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I. Introduccidn:

1. Generalidades:

El presente trabajo estudia parte de los fendme-
nos por los cuales se interrelacionan los dos sistemas
integradores de las funciones orgénicas: el nervioso y
el endbécrino. Esta relacidén es de fundamental importancia
en los mecanismos de regulacidén homeostatica. La conexidn
funcional entre ambos sistemas se halla localizada fundamen-
talmente aunque no exclusivamente, en la relacibén entre
el hipotdlamo y la glidndula hipbéfisis: la unidad hipotélamo
hipofisaria. Utilizaremos distintos modelos experimentales

siendo la especie de experimentacibén la rata Rattus norvegi-

cus de la cepa Wistar del Instituto de Biologia y Medicina
Experimental y de la cepa Sprague Dawley, Holtzman, del

mismo Instituto.

2. Hipotédlamo e hipdfisis. Reseifila funcional y anatdmica:

Con relacidén a la regulacidén de la secrecidn
hipofisaria hay dos Area de fundamental importancia: a)
el hipotdlamo v b) la regidn predptica que, a pesar de
tener distintos origenes embriolébgicos, funcionan como
una unidad vy deben ser estudiados conjuntamente (1l).

En la mayoria de los vertebrados el &rea pre-
dptica se ubica en un nivel inmediatamente rostral al,
o sobre el quiasma dptico. Dorsalmente alcanza la comisura
anterior; frontalmente comienza detris del telencéfalo
gris ventral del cual esta separada por la banda diagonal

de Brocca; caudalmente se continta con el hipotilamo. Este



a su vez tiene su limite inferior en la base misma del

cerebro, posteriormente el plano cdncavo rostralmente que

engloba a los cuerpos mamilares y se continla dorsalmente

hacia la regidén de la comisura posterior; dorsalmente se
extiende hasta el tédlamo dorsal del cual es separado por
el sulcus hipotalédmicus; debido a que el tadlamo ventral
es dorso lateral y lateral en vertebrados superiores.

En lineas generales, en formas inferiores como
ser ciclbéstomos y urodelos, el hipotidlamo se muestra re-
lativamente poco diferenciado con respecto al hipotdlamo
de mamiferos; a guisa de ejemplo podemos remitirnos a la
aparicién de elementos neurosecretores en la zona predp-
tica de teledsteos y algunos anfibios que, en mamiferos
culminan en dos estructuras bien diferenciadas como son
los nlicleos suprabptico y paraventricular (2).

Dentro del 4rea hipotaldmica las neuronas se
ubican en nicleos, algunos de los cuales estan bien defi-
nidos; dichos nlcleos se visuvalizan como condensaciones
celulares separadas por zonas "pobres" en células asi
como por sus caracteristicas citomorfolégicas (3).

Kuhlembeck (4) realizd una clasificaciédn y enu-
meracién de los nilcleos hipotaldmicos en mamiferos supe-
riores. Los criterios empleados por él fueron basados en
embriologia, anatomia comparada vy caracteristicas cito-
arquitectdénicas. De tal forma que subdividid al hipotédlamo
en tres grandes zonas dentro de las cuales ubicd los si-

guientes nucleos:

Grupo anterior:

Area praecptica periventricularis.
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Nucleus
Nucleus
Nucleus
Nucleus
Nucleus
Nucleus
Nucleus

Nucleus

hypothalamicus anterior.
praeopticus medianus.
paraventricularis.
praeopticus medialis.
supraopticus.
praeopticus lateralis.
supraopticus diffusus.

supraquiasmaticus.

Grupo medio:

Area hypothalamica lateralis.

Nucleus
Nucleus
Nucleus

Nucleus

hypothalamicus ventromedialis.
tuberomammilaris.
hypothalamicus dorsomedialis,

tuberis lateralis.

Area hypothalamica dorsalis.

Nucleus

arcuatus (infundibularis).

Grupo posterior:

Area hypothalamica posterior.

