

gico y el hormonal, estos resultados revelan que el efecto del estra

diol sobre THes independiente del estado funcional de la inervación

oferente colinérgica. Por el contrario, el aumentoproducido por el eg

tradiol en la MADtipo A y la tendencia a aumentar en la tipo B y a

disminuir en la CDMTganglionares, es decir, en las enzimas responsa

bles del metabolismo de NE, sólo se observaron en animales intactas

(Tabla XXI). La descentralización considerada comoefecto factorial

principal, produjo disminución en ambos tipos de MADe incremento en

la CÜMT(Tabla XXI).

En la Fig. 31 se observan los efectos del estradiol sobre otros 2

componentesde la actividad del ECSen ratas descentralizadas y contro

3H_les. El tratamiento hormonal incrementó la captación ganglionar de

NEin vitro, y la cirugia la disminuyósin detectarse, por análisis

factorial, interacción significativa. En cambiodicha interacción si

se observó (p < 0.01) al analizar los efectos del estradiol sobre el

contenido de tubulina ganglionar: la desnervación disminuyó la tubuli

na sólo en los animales inyectados con vehiculo (Fig.31).



TablaXXI:EfectodelestradiolsobreelGCSderatassometid

raciónsimuladaunasemanaantes.‘

asadecentralizacióndelgangliouope

0eraciónsimuladaDecentralización

vehiculoestradiolvehiculoestradiol

+1

+25(s)" Í2.o(17) i 18(18)"

30(18)

209
27.5

236 372

15.(e)11a 2.3(17)21.1 17(18)29a as(18)nust

156
#5.U

226 293

1h(6) 2.6(21) 20(20) 1h(20)

100
h2.7

211i 289t

Tirosinahidroxilasa

10(6)“ 2.9(19) 22(19) 23(18)

+I +|

+l

Catecol-Ü-metiltransferasa

+|

MonoaminooxidssatipoA

+l +l

+l

MonoaminooxidasatipoB

‘Ratsshembraadultascastradas3semanasantesrecibieronestradiolovehiculocomosedescribeenal

texto.LosresultadosseexpresancomoMediaÍ ES(n).LaactividaddeTHseexpresócomopmoldepro ducto/h/mgdetejidoylasactividadesdeCÜMTyMAOcomopmol

factorialdevarianz

deproducto/min/mgdeproteina.Losre

aseguidodetesttdeStudent.

lizsdoscomoefectosfactorialesprincipales,eltratamientoconE2disminuyó1aactividaddeTH(p<

deMADtipoA(p<G.05)vMAOtipoB

sultadosseestudiaronprimeroporanálisisAns <EL05),mientrasque1adecentralizacióndisminuyó1aactividad p40.01)eincrementó1adeCOHT(p¿0.01).

"Significativamentediferentedelaaratasinyectadasconvehiculodentrodelmismogrupoexperimental

(pg0.05).
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EFECTOS DEL ESTRADIOL SOBRE EL GAÑGLIO CERVKZAL SUPERlOR

- ¡52.0.5y song SC.
DVeh

.
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mi 2;
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<1 83
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DECEHÏR.
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Fig. 31: Efectos del estradiol sobre ls captación de 3H-NEy contenido
de tubulina del GCSde ratas ovariectomizadss, descentraliza
das o con operación aimulsds. Los resultados se estudiaron pri
meropor análisis factorial de varianza seguido de test t de
Student. Los puntos indican las diferencias significativas ans
lizadas comoefectos factorisles principales (p.< 0.01).
’Diferencis significativa con respecto a las ratas inyectadss
con vehiculo dentro del mismogrupo experimental (p < 0.05).

uDiferencia significativa con respecto a las ratas inyectadss
con vehiculo dentro del mismogrupo experimental (p < 0.01).
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En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento con astra

diol afecta varios aspectos de la sintesis, metabolismoy liberación de

NEen el GES.Algunos de estos efectos persisten luego de la interrup

ción de las aferencias preganglionares, lo que sugiere que el estradiol

actúa en parte sobre el ganglio y no a través de cambios en la via sim

pática medulars A1ternativamente,el estradiol podria afectar la concen

tración plasmática de otra hormona , por eJ., FSHo LH, siendo esta la

responsable del cambio metabólico. La posibilidad de un sitio ganglio

nar de acción del estradiol fue por lo tanto examinadaen la siguiente

serie de experimentos.

En la Fig.32 se observa la captación y retención de 3H-estradiol

-in vivo por diversos tejidos luego de la inyección s.c. de AOuCi de la

3Hestradiolhormonamarcada a ratas ovariectomizadas; La captación de

por el BCS, expresada por mg de tejido, fue semejante a la del útero y

superó a la de la adenohipófisis, tejidos estrogénicos clósicos, y por

el contrario difirió marcadamentede la del músculotibial (no efector).

E1 pre-tratamiento con 2 ug de estradiol 30 min antes del sacrificio ds

primió marcadamentela posterior captación de 3H-estradiol por el gan

glio y glándula pineal (tejido efector de la hormona) in vitro (Tabla

XXII). Este hecho sugirió que los sitios de unión para el estradiol e

ran limitados.

El análisis de saturación de la asociación de estradiol a compo

nentes citosólicos de GESde rata indicó la presencia de sitios de u

nión de alta afinidad con una Hd = 5.5 nMy una concentración de si
tios = 20-30 fmoles/mg de proteina (Fig.33 ). La aplicación del méto

do de intercambio para 1a medición del complejo estradiol-receptor ng

clear a distintos tiempos luego de la inyección de 2 ug de estradiol
indicó la existencia de translocación de receptores del citoplasma al
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CAPTACION IN vuvo DE ESTRÁDIOL-H3 POR
EL GANGLIO CERVICAL SUPERIOR
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Fig. 32: Captación in vivo de 3H-estradiol por el ECSde rata
e utilizaron ratas hembracastradas de 3 semanas inyectadas

en forma s.c. con ADuCi de H-estradidl a distintos tiempos
antes del sacrificio. La captación y retención de radiactivi
dad se determinó como se describe en Materiales y Métddós. Los
resultados se expresan como Media É ES (n = 6 en cada grupo).
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Tabla XXII: Efecto de la inyección 3.o. de eatradiol 30 minutos an
tea del sacrificio aobre 1a captación in vitro de 3H
astradiol por el BCSy la glándula pineal de rata ova
riectomizada.

Captación de 3H-eetradiol

Control Irat. con E2

ccs 1752 i zuz (10) 251 1 50 (10)°'

Glándula pineal 2155 i 36h (10) a99 i 225 (9)*°

‘Laa ratas se ovariectomizaron 3 aemanaaantea y recibieron una in
yección 9.o. de 2 ug de eatradiol o vehiculo 30 min. antea del ea
crificio. Ambostejidos ae incubaron durante 1 h a 37 C en aolu
ción de Kreba-Ringer bicarbonato conteniendo 0.1 nMde 3H-eatradiol.
La radiactividad captada ae determinó comoae indica en Materiales
y Métodos. Loa reaultadoa ae expresan como dom/mgde tejido, Media
Ï ES (n).