Nucleus
Nucleus

Nucleus

mammilaris medialis.
perifornicalis.

mammilaris lateralis.

Area periventricular posterior.

Nucleus
Nucleus
Nucleus

Nucleus

intercalatus.
praemammilaris.
mammilaris cinereus.

supramammilaris.

Dentro del hipotédlamo las estructuras que méas




despertaron nuestro interés fueron: 1. el nlcleo arcuato

(también llamado nucleo infundibular por su relacidén topo-
griafica con el infundibulo) que se encuentra localizado

en la regién medio basal del tuber cinereum rodeando 1la
parte mas ventral del tercer ventriculo y extendiéndose
ventralmente hacia la eminencia media; su borde dorso la-
teral cdéncavo se encuentra separado del nicleo ventromedia-

no por una zona pobre en células; y 2. el nlcleo dorsomedia-

no hipotaldmico que se encuentra localizado dorsalmente

al nGcleo ventromediano; sus células rodean al tercer ven-
triculo pero no tienen intimo contacto con el epéndima
ventricular contrariamente a lo que sucede con el nicleo
arcuato.

El hipotdlamo es el centro neuroenddcrino prima-
rio de la regulacidén hormonal y se relaciona mediante vias
aferentes y eferentes con centros neuroendbécrinos secunda-
rios del resto del encéfalo: amigdala, sistema limbico,
vias bpticas, etc.

Las funciones atribuidas al hipotdlamo son mal-
tiples y complejas y ha sido considerado como el &rea cere-
bral donde se integran las funciones vegetativas como ser:
el metabolismo hidrosalino, el control cardiovascular,
el control de la ingesta, en formas superiores el control
de la temperatura y otras funciones autondémicas. Estas
funciones regulatorias fueron tomando importancia capital
en los animales que adquirieron hadbitos terrestres que
se encuentran expuestos, por consiguiente a grandes varia-
ciones del medio ambiente. Pero, de todas estas funciones
nos ocuparemos de una de las mas importantes: la de regular

las secreciones internas a través de la intima relacién



con la glandula hipdéfisis y, en consecuencia regular la
reproduccién.

Como la secrecidn de la glandula hipbéfisis es
regulada a través de la funcidén ejercida por el hipotédla-
mo, es de vital importancia comprender la relacidén anatéd-
mica y funcional que mantienen estas dos estructuras.

En la mayoria de los vertebrados, la hipéfisis
se encuentra ubicada sobre una depresibén de la base del
crdneo (la silla turca del esfenoides) y estid formada a
partir de dos rudimentos embrionarios: uno derivado del
cerebro y otro del epitelio bucal (Bolsa de Rathke) co-
rrespondiéndose en el animal adulto a la neurohipdfisis
y la adenohipbéfisis respectivamente. La neurohipbéfisis
es entonces una evaginacién del piso del diencéfalo que
se halla intimamente ligada al cerebro por medio de los
haces provenientes del los nilcleos supradptico y paraven-
tricular (5). Por otra parte, la adenohipbéfisis de mami-
feros se encuentra diferenciada en tres porciones: pars
tuberalis, pars intermedia y pars distalis. Segin J.D.
Green (6) las partes constitutivas de la hipdéfisis son:

a. Adenohipéfisis: i. pars tuberalis: delgada capa de cé-

lulas que se proyectan desde la adenohipdéfisis y que se
mantienen en contacto con la eminencia media. ii. pars
intermedia: capa de células que se encuentran en contacto
con la pars nervosa y que puede estar separada o no de

la pars distalis por una hendidura hipofisaria. iii. pars
distalis: la parte remanente.

b. Neurohipbéfisis: (dividida segin su circulacién) 1i.