"Significativamente diferente de loa controles (p«< 0.01, teat t de
Student).
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Fíg. 33:
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GANGLIO CERVICAL SUPERIOR
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Asociación de 3H-estradiol al citcecl de GCSde rata en fun
ción de concentraciones crecientes de H-estrediol en el me
dio. La unión específica se determinó según se indica en Ma
teriales y Métodos en alícuotas de citcsol de GCS(l mg pro
teína/m1) incubadas durante 8 h a Ü C. Cada punto es la me
dia de 3 determinaciones. A la derecha ee muestran los datos
en un gráfico de Scatchardl .
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COMPLEJO ESTRADIOL-RECEPTOR NUCLEAR EN EL GANGUO CERVICALSUPERIOR.

401 ACUMLLACIONY RETENCION LUEGO DE LA INYECCION DE ESTRADIOL.

cu9

P9

¡"radial-Haunldo(fmoles¡mgGCS)

N¡P

1

so ' 120 24o minuto.
O ’

Fig. 3h: Acumulacióndel complejo estradiol-receptor nuclear en el
GESen ratas inyectadae con 2 ug de eetradiol. Grupos de
25 ratas dvariectomizadae ee inyectardn en forme 5.a. con
2 ug de estradiol y ee sacrificeron a distintos tiempos. Se
usaron los GESde 5 ratas para cada punto y el complejo es
tradiol-rïggptor nuclear ee determinó por la técnica de intErcambio comoee describe en Materiales y Métodos. Los
resultados se expresen comoMedia i ES de 5 determinaciones.
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núcleo (Fig. 3h). semejante s lo descripto pero le glándula pines1l27.

En conjunto, estos resultados sugieren ls presencia de receptores cito?

plasmáticos y nucleares pero el estrsdiol en el GESy por lo tonto de

fenómenosde tronsducción endócrino-neursles.
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IV DISCUSION

En los organismos más evolucionados dos tipos de señales, ho;

monales y neurales, median el proceso de comunicación entre las cg

lulas de los diversos órganos y tejidos. En general, dichas señales

operan dentro de los confines de los sistemas endócrino y neural y

su interacción,que ocurrE' a varios niveles de organización celular,

constituye el tema central de la Neuroendocrinologia.

Comose analizó en la Introducción. una denominación operacio

nal adecuadapara tales procesos de interacción seria la siguiente:

Va Transducción neuroendócrina

b V Transducción endócrino-endócrina

Vc Transducción endocrino-neural

Si bien existen numerosas evidencias experimentales acerca del

primero de ellos, no ocurre lo mismocon los otros dos fenómenos.

Esto se debe a que los estudios en regiones neuroendócrinas relevag

tes del SNC, comoel hipotálamo, tropiezan con la complejidad esk"

tructural intrínseca del tejido en cuestión. La multiplicidad de

las vias neuronales y de los neurotransmisores involucrados, así cg

mola baja densidad de los receptores hormonales, hacen dificil la
caracterizsdión de un determinado efecto hormona15'7.

Para la elucidación de estos mecanismosresulta evidente la

necesidad de un modelo experimental sencillo, de Fácil manipulación

y con las caracteristicas de efector hormonal en donde se puedan mg

dir, en un grupo celular relativamente homogéneo,efectos neuroendÉ

crinos y cambios hormonales y/o neurales en respuesta a información

hormonal (mecanismos:a), b) y c) respectivamente).

El objetivo central de este trabajo de tesis lo constituye la
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proposición de la unidad funcional "glándula pineal - ganglio cervi

_cal superior" comomodelo para el estudio de los mecanismos de in

teracción nauroendócrina. Los resultados de ls sección III aportan

diversos elementos en favor de tal hipótesis.

Es aceptado que los mecanismos bioquímicos por los cuales la NE

liberada de los terminales nerviosos pineales desencadenala sinte

sis de melatonina, y en general mantiene la actividad metabólica del

órgano, involucran la interacción del neurotransmisor con el recepa:

75.IÜ5_ Se asume que este paso es el inicial entor (’J-adrenérgico

el proceso de transducción neuroendócrina en los pinealocitos. Sin

embargo, en los últimos años se han publicado esporádicamente obser

vaciones que sugieren la existencia de efectos h(-adrenérgicos de la

NEen la glándula pineal. Por ejemplo,la estimulación de la sintesis

de melatonina por NEse incrementa tanto in vivo como in vitro con

agentes bloqueantes oá-adrenérgicos118’133.

Varias hipótesis pueden postularse para explicar de qué manera

un efecto fi -adrenérgico sobre las células pineales bien caracteri
zado, comoes la estimulación de la.sintesis de melatonina, puede al

terarse por bloqueo adrenérgico OL. Las células parenquimatosas pi

neales podrian poseer receptores t{-adrenérgicos y tratarse éste de

un afecto postsináptico; alternativamente, los agentes bloqueantes

C4 podrian actuar preeinápticamente a nivel de los terminales neursp

les, incrementando la liberación de NE. A estos receptores que modu

lan la liberación del neurotransmisor se los denominaixz, en contra

posición con lostxl, relacionados con los efectos postsinápticoslsu.
Existen en la actualidad evidencias experimentales en favor de

ambos mecanismos pineales. El efecto de la NEsobre el recambio de

fosfatidil-inositol en la glándula pineal in vitro, el que es mediado
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por un receptor de tipo ot, no se altera por el tratamiento previo

con 6-hídroxidopamina, neurotúxico que destruye los terminales simpá

ticos pinealeá3h; Tal observación plantea un mecanismopost-sináptico.

Por otra parte, los agentes agonistas o antagonistas de tipo °<2
afectan la liberación de 3H-NEde las terminales nerviosas pineales

in vitro, lo que sugiere un efecto preainápticJ35. Es de destacar, sin

embargo, que este último efecto puede también explicarse a través de

una señal transináptica moduladora de la liberación de NEdesencade

nada por la interacción con un receptor de tipo °< postsináptico.2

Los datos aqui presentados (sección III l-l) constituyen la ca

racterización de dichos receptores -<-adrenérgicos pineales por medio

de procedimientos radioquimicoa. Al igual que en otros tejidos (por

ejemplo, cerebro y úteroBG’Jsl), la 3H-DHEse une a sitios de membra

nas pineales bovinas o de rata con alta afinidad exhibiendo los grá

ficos de Scatchard y Hill una representación lineal, lo que indica

que 1a áH-DHEinteracciona con un solo tipo de sitios de unión.

Uncriterio importante que apoya el carácter de receptor °(

adrenérgico de los sitios de unión para 3H-DHEdetectados en la pi

neal es la potencia relativa de agonistas y antagonistas en competir

con DHE,la cual es similar a la potencia de dichos agentes para prg

vocar o prevenir respuestas acopladas a receptores o(-adrenérgicos

en tejidos efectores;51.

La 3H-DHEpodria marcar teóricamente sitios °<-adrenérgicos loca

lizados: a) en los terminales nerviosos; b) sobre la superficie de cé

lulas pineales (pinealocitos o células gliales); c) en amboscomparti

mientos, nervioso y glandular. Varias son las metodologías a aplicar

para obtener información sobre este punto. Por ejemplo, se podria des
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truir uno de dichos compartimientos (el neural) por inyección del

neurotóxico 6-hidroxidopamina, o por ablación de los cuerpos ganglig

nares simpáticos mediante gangliectomia cervical superior bilateral.

Alternativamente podrian utilizarse cultivos celulares pineales que

conducen a un enriquecimiento relativo de la población de células

pineales, ya que los terminales neuralea, al estar separados del cuer

po neuronal, degeneran. Por último, se podria recurrir al uso de ago

nistas y antagonistas relativamente especificos para receptores de ti

po sil y 6‘ (estos últimos de localización supuestamente presinápti2

ca}?DEnel presente trabajo se optó por la primera de dichas estrate

gias. Una semanadespués de la gangliectomia cervical bilateral, se

observó en la rata un aumento significativo (53%) en la unión de 3H

DHEa membranas pinesles, sin cambios en la Hd de los sitios de unión.

Es decir, estos resultados descartan la existencia de una población

cuantitativamente importante de receptores oc-adrenérgicos presinápti

cos (por eJ., si se compara con la disminución del hÜ%observada en

los sitios receptores -(-sdrenérgicos del corazón de ratas tratadas

con 6-hídroxidopamina}?le indican,:por ende, que la densidad mayor es

ppstsináptica. Es evidente que ello no niega totalmente la posibilidad

que tales sitios presinápticos cí-adrenérgicos estén presentes y el eg

tudio en cultivos de BCS,donde sólo se desarrolla el equivalente de

la población presináptica pineal seria útil en este aspecto.

Observaciones sobre la unión de antagonistas ¡ct- y fi-adrenérgi
l
52’153 y de varias hormonsslsh hancos como DHEy díhidroalprenolol

conducido a la hipótesis que los niveles endógenos de un agonista

pueden regular la concentración y/o propiedades de unión de sus recep

tores sobre la superficie de las células efectoras. Los resultados

aqui presentados, indican que luego de la gangliectomia el número de



15k

receptores 0(-adrenérgicos se ve incrementado en le glándula pineal,

sin modificar la afinidad del ligando radiactivo por su receptor. Por

lo tanto, al igual que para otros órganos inervados simpáticamente,

la desnervación pineal desarrollaria eventualmente una eupersensibili

dad postsináptica O<-adrenérgica.

En resumen, los resultados de la sección III l-l avalan la con

clusión que en el proceso de transducción neuroendócrigg de la NEen

la glándula pineal intervienen, no sólo receptores P- sino también
CK-adrenárgicos de localización fundamentalmente postsináptica.

Si bien históricamente el primer uso del modelo propuesto (la

glándula pineal) ha sido para elucidar los procesos de transducción

neuroendócrina, al cabo de los años y fundamentalmente luego de la

identificación de diversos receptores hormonalesen la glándula, se

ha consolidado el concepto que dicha estructura posee también una
exquisita sensibilidad hormonal12. É

La función pineal es modulada por secreciones hormonales de los

distintos órganos efectores cuyas funciones afecte. Prueba de ello

son los cambios en la sintesis y concentración plasmática de melato

nina durante el ciclo estral en diversas especies comola rata, la

oveja y la mujer77.

Varios son los mecanismos que deben tenerse en cuenta al anali

zar en la glándula pineal u otra estructura neuroendócrina los cam

bios producidos por el tratamiento hormonal. Cabe preguntarse en pri

mer lugar si éste actúa Eer se o a través de modificaciones en los ni

veles de otras hormonas, por ejemplo. la disminución inmediata de go

nadotrofinas que se observa luego de inyectar estradiol o testostero
na. Asimismo. un determinado efecto hormonal sobre tales estructuras

neuroendócrinas no implica necesariamente un mecanismodirecto de ag
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ción sobre las mismas (jrgggducción endócrino-endócriqg) ya que puede

ser mediado total o parcialmente por modificaciones en la actividad

neuronal de las vias aferentes (transducción endocrino-neural). Por

supuesto, una neurona puede actuar por más de un mecanismo a la vez

o incluso en forma simultánea a través de todos ellos.

En el presente trabajo se han evaluado diversos aspectos de es

tas relaciones vinculados al efecto de las hormonasreproductivaa:

estradiol, testosterona, progesterona, LH, FSHy prolactina sobre la

función pineal. En primer lugar se estudió.la incorporación de aming

ácidos marcados al insoluble en TCAcomo un Indice de la sintesis de

proteinas totales. Este parámetro, a pesar de su relativa insensibi

lidad, ya que sólo constituya una estimación global del proceso, y

de contar con los inconvenientes discutidos en Materiales y Métodos,

ha demostrado ser eficaz para detectar cambios por el tratamiento

con hormonaagn .

Esto induJo.a estudiar aus variaciones a lo largo del ciclo

estral de la rata. La sintesis de proteínas totales no exhibió cam

bios noche-dia. Esta observación avala lo arriba expuesto, ya que al

menosen los procesos bioaintéticos vinculados a la melatonina son

de esperar grandes variaciones en la sintesis de proteinas. Sin em

bargo, a pesar de la insensibilidad intrínseca se observó una diam;

noción significativa en la incorporación de aminoácidos en la tarde

del proestro. Estos hallazgos se correlacionan con las marcadas mon

dificaciones en loa niveles circulantes de hormonasreproductivaa que

incluyen el máximode eatradiol plasmática durante la mañanadel prg

estro y su disminución posterior, y la liberación de LH, FSH, prolag
109,139tina y progesterona del periodo crítico (Fig. 15).

Por el contrario, 1a actividad de la serotonina-N-acetil trans
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Ferasa no se vio afectada. Esta enzima; considerada clave para el

incremento en la sintesis de melatonina que sigue s cambios en la
9 32iluminación ambiental o comoreacción al stress , mostró los

bien conocidos cambios diurnoslz'118 con incrementos de lÜ a 15 v5

ces en su actividad durante la oscuridad, no observándose modifi

cación de dicho ritmo en Función del estado hormonal.