eminencia media: parte de la neurohip6fisis que tiene en

’ . 2 3 . 3 O 4 r
comin con la adenohipdéfisis la circulacidén sangulinea en



forma del plexo capilar primario. Arteria Hipofisaria Su-
perior. ii. pars nervosa: la parte remanente con circula-
cibén sanguinea independiente. Arteria Hipofisaria Inferior.
Particular importancia en la relacidn hipotdlamo
hipofisaria tiene la eminencia media. Dicha estructura
consta de 5 capas celulares: la ependimal, la hipendimal,
la fibrosa, la reticular y la palisada. La capa ependimal
se encuentra formada por una linea de células cuyas prolon-
gaciones se dirigen hacia la capa opuesta de la eminencia
media para terminar en los capilares del plexo primario
de los vasos portales hipofisarios. La capa hipendimal
consiste de una o dos capas de células con morfologia muy
similar a las células ependimales; sus prolongaciones tam-
bién terminan en los capilares del plexo primario. Debajo
de esta se encuentra la capa fibrosa que contiene fibras
Gomori-positivas originadas en los nicleos neurosecretores
magnocelulares (nicleo prebptico en peces y anfibios y
supradptico y paraventricular en otros tetrdpodos). Estas
fibras terminan en la pars nervosa, aunque una parte de
ellas se disponen perpendicularmente con respecto a las
primeras y terminan en la capa externa de la eminencia
media. En la capa reticular, las prolongaciones de las
células ependimales e hipendimales, las fibras Gomori-
positivas y Gomori-negativas (probablemente las de aquellas
neuronas que producen factores liberadores) se encuentran
reticuladas. Desde esta capa aquellas prolongaciones y
fibras que corren perpendicularmente con respecto a la
capa de fibras forman la capa externa de la eminencia
media, o capa en palisada. Los capilares del plexo primario

se encuentran distribuidos en esta capa de la eminencia



media (7).

Como se desprende de lo descripto anteriormente
las neuronas hipotaldmicas vierten su secrecidn hacia 1la
sangre portal en la eminencia media (plexo portal primario)
alcanzando la hipéfisis anterior a través de los vasos
portales largos. Existe ademis un segundo plexo portal
primario en la parte inferior del tallo infundibular, que
lleva a través de vasos portales cortos, intraglandulares,
hacia el plexo sinusoidal (plexo portal secundario). Las
células adenohipofisarias vierten su secrecibén hacia los
sinusoides y por éstos mediante venas cortas hacia los
senos venosos adyacentes y la circulacidén general (8).

Este complejo portal representa el camino final comin del
cerebro hacia la hipéfisis en el cual convergen las sefales
capaces de influir sobre la secrecidén hipofisaria. Sin
embargo, recientemente se han descubierto fibras serotoni-
nérgicas en la adenohipb6fisis que, aunque su origen no

estd claro aun, podria abrir un campo enorme con relacién

a la regulacién hipotalamica de la adenohipbéfisis (9).

En otros grupos de vertebrados, como por ejemplo teledsteos,
se ha visto inervacidn directa de la pars distalis adenohi-
pofisaria por medio de fibras aminérgicas y peptidérgicas
estando, ademads poco desarrollado un sistema porta hipofisa-
rio "propiamente dicho" (10).

Es importante sefialar también que el sentido
de la circulacidén dentro del complejo hipotdlamo-hipofi-
sario, antiguamente pensado como exclusivamente descendente
(8,11,12) es considerado ahora como bidireccional pudiendo
el flujo sanguineo ir en ambas direcciones segin el estado

hcmodindmico del lecho vascular (13,14,15,16,17,18). Este



hecho seria el sustrato anatdmico tanto de la funcidn di-
rectriz que ejerce el hipotadlamo sobre la hipbé6fisis como

de la regulacidén en sentido ascendente.

3. Hormonas hipofisarias y hormonas hipotalamicas:

Por el sistema portal llega a la glandula hipéd-
fisis el material secretado por el encéfalo. Estos trans-
misores quimicos por el tipo de transporte (sanguineo)

y por su origen (nervioso) han recibido el nombre de neuro-
hormonas. Esta hipbétesis de la quimiotransmisidén portal

fue ya desarrollada en el afio 1955 por Harris (19) y luego
universalmente aceptada. Posteriormente fueron surgiendo

mids evidencias acerca de la conexién hemal entre el hipoté-
lamo y la hipdéfisis anterior; como por ejemplo: la falta

de barrera hematoencefdlica en la zona de la eminencia
media, visualizada mediante el auxilio de colorantes vitales
(20) y la presencia de capilares fenestrados observados

en esta zona con microscopia electrébénica (21).