En vista de los cambios en la incorporación de aminoácidos a

proteínas pineales durante el ciclo estral, se investigó en los 25

perimentos subsiguientes, la participación de las hormonas_repro

ductivas en la inducción de los mismos. El incremento detectado en

la mañana del proestro es, probablemente, una consecuencia del efeg

to de la única hormona cuya concentración aumenta en plasma en ese

momento:el estradiol, ya que previamente se ha verificado que la

inyección de estrógenos a ratas castradas aumenta la sintesis de prg

teinas pinealesgÜ. En relación a la disminución en la incorporación

de aminoácidos marcados a proteinas pineales durante la tarde del

proestro, la interpretación fue más compleja ya que, teóricamente,

podia deberse a varios factores: a) el incremento en los niveles

de progesterona, b) la disminución en los niveles de estradiol, c)

el incremento en FSH, LHo prolactina y d) un sinergismo entre dos

o más de estas hormonaóog.

Comoprimera estrategia para contestar a estos interrogantes

se decidió utilizar comopreparación a la rata hembracastrada in

yectada durante 2 dias con 0.5 y 50 ug de estradiol, esquema que,

por si mismo o luego de la administración de progesterona en 1a mg

ñana del tercer dia, reproduce la liberación de gonadotrofinas y

prolactina de la tarde del proestrólo. Sólo el tratamiento combina

do produjo la esperada disminución de la sintesis proteica pineal
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de las horas de 1a tarde; es decir, quedaba descartada la posibili

dad de que el factor causal de dicho efecto fuera la caida en los

niveles de estradiol que se produce en la tarde del proestro, o asi

mismoel incremento vespertino de LH, FSHo prolactina, el cual ae

sabe se induce tanto en los animales inyectados con estradiol como

con estradiol-progeateronallü.

Se planteaba entonces la posibilidad que fuese la progesterona

per se o el sinergismo progesterona-gonadotrofines-prolactina el reg

ponsable de la disminución de la sintesis proteica pinaal de la tar

de del proestro. Para responder a estos interrogantes se usó como

preparación a la rata hembracastrada administrada con distintas do

sis de progesterona ha y 2h h antes del sacrificio, situación neuro

endúcrina en la que no se detectan cambios en la secreción de hormo

nas hipofisarias, ya que es un concepto neuroendócrino ampliamente

aceptado que la progesterona requiere para actuar en dicho sentido

109,110.139. En dichasla inyección previa o posterior de estradiol

condiciones la progesterona redujo la incorporación de aminoácidos

marcados a proteinas pineales. asi comoneutralizfi el aumentoprod!

cido por la inyección simultánea de estradiol. Es decir, los resul

tados de la asoción II-2-1 sugieren la existencia de fenómenosde

transducción endócrino-endócrinos y/o endócrino-neurales para la pro

geaterona en la glándula pineal y llevaron a investigar la presencia

en el citosol pineal de una presunta proteina con las caracteristi

' cas de receptor para progeatágenos.

Los resultados analizados en la sección III-2-2 indican que la

glándula pineal bovina contiene una proteina citoplasmática que une

la progesterona especificamente y con alta afinidad (Hd = 1.62 nM).
Este componente muestra,en un medio de baja fuerza iónica, un coe
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ficiente aparente de sedimentación de 7-8 S, similar al descripto

para el receptor de progesterona en úterdlsl', hipotálamo155y adeno

hipófisislss. Apesar de ello, resultan aparentes algunas diferencias

con los receptores para progestágenos de tales estructuras; por eJeg

plo, 1a asociación de la progesterona en la glándula pineal es de eg

tabilidad inusual y la constante de afinidad es mayorque la descriE

15}En el hipotálamo, la caracteta en útero para el ligando natural

rización del receptor se ha realizado mediante el progestágeno sintÉ

tico R-SÜZÜ,que presenta una afinidad mucho mayor que la progesterg

na por sus sitios de uniónlss.

Tales caracteristicas peculiares de la unión de la progesterona

a la glándula pineal podrian dar cuenta del particular metabolismo

de la hormona en la glándula, con retención prolongada del compuesto

sin metabolizares. Asimismo,podrian explicar por qué la progestero

na Eer se. sin requerir la presencia previa del estradiol, es capaz

de afectar 1a función pineal. i

En conjunto, estos resultados sumados a la demostración de los

efectos inhibitorios directos de 1a progesterona sobre la liberación

de melatonina por pineales en cultivo de órganoBS, constituyen la de

mostración que fenómenosde transducción endócrino-endócrina partici

pan en los cambios pineales inducidos por la progesterona.

En la modulación de la función hipotalámica han sido descriptos

mecanismosde retroalimentación ultracortoa. Asi, por ejemplo, el ni

potálamo libera LHRHy dicha señal no es recibida solamente por su

efector primario, la adenohipófisia, sino por el hipotálamo; este

capta a su hormonay elabora una respuesta relevante para la subsi

guiente secreción de LHRH.

Tal comose mencionara en la Introducción, la glándula pineal
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.también es capaz de responder con marcados cambios bioquímicos y

morfológicos al tratamiento con la hormonapineal melatonins. Ea

tos efectos de la hormonapodrian ejercerse directamente sobre la

glándula pineal o alternativamente a través de la liberación de u

na segunda hormona(p.eJ., hipofisaria o gonadal). La observación

realizada por Murtmany colÉAI, según la cual la pineal es el te

jido que exhibe la mayor captación de 3H-melatonina una hora des

pués de su administración i.v. a gatos, sugiere un efecto directo

de la hormonasobre la glándula. Por otra parte, ae ha visto que

la incubación con melatonins de cortes de pineal bovina incrementa

la captación de tirosina157. Todas estas evidencias condujeron a

investigar la posibilidad que la pineal presentara receptores pa

ra melatonins igual que otras áreas cerebrales donde se observan E

fectos de la'hormona63 .

Los resultados de la sección III-2-3 describen la presencia

de sitios de unión de alta afinidad para melatonins en preparacio

nes crudas de membranade glándula pineal bovina con máxima unión

en la fracción de 27000 x g y aproximadamente 30%en la fracción

nuclear cruda, datos que concuerdan con observaciones previas de

distribución intracelular de 3H-melatoninsde muybaja actividad

especifica en experimentos in vitro con glándula pinesl de gatolhl.

‘Las caracteristicas de esta unión son compatibles con aquéllas
esperadas para un receptor de melatonins. La secuencia de actividad

de los diversos análogos estudiados en los experimentos de competeg

cia se asemeja, en cierta medida, a la encontrada en la preparación

biológica mejor caracterizada para la melatonins: la piel de larvas
159 160

Ide anfibios . Es importante, sin embargo, destacar que la a

finidad de la serotonina por los sitios de unión de la melatonins
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es de alrededor de 1/13 de ls de la hormona. En caso de existir en la

glándula pineal de rata sitios de unión para la melatonins comolos

aqui descriptos. y si tanto esta hormonacomols serotonina.est6n dis

tribuídas dentro del mismocompartimiento celular, seria posible que

las concentraciones elevadas de serotonina pineal durante el dia (al

rededor de lDÜ.ng/glándula) pudieran interferir significativamente con

1a unión de melstonina a membranaspineales. En este sentido, loa cam;

bios significativos observados en la velocidad de recambio de seroto

nina pineal por tratamiento con hormonasreproductivas (sección III-3

1) se acompañarian presuntamente de modificaciones en la cantidad de

melatonina unida a los presuntos autorreceptores.

Si bien las propiedades de los sitios de unión (especificidad, al-'

ta afinidad, baja capacidad. etc.) son un requisito sin; Egg Egg para

la descripción de un receptor, debe scotarse que su demostración rigu

rosa implica el acoplamiento de dichos receptores especificos con la ac

tividad biológica en la mismapreparación subcelular. Sin embargo, an

tEs que se pueda cumplir con este último requisito, ae requiere aún más
información acerca de los efectos bioquímicos desencadenados por la me

latonina en la glándula pineal. Esta situación no es exclusiva de la me

latonina puesto que se encuentran en estado semejante de descripción la

mayoria de los "receptores" caracterizados hasta el momento.Una excep

ción relevante en este aspecto la constituyen las hormonasy neuro

transmisbrea cuyo receptor de membranase halla asociado a una adenil

ciclasaihotlsl, I
Existe también la posibilidad que los sitios de unión de alta

afinidad para la melatonina correspondan no a sutorreceptores sino a

sitios de almacenamiento pineal para la hormona. No hay. sin embargo,

información acerca de un posible almacenamiento de melstonina en la
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glándula y todos los datos disponibles, entre ellos varios inéditos

de este laboratorio, sugieren que la hormonase libera tan pronto co

mose sintetiza en la glándula, probablemente por simple difusión a

través de la membranacelular. Por otra parte, el hecho que 1a admi

nistración de melatonina no altere el "turnover" de NEen la glándu

la pineal 89 sugiere que los sitios de unión para la melatonina es

tán localizados en los pinealocitoa (autorreceptores) y no en los te;

minales nerviosao pineales.

Si, efectivamente, estos sitios de unión son autorreceptores, su

Hd es la adecuada para detectar las concentraciones de melatonina que
normalmentese producen en la glándula pineal durante el ciclo diario

de luz-oscuridad (0.5 - 0.01 uM) y se estaria ante la presencia de un

verdadero mecanismode retroalimentación ultracorto. Esto indica el

grado en que en 1a glándula pineal se producen fenómenos neuroendócri

nos de relevancia para la interpretación de la función hipotalámica.

En base a la descripción de estos presuntos autorreceptores_para

la melatonina se puede dar ahora una interpretación a las observacio

nes28 según las cuales la inyección de melatonina libera prolactina

sólo si la glándula pineal se halla intacta. Estos efectos podrian de

berse a cambios en la actividad secretaria pineal inducidos por la me

latonina que, sl actuar sobre los autorreceptores, desencadena proce

sos de tragsducción endócrinofgpdócring en la glándula que pueden 115

var a la liberación de una segunda hormona52

Con el objeto de completar el estudio del modelo propuesto se a

nalizaron varios aspectos del tercer componentede la interrelación

neuroendócrina, la trgggducción EDdócrino-nguggl.

En el hipotálamo, tanto el contenido comola velocidad de recam

bio de catecolaminas y serotonina, son afectados por el estado hormo
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162,163'nal del animal . Esta fue, históricamente. la primera aproxi

mación al estudio de los mecanismoscelulares de integración neuroen

dócrins y constituyó la primers demostración fehaciente que el SNC

debia considerarse un órgano efector hormonal, con componentes qui

miorreceptorea especificos.

En este sentido, la glándula pineal presenta una situación favo

rable muyparticular. Su capacidad de sintesis y almacenamientode se

rotonins y NEls han convertido en un modelo ideal para el estudio de

la sintesis y metabolismo de monoaminas, del cual se ha extrapolado a

neuronas serotoninérgicss y cstecolaminérgicas respectivamentesg'lsï

Pareció de interés. por lo tanto, examinar en la glándula pineal los

efectos de diversas hormonas sobre mecanismosserotoninérgicos y nora

drenérgicos. comouna manera de obtener información sobre el proceso

de transducción endocrino-neural en las vias que utilizan serotonina

y NEcomo neurotransmisores.

Es de destacar que no existe información sobre el posible efecto

de diversas hormonasreproductivas sobre la sintesis y metabolismo de

serotonina pineal y los experimentos de la sección III-S-l han tendi

do a cumplimentar dicho objetivo. El énfasis en estos estudios fue

puesto en los mecanismosgenerales de sintesis, desminación oxidativa.

almacenamiento y liberación de la serotonina, más que a los aspectos

vinculados a su función comoprecursor de la hormona pineal melstonina.

Los niveles de serotonina en la glándula pineal son dos órdenes

de magnitud mayores que en el resto del SNC16“y alrededor del 30%es

ta localizada en las terminales adrenérgicas pineales a las que llega

por captación desde los pinealocitos 16h comolo sugiere ls dismin!

ción significativa de serotonina pinesl observada luego de la gan

gliectomia en los experimentos de 1a sección III-3-3.
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En una primera serie de experimentos se analizaron los cambios ig

ducidos por la castración y reemplazo hormonal en ratas machoy hembra.

El contenido de serotonina aumentó significativamente luego de la or

quídectomia , siendo revertido dicho efecto por 1a inyección de testoE

terona. Comose discutió anteriormente en forms general para los efec

tos hormonales-sobre la glándula pineal, la testosterona puede actuar

Eer se o a través de la disminución de FSHo LHcirculantes. En favor

de esta última posibilidad están los resultados de la Tabla IX que ig

dican que 1a inyección de gonadotrofinas en el periodo inmediato post

castración (con niveles endógenos de FSHy LHrelativamente bajos) in

crementa la serotonina pinesl. Conel fin de elucidar si la señal in

-hibitoria provista por el testículo (testosterona) era máspotente que

1a estimulstoria originada en la adenohipófisis (FSH, LH)se recurrió

a1 uso de ratas hipofisectomizadas-, en las que tanto las hormonas hipg

fisarias comolas testiculsres están disminuidas. Si bien la marcada

labilidad de los animales impidió estudios másdetallados los resulta

dos de la Tabla X indican que la señal hipofisaria tiene mayor valor

relativo que la gonadal, ya que se observó una reducción significativa

de la concentración de la monoaminapineal probablemente comoconse

cuencia de la desaparición de las gonadotrofinas circulantes. En expe

rimentos realizados en ratas ovariectomizadas observamosque el estra

diol disminuye, a semejanza de la testosterona, los niveles de seroto

nina pineal.