Algunas de las neurohormonas han sido aisladas
e identificadas quimicamente, otras, si bien se postula
su existencia funcional, alin no han sido identificadas
quimicamente.

a) La hormona liberadora de TSH, el TRH, es un tripéptido
secretado por neuronas ubicadas dorsalmente al quiasma
éptico y el nlicleo dorsomediano hipotalamico (22) que se
proyectan hacia la capa externa de la eminencia media.
Este péptido fue aislado y caracterizado por Burgus y co-
laboradores (23) y por Nair y colaboradores (24) casi

simultdneamente,
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b) La hormona liberadora de LH y FSH (LHRH o GnRH) es un
decapéptido que fue aislado y secuenciado en el afo 1971
(25,26) cuyos cuerpos celulares se ubican en la regidn
prebéptica fuera del 4rea hipofisotropa, aunque algunos
autores han localizado inmunohistoquimicamente células
LHRH-positivas en el nlicleo arcuato de ratdén y de rata
(27,28). Mds recientemente el grupo de McCann ha purifi-
cado un FSH-RF bioactivo a partir de extractos hipotala-
micos de rata, por lo cual, podria haber, en principio

un factor hipotaldmico para cada gonadotrofina hipofisaria
(29).

c) La hormona inhibitoria de la secrecidén de somatotrofina,
la somatostatina, es un tetradecapéptido caracterizado

y secuenciado por Brazeau y colaboradores (30). Estudios
concernientes a su distribucibén muestran que, como el TRH,
estid ampliamente distribuido por el sistema nervioso central;
estando dentro del Area hipotaldmica localizado en el nicleo
periventricular sobre el quiasma éptico y las terminaciones
de las neuronas que lo producen se hallan en la capa exter-
na de la eminencia media (31). Hay evidencias que indican

la presencia de un factor liberador de somatotrofina (GRF).
Evidencias inmunohistoquimicas utilizando anticuerpos contra
un péptido de 44 aminodcidos aislado de un tumor pancreati-
co humano que produce acromegalia (Human pancreatic growth
hormone releasing factor, hpGRF) (32), han sugerido la
presencia de neuronas productoras de GRF en el nilcleo arcua-
to de primates con fibras que se proyectan hacia la eminen-
cia media y terminan en contacto con los vasos portales
(33).

d) Vale y colaboradores (34) lograron aislar un péptido



de 41 amino&cidos a partir de extractos hipotaldmicos ovi-
nos con marcada accién liberadora de corticotropina. Utili-
zando este péptido para generar anticuerpos, Joseph y Knigge
(35) encontraron marcacidén en 4reas extrahipotalédmicas
(nucleus accumbens, nucleus de la stria terminalis, niicleo
central amigdaloide y regibén predptica) mientras que dentro
del hipotdlamo lograron localizar marcas aisladas en la
regidén hipotalémica anterior y fuerte marca en el nicleo
paraventricular.
e) E1 factor inhibitorio de la secrecidén de prolactina
es la dopamina; ésta es producida por la neuronas tubero-
infundibulares dopaminérgicas (grupo denominado Al2) que
poseen sus cuerpos celulares en el niicleo arcuato y sus
terminaciones en la parte media de la capa externa de 1la
eminencia media (36,37,38,39). En cuanto a los factores
liberadores de prolactina se han presentado evidencias
acerca de la accidn liberadora del TRH (40), el VIP (41,
42) y la sustancia P (42).