Para el análisis de estos resultados deben considerarse los diver

sos factores que contribuyen al mantenimiento de la concentración de

serotonina en ls glándula pineal (Fig. 35). Ellos incluyen la síntesis

de la monoamina(a través de ls captación del aminoácido precursor trip

tofano o de la regulación de la enzima limitante triptofano hidroxila
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Fig. 35: Compartamentalización y metabolismo de la serotonina
(S-HT) en la glándula pineal. Siglas comoen la Fig. 9.
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sa); la actividad de las enzimasmetabolizantes de la serotonina y la

disponibilidad de la monoaminaa tales sistemas degradantes, a través

de la regulación del equilibrio "serotonina granular (pool de almacen!

miento)t: serotonina citoplasmática (pool activo)" y del proceso de li

beración. Los cambios observados en este trabajo comoconsecuencia del

tratamiento hormonal revelan ciertamente modificaciones importamtes en

uno o varios de los sitios resumidos en la Fig. 35. Se decidió enton

ces examinar en los experimentos subsiguientes tales mecanismos.

En una primera serie de trabajos se utilizaron animales tratados

con el inhibidor de la triptofano hidroxilasa,p-clorofenilalanina (PCPA)

y ae realizaron estudios cinéticos de 1a velocidad de caida de la mo

noamina en la glándula pinesl. El uso de PCPAcomo indicador de 1a ve

locidad de recambio o "turnover" de serotonina se basa en que la droga

produce inhibición total e inmediata de 1a enzima limitante triptofano

hidroxilasa, y en que en diversos sistemas 1a droga no afecta ni la

captación de triptofano ni la metabolización ulterior de la serotonina

a. Por lo tanto los cambios.obaervados pueden considerarse el results
do de modificaciones reales en el metabolismo de la serotonina en fun

ción del estado hormonal.

Domoen el caso del contenido de la monoamina, la castración en

machospero no en hembras produjo cambios significativos en la veloci

dad de recambio de la serotonina, observándose la disminución de dicho

"turnoverh. El reemplazo hormonalpor testosterona revirtió el efecto,

resultando en aceleración de la velocidad de recambio de la serotonina

pineal. Sin embargoen este caso, la actividad de la testosterona no

puede explicarse primariamente a través de la disminución de las gona

dotrofinss circulantes, ya que la inyección de ambastrofinas hipofisg
rias o de prolactina también aceleró dicho "turnover".El tratamiento
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con estradiol indujo una disminución discreta del "turnover" de serotg

nina pineal, hecho que indica una diferencia en los efectos pineales

de andrúgenos y estrógenos, y que.sugiere que no puede.explicá;;e toda

la actividad de los primeros sobre la glándula pineal por su aromatizg

ción a estrógenose3. .

A partir de los mecanismosresumidos en la Fig.'35, los resultados

de los experimentos¡:on PCPA(en los que se descarta, por estar inhibi

da, la regulación a nivel de la síntesis) se pueden interpretar como:

a) una alteración en la disponibilidad de la serotonina a sus enzimas

metaholizantes,por desplazamiento del equilibrio intracelular; b) un ag

mento en la actividad de le MAD;c) un aumento de la actividad de N-acg

til transferasa; d) un incremento en la liberación. Dadoque los experi

mentos de la sección III-2-1 constituyeron un fuerte indicio acerca de

la relativa insensihilidad de la N-acetil transferasa al mediohormonal,

se consideró pertinente examinar la respuesta hormonal de ls otra via

metabólica: la deaminación oxidativa por MAD.

Según datos obtenidos mediante el uso del inhibidor clorgilina, la

enzima cerebral MADpuede considerarse como un sistema de isoenzimas

sensibles (tipo A) o insensibles (tipo B) a la droga11É.En la glándula

pineal la MADB se localiza en el pinealocito, mientras que la A es in

traneuronal115 (lo que puede apreciarse también de los resultados obte

nidos de este trabajo, ya que la gangliectomia cervical superior bila

teral redujo marcadamente la MADA pineal y no afectó la B). El trata-1

miento.con testosterona incrementó la MAGB; mientras que FSH, LH, es

tradiol y prolactina disminuyeron una o ambas enzimas pineales. Es de

cir, los camhios en el "turnover" de serotonina en los animales trata

dos con testosterona se correlacionan con un incremento en la activi

dad MAUdel pinealocito, y podrian así explicarse a través de 1a deami



157

nación oxidativs aumentadade la serotonina pineal. En el caso del ea

tradiol una disminución en la MAOA (intraneuronal) podria Jugar tam-

bién un papel en la disminución del 'turnover“ de serotonina, ya que

como se mencionó aproximadamente un 30%de la serotonina pineal se ha

lla presente en las terminaciones nerviosas pinealea. Por el contrario

la disminución de una o ambas MADluego de la inyección de FSH, LH o

prolactina, no sólo no explican el "turnover" acelerado de serotonina

observado en las ratas tratadas con la hormona, sino que constituyen

un claro indicio de la disociación que puede existir entre los diver

aos mecanismos de la Fig. 35.

Ya que la actividad de la deaminación oxidativa no Justifica el

incremento en la velocidad de recambio de la serotonina pineal fue ng

cesario evaluar los mecanismosque regulan la disponibilidad de la sea

rotonina en el pinealocito y en particular los vinculados con la movi

lización de la serotonina de loa gránuloa de almacenamiento. Si FSH‘o

LHactuaran directa o indirectamente sobre dicho equilibrio desplazan

do la serotonina hacia el“pool" citoplasmático, m6s.monoaminaestarias

disponible para su liberación o metabolización por desminación oxida

tiva, aún con la MADdisminuida (Fig. 35).

Existe consenso en la literatura en que el factor primordial, que

regula el equilibrio “serotonina granular.:z serotonina libre" ea la

actividad de las fibras neuronales aferentea75’16h. Por ejemplo, el ig

crementc en la actividad del sistema simpático cervical producido por

la exposición de ratas a la fase de oscuridad del ciclo diario de ilu

minación, induce una rápida movilización de la serotonina de sus depó

sitos intragranularea pineales al citoplasma y espacio extracelular.

Tanto la disponibilidad a la MAD,comodicha secreción son response!

bles primarios de la disminución abrupta de los niveles de amina pinea
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l
al (aproximadamente 20 ng/hora) ya que sólo una fracción minima de es

te "turnover" es imputable a la via hiosintética de la melatonina, que

comienzapor el paso de la N-acetilsción catalizads por la N-acetil

transferasalsh . A pesar del papel fundamental que Juega la deaminaciónm“

oxidativa por MADen los cambios circadianos de le serotonina pineal,

la actividad enzimática no se modifica, o aún tiende a disminuir, duran

te la Fase de oscuridad (lo que es semejante a lo observado en las ra

tas inyectadas con gonadotrofinas) .