Ultimamente, utilizando técnicas de ingenieria
genética se ha logrado secuenciar el precursor del GnRH
o LHRH. Dicho precursor consta de una cadena de 23 aminoéa-
cidos (llamado péptido sefial), el decapéptido propiamente
dicho, una serie de 3 aminodcios Gly-Lys-Arg (secuencia
necesaria para el procesamiento enzimdtico y la amidaciébn
carboxiterminal del GnRH) y posteriormente una secuencia
de 56 aminoadciods que ocupan la regidn carboxiterminal
del precursor y constituyen el llamado péptido asociado
al GnRH (GAP, GnRH asociated peptide). Se ha sugerido que
este péptido seria liberado conjuntamente con el GnRH hacia

la sangre portal para modular la secrecibén hipofisaria.

-10-



Es importante sefialar que el GAP inhibe la liberacidn de
prolactina en cultivos celulares primarios de células hipo-
fisarias de rata en concentraciones de 10_10a 10—8M. ademés
de producir liberacidén de ganadotrofinas, aunque a concen-

traciones mayores que el decapéptido (43).

4, Neurotransmisores hipotaldmicos:

Dijimos que la secrecibén de la hipéfisis anterior
es controlada fundamentalmente por las hormonas hipotalémi-
cas hipofisotropas que alcanzan la glandula. Las neuronas
secretoras se hallan formando parte de la red neuronal
cerebral; diversas terminaciones, utilizando distintos
neurotransmisores modulan a las neuronas secretoras y por
su intermedio a la secrecibén hipofisaria (44).

Los diferentes neurotransmisores que, de alguna
u otra manera participan en el control de la glandula se
encuentran diferencialmente distribuidos en distintas &reas
del cerebro como se describird en parrafos siguientes.
Vamos a referirnos aqui a aquellos neurotransmisores que
formaron parte de nuestro estudio experimental: el &cido
gama aminobutirico (GABA), la histamina, la serotonina,

y la dopamina.

a. Acido gama aminobutirico (GABA):

Este neurotransmisor tiene altas concentraciones
en el hipotdlamo de mamiferos: Su sintesis se debe a la
decarboxilacibén del A&cido glutdmico en una reaccidén cata-
lizada por la enzima Glutédmico decarboxilasa (GAD); su
degradacidén se realiza a través de una reaccidén catalizada

por la GABA-transaminasa con la consiguiente formacién

-11-



de succinico semialdehido quien a su vez es sutrato de

la enzima Succinico semialdehido deshidrogenasa; este a
su vez puede oxidarse y como succinato entrar en el Ciclo
de Krebs o, alternativamente puede ser reducido a gama
hidroxibutirato. Figura N2 1.

El hipotdlamo es una zona rica en GABA y es inerva-
do por fibras gabaérgicas de otras areas cerebrales; existen
también fibras gabaérgicas intrahipotaldmicas que podrian
mediar las respuestas de la hip6fisis anterior al GABA.

Se han encontrado terminales GAD-positivos en la zona exter-
na de la eminencia media, la desaferentacién total del
hipotédlamo no reduce el contenido de GABA en esta zona

(45) y se han acumulado evidencias que postulan la exis-
tencia de un haz tuberoinfundibular gabaérgico (TI-GABA)

en el hipotdlamo medio basal (46,47).

Otras zonas ya estudiadas que poseen gran cantidad
de neuronas gabaérgicas son: el hipocampo (48,49), la subs-
tantia nigra (50,51) y las cortezas cerebelar y cerebral
(52). Mas recientemente se han encontrado neuronas gabaérgi-
cas en la regidn predbdptica (53).

b. Histamina:

La histamina es un neurotransmisor cuya sintesis
lleva un solo paso que es la decarboxilacidén de la histi-
dina; paso catalizado por la enzima histidina decarboxila-
sa. La metabolizacidén de este neurotransmisor parece ser
que se realiza més por la metilacidén al metabolito inactivo
3-metilhistamina que por la recaptura por el axén. La 3-
metilhistamina es a su vez sustrato de la MAO (monoamino-
oxidasa) y convertida en &cido 3 metil imidazol acético.
Figura N2 2.

-12-



Estudios recientes han localizado zonas ricas
en este neurotransmisor especificamente localizadas en
una zona que comprende el hipotadlamo basal posterior,
el nicleo magno celular caudal, el nécleo mamilar lateral
y alrededor del premamilar ventral (54); también se han
encontrado concentraciones grandes en la eminencia media
(55) pero se supone que esta histamina se encuentra alma-
cenada en mastocitos, mientras que en otra &reas es pri-
mordialmente neuronal (56). Por otra parte, en mediciones
de histamina en diferentes nicleos hipotaldmicos en anima-
les sometidos a desaferentacidén total del hipotidlamo medio
basal, no se han encontrado alteraciones de los niveles
luego de la operacidbén (57).

Panula y colaboradores (54) en su trabajo no
encontraron histamina inmunoreactiva en otras Areas cerebra-
les aunque sotuvieron que se necesitan mas estudios para
concluir que la Gnica fuente cerebral del neurotransmisor
se encuentran dentro del hipotdlamo posterior y de los
cuerpos mamilares; en ello, concluyen, se asimilaria a
los circuitos serotoninérgicos y catecolaminérgicos que
se encuentran principalmente formados por neuronas localiza-
das en un determinado sitio que generan proyecciones hacia
otras areas.

c. Serotonina:

La serotonina es una indolamina formada a partir
del aminodcido L-triptofano que, hidroxilado en posicién
5 por la enzima triptofano hidroxilasa forma el 5-hidroxi-
triptofano que es ridpidamente decarboxilado para formar
serotonina. En cuanto a su inactivacidn ésta se realiza

principalmente por la MAO luego de la recaptura por el
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axdén desde el espacio sinaptico. El mayor metabolito es
el dcido 5-hidroxi indol acético (5-HIAA) (44). Figura
Ne 3.

Como sucede en general en todas las especies,
las neuronas serotoninérgicas estidn mayormente concentradas
en los nlcleos del rafe del tallo cerebral (58). En los
mamiferos la organizacidén de este sistema es bien conoci-
da, por un lado las células serotoninérgicas que se ubican
en la porcidén posterior de los nicleos del rafe, particular-
mente los nucleos del rafe magnus, pallidus y obscurus
dan origen al sistema serotoninérgico bulboespinal (59,60)
y por otro lado las neuronas localizadas en los nflicleos
del rafe dorsalis y rafe medianus o centralis superior
son la principal fuente de inervacidn del cerebro anterior
(61,62,63). Ademas recientemente se han localizado un grupo
de neuronas serotoninérgicas enteramente hipotalédmicas
localizadas en el nucleo dorsomediano hipotalémico (64,65).

d. Dopamina:

Las catecolaminas son una clase de moléculas
que contienen un ntcleo catecol (un anillo bencénico con
dos hidroxilos sustituyentes) y un grupo amino. El1 término
usualmente se refiere a la dopamina y a sus productos meta-
bélicos, la noradrenalina y la adrenalina.

Este grupo de aminas son sintetizadas a partir
del aminoacido L-tirosina (66). El primer paso, y ademés
el limitante en la biosintesis, es la formacién de L-Dopa
en una reaccidén catalizada por la enzima L-aromitico decar-
boxilasa o Dopa decarboxilasa; posteriormente la enzima
Dopamina beta hidroxilasa, que se encuentra presente sdlo

en aquellos tejidos que producen noradenalina o adrenalina
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convierten la dopamina en noradrenalina y posteriormente
con la N-metilacidén de este neurotransmisor debido a 1la
accién de la feniletanolamina N-metil transferasa (PNMT)
se forma la adrenalina. Figura N? 4,

Las catecolaminas son almacenadas en vesiculas
sindpticas y luego liberadas por exocitosis hacia el espa-
cio sindptico donde la amina interactila con sus receptores,
tanto postsinapticos como presinapticos. La concentracidn
del neurotransmisor dentro del espacio sindptico puede
ser regulada tanto por la cantidad que es liberada como
por la inactivacidn por reacciones enzimiticas catalizadas
por las enzimas catecol-O-metil transferasa (COMT) y mono
aminooxidasa (MAO).