Se decidió evaluar entonces la actividad del sistema nervioso sim

oático cervical en la mismasituación experimental, y se recurrió para

ello al procedimiento que se acepta constituye ls mejor estimación di

námica de la liberación de NEde los terminales neurales: la determina

3H-NE99 . Una dosis trazadors de 3H-NEes captación del "turnover" de

ds por los terminales simpáticos, entre ellos, los de ls glándula pinesl

y el ECSy su desaparición del órgano es por lo tanto un indice de la

liberación del neurotransmisor endógeno. Aplicando dichs metodologia

en animales tratados con FSHo LH se observó que ambas gonadotrofinas

resultan en una disminución del "turnover" de NEde las terminales ner

viosas pineales. Estos resultados sugieren que la aceleración en la v5

locidad de recambio de la serotonina pineal por FSHo LH no se debe s

un efecto indirecto mediadopor el incremento en ls actividad del sis

tema simpético, sino que por el contrario se trsta de un efecto prima

rio de las gonadotrofinas sobre los pinealocitos. .

Si FSHo LHmodificaran en forma directa el equilibrio "serotoni

na granular :3 serotonina citoplasmática", con desplazamiento hacia el

"pool" libre, ¿cúal seria el destino de la serotonina que escapa a la

metabolización intracelular y se libera al espacio extracelular?. Exig

ten sólidas evidencias experimentales, tanto morfológicas comobioquí
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micas, que indican que una fracción importante de la serotonina pineal

movilizada a partir de los gránulos pasa al espacio extracelular y es

captada por el terminal simpático, almacenándose en la mismavesícula

sináptica adrEnérgica que contiene NE55 . Un aumento en la liberación

de serotonina por el pinealocito, y su consecuente entrada al terminal

noradrenérgico resulta hipotéticamente en los siguientes efectos: a)

competición con la NEpor los sitios de almacenamiento en la vesícula

de los terminales adrenérgicos; b) desplazamiento de la NEhacia el cl

toplasmadel terminal, con inhihición alostérica de la tirosina hidroxi

1asa¡ enzima limitante en la biosintesis de NE(Fig. 1“ ), y la consi

guiente inhiHición de la actividad neuronal; c) menor liberación de NE

ante el estimulo nervioso. Es posible que los mecanismosantedichos

constituyan una regulación trans-sináptica negativa que tienda a com

pensar la hiperactividad del sistema durante la liberación de NEindu

cida por la oscuridad en el ciclo diurno normallós.

Algunos de estos fenómenos se ohservaron en los experimentos que

aqui se presentan. La inyección de FSH o LH produjo una disminución de

la captación inicial de 3H-NEpor los terminales adrenérgicos pineales,

un presunto indice de la cantidad de serotonina que se ha incorporado

a la vesícula adrenérgica. Asimismoambas gonadotrofinas disminuyeron

el "turnover" de NEen los terminales simpáticos, indicando que la

regulación negativa de la actividad neuronal tuvo efecto. La acelera

ción del "turnover" de NEganglionar producido por FSHy tal vez por

LHestán muyprobablemente desvinculados de los efectos sobre el ter

minal neural pineal y son un indicador de la actividad de las inter
neuronas cromafines y terminales simpáticas de neuronas ganglionares

provenientes de otras metámeras. Dicha aceleración indica una estimula

ción de la red neuronal en el GES. la que dehiera,si el efecto prima
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'rio hormonalfuera ganglionar, exteriorizarse en estimulación de

la neurona ganglionar simpática y, por ende, en la velocidad de r5

cambio de la NEen los terminales pineales. Por el contrario los

resultados aqui presentados sugieren en conjunto que el efecto pri

mario de FSHy LHes a nivel de los pinealocitos con emisión de una

señal transináptica.

Es decir, resumiendo hasta este punto las consideraciones reg

lizadas, la hipótesis que más se adecua para interpretar los efec

tos de FSHy LHdescriptos en las secciones III-3-l y III-3-2 es 1a

siguiente: 1a administración de gonadotrofinas produce una modificg

ción en el equilibrio "serotonina granular ;:_serotonina citoplasmá

tica" con desplazamiento a la derecha y resulta en los siguientes

efectos:

a) aumento del "turnover" de serotonina pineal

b) liberación de serotonina al espacio extracelular

o) captación de la serotonina liberada por el terminal adrenér

gico

d) inhibición del "turnover" de NEpineal

Los resultados aqui presentados indican que aquellas hormonas

que aumentan el contenido de serotonina pineal (FSH, LH) frenan el

“turnover” de NEen la via aferente, mientras que las que disminu

yen dícho contenido (comopor eJ., testosterona) ía aceleran89.Es

entonces ineludible preguntarse en que medida la serotonina libera

da no constituye ls señal transináptica en estos fenómenos.Si; e

fectivamente, la serotonina pineal es la señal primaria para los

cambios producidos por gonadotrofinas o testosterona, debiera por

lo tanto expresarse aún en ausencia de la inervaoión, y la serie de

experimentosde la sección III-3-3 avalan tal posibilidad.
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La inyección de FSH,LHo testosterona a animales gangliecto

mizados y con degeneración completa de la via simpática pineal pro

dujo modificaciones en el contenido de serotonina pineal. La integ

acción "gangliectomia x hormona", detectada por análisis estadístico

factorial en los animales inyectados con hormonas, constituye otra

evidencia en favor de la modulación neural del efecto hormonal y, por

lo tanto, de la necesidad de la presencia de ambosmecanismos, gggéf

Egigg y neural, para la expresión final del efecto biológico.

Los cambios en el contenido de serotonina pineal,inducidos por

gonadotrofinas o testosterona, se suprimen luego de la descentraliza

ción. Se plantea asi la posibilidad de que las hormonasafecten tam

bién la actividad de las vias centrales del GES.Esta posibilidad,

obviamente, es más dificil de probar ya que implica estudios en el

SNCdonde la heterogeneidad de los componentes neuronales y glialea

es máximay justifica, comose ha mencionado en la Introducción, el

desarrollo de un modelo adecuado comoel discutido en esta tesis.

En la parte final de este trabajo, se presentan los estudios

iniciales sobre captación y efectos del estradiol en el GCSlos cua-.

les sugieren que esta estructura es un modeloneuroendócrino útil

para el análisis de las interacciones colinérgico-hormonales. de la

mismaforma que la glándula pineal (unidad anatómica pinealocitos

terminales nerviosas noradrenérgicas), según se desprende de las ob

servaciones antes discutidas, es un paradigma adecuado para el estu

dio de las interacciones noradrenérgico-hormonales y serotoninérgió
co-hormonales.

Se eligió el estradiol ya que trabajos previos indican que el

sistema simpático cervical modula las etapas tempranas de la acción
127de esta hormona en la glándula pineal . Ademásel tratamiento con
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estradiol resulta en un incremento en la captaciónede 3H-NEpor

el ganglio y en translocación del complejo estradiol-receptor ng

clear en la glándula pineal, tanto en los animales control como

en los descentralizados; este último efecto no se observa en los

animales gangliectomizad03127. En conjunto. estos resultados ofrg

cen elementos de juicio en favor de un efecto localizado del es

tradiol a nivel del ECSy los experimentos de la sección III-J-b

tendieron a confirmar esta hipótesis.

Se estudiaron en el GCSintacto y desaferentado (deacentrali

zación) de ratas hembracastradas y administradas con estradiol,

diversas actividades enzimáticas y componentesmetabólicos vincu

dos a: 1) la biosintesis del neurotransmiaor NE: actividad de ti

rosina-hidroxilasa (TH); 2) su degradación: actividad de monoami

no-oxidaaa (MAD)y catacol-Ü-metiltransferasa (CÜMT)y 3) su líos

ración y recaptacíón: niveles de la proteina microtubular tubulina

3H-NE.y captación de

Algunos de los efectos del estradiol (cambios en la actividad

de THy en la captación de NE) peraiatieron en ausencia de la afe

rencia preganglionar colinérgica, mientras que otros (actividad de

MADy CÜMT)desaparecieron o fueron puestos en evidencia (canten;

do de tubulina). Ea decir, existe modulación colinérgica para va

rios de los efectos del estradiol sobre el ganglio mientras que g
tros ocurren aún en ausencia de la via neuronal aferente. En este

último caso la hormonapuede,actuar en forma directa sobre el gag

glio o a través de una segunda señal hormonal, por ejemplo,\lsa gg
nadotrofinas.

Si lo hace en forma directa, un requisito indispensable es la

existencia de sitios receptores estrofilicoa en el ganglio y los
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'resultados de la sección III-3-h indican que tales sitios son de

tectables en el citoplasma y núcleo de células ganglionares. La

pregunta pertinente que surge aqui es en qué tipo celular ganglig

nar (neurona simpática, interneurona cromafin, célula glial) están

presentes tales receptores estrofilicos, y una respuesta definiti

va al problema sólo podrá darse con estudios autorradiográficos sn

animales inyectados con estradiol radiactivo.

En conjunto, los resultados de la sección III-3-h muestran que

el estradiol modifica y, a su vez, es modificado en su efecto por

mecanismoscolinérgicos en la via simpática cervical. Comoel hipg

tálamo ha sido, desde la época de Sherrington, considerado el "pri

mer ganglio de la cadena simpática", es posible que el estudio de

tallado de la modulación neuroendócrina que ocurre a nivel del gen

glio cervical superior arroje resultados extrapolables a regiones

del SNCque por su complejidad estructural y bioquímica no sean ag

cesibles a la metodologia actual.

En conclusión,.estos resultados indican que fenómenosde

transducción endócrino-endócrina y endocrino-neural participan en

, la respuesta del sistema "glándula pineal-ganglio cervical superior"
a diversas hormonas.
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CONCLUSIONES

El objetivo del presente trabajo ha sido la postulación del

sistema constituido por la glándula pineal y sus neuronas simpá

ticas aferentes comoun modelo adecuado para el estudio de meca

nismos básicos de integración neuroendócrina. Los resultados pre

sentados indican que por lo menostres interacciones principales

ocurren en esta estructura:

- colinérgico-hormonal

- adrenérgico-hormonal

(ganglio cervical superior)

(glándula pineal)

- serotoninérgico-hormonal (glándula pineal) (Fig. 36).

Tres mecanismosbásicos de transducción (neuroendócrina, 527

dócrino-endócrina y endocrino-neural) y su respectiva interacción

neurohumoral operan en el sistema glándula pineal-ganglio cervi

cal superior. Los hallazgos que validan tal conclusión pueden re

sumírse

b

C

d

e

f

g

h

)

V

V

V

)

)

)

V

de la siguiente forma:

existencia de mecanismoso(- y ¡b-adrenérgicos en los pi
nealocitos vinculados a la secreción hormonalpineal.

presencia de mecanismosserotoninérgicos pineales semejsg

tes a los de neuronas serotoninérgicas centrales.

existencia de receptores para varias hormonasen la glán

dula pineal.

metabolismo de esteroides en la glándula pineal semejante

sl descripto en áreas neuroendócrinas hipotalámícas.

control de receptores hormonales por la aferencia neural.

supersensibilidad en la respuesta de receptores hormona

les al neurotransmisor en pineales desnervadas i27,

modificación de la actividad neuronal por hormonas.

receptores hormonales en la via neural.
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GLANDULA PIN EAL

Astrocito

CAPlLAR
SANGUINEO

CAPILAR
SANGUINEO

Neurona
gangfionar

' APILA‘R SANGUINEO
Eslradiol
Ïeslustecono

H

Terminaies colinérgicas pm

Fíg.35 : Sitios teóricos de regulación de la función pineal por
hormonas reproductivas. Comose discute en el texto, va
rios de estos efectos han sido demostrados experimentáï
mente.
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i) correlación de la respuesta de la glándula pineal a hor

monas con el estado funcional de la inervacíón.

VJ disociación de los efectos hormonales sobre los pinealo

citos en aquéllos mediados o modulados por cambios en 1a

actividad neural aferente y aquellos relativamente inde

pendientes de ia inervación.

Es de suponer que la totalidad o parte de estoa fenómenos

tienenlugar también en el hipotálamo. La profundización en el eg

tudio de los diversos aspectos fisiológicos y farmacológicos del

paradigma experimental propuesto permitirá un mayor conocimiento

de los mecanismosde integración neuroendócrina.
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R.Descartes (1664)

Conocimiento
contemporáneo

Fio. 37: Evolución del concepto sobre la Función pineal. La figura superior
es una ilustración del libro de Rene Descartes "HomineFiguris"
(lESh), quien atribuia al alma la causa de las funciones vitales y
ubicaba su sitio de acción principalmente en la pineal. Según Des
cartes, los nervios eran tubos por los que circulaba el espiritu
que, a través de la pineal, pasaba de la sangre al III ventrículo.
El flujo de dicho espíritu dependía de la percepción visual que llg
gaba a la pineal por la vía óptica.
La Figura inferior resume el estado actual del conocimiento. La pi
neal traduce la información luminosa ambiental en respuesta endocri
na. La luz afecta indirectamente a la pineal a través del sistema
simpático. Sobre diversas estaciones de esta vía actúan otras seña
les, las hormonales. La píneal, con sus productos de secreción, con
tribuye al control del hipotálamo y a través de éste, de diversas
trofinas hipofisarias.
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