En cuanto a las fibras aminérgicas que llegan
al hipotdlamo, estas son:

-el haz ascendente noradrenérgico que inerva especifica-
mente el n(cleo dorsomediano hipotaldmico, el nficleo peri-
ventricular, el nlcleo arcuato, la capa interna de la emi-
nencia media, el &rea retroquiasmatica y el area predptica.
Este haz nace en los grupos celulares Al, A2, A5 y A7 que
se encuentran localizados en la médula oblongata y en el
pons; dichos haces se vuelven ventromedialmente a lo lar-
go del lemniscus medialis y se continuan rostralmente prin-
cipalmente formando parte del haz medio del cerebro ante-
rior (67).

~en cuanto a los circuitos dopaminérgicos; los cuerpos
neuronales dopaminérgicos dentro del hipotdlamo se encuen--
tran localizados dentro del niucleo arcuato (grupo Al2);
éstas células dan origen a los haces tuberoinfundibular

y tuberohipofisario dopaminérgicos. Las células dopami-



nérgicas tuberoinfundibulares tienen axones cortos que

se proyectan ventralmente para terminar en la eminencia
media; mientras que los cuerpos celulares de las neuronas
tuberohipofisarias se cree que estan localizados en una
regién mias frontal de este nlicleo y sus axones se proyec-
tan ventralmente a través de la eminencia media para ter-
minar alrededor de axones y espacios pericapilares en el
l6bulo neural. Sus funciones ain son objeto de discusién
(39). Hay otro grupo de neuronas dopaminérgicas dentro
del hipotadlamo que son las que se encuentran en las &areas
identificadas como All, Al3 y Al4 y se piensa que poseen
axones cortos que terminan dentro del mismo hipotélamo,
mientras que aquellas originadas en la zona All podrian

proyectarse hacia la médula espinal (39,68).

S. Prolactina: regulacién hipotalamica:

Es un hecho bien conocido que la secrecidn
de las hormonas hipofisarias se encuentran bajo la influen-
cia del sistema nervioso central. Contrariamente a lo que
sucede con las demds hormonas hipofisarias, la prolactina
se encuentra ténicamente inhibida por la accidén ejercida
por el hipotdlamo; esta accibén fue dilucidada como se ex-
plicara posteriormente, a partir de diversas experiencias
que desconectaban a la glandula hipbéfisis de la influencia
hipotaldmica. Mencionaremos a continuacidén una breve revi-
sién de la accidén de los 4 neurotransmisores estudiados
en este trabajo sobre la secrecidn de prolactina.

a. Acido gama aminobutirico:

Evidencias farmacoldégicas indican que las
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neuronas gabaérgicas ejercen un control dual sobre la secre-
cibén de prolactina, una estimulatoria, mediada por el siste-
ma tuberoinfundibular dopaminérgico (TI-DA) (69,70) y otra
inhibitoria, a nivel de la hipéfisis anterior (71,72).

La existencia del mecanismo central estimulatorio
del GABA sobre la secrecibén de prolactina se encuentra
apoyada por el hecho de que tanto la inyeccidén de GABA
o muscimol, un agonista gabaérgico, administrados por via
‘intraventricular incrementan los niveles plasmaticos de
la hormona (72,73). Este efecto es completamente abolido
por el pretratamiento con el antagonista bicuculina (71).

Por otra parte, y como se dijera anteriormente
el efecto estimulatorio del sistema gabaérgico pareceria
estar mediado por el sistema tuberoinfundibular dopaminér-
gico (TI-DA), dado que, tanto el bloqueo de la sintesis
de dopamina, como la deplecibén de la misma bloquean el
pico de prolactina provocado por la administracién de musci-
mol (69); mAs aln, la inyeccidén intraventricular de muscimol
provoca una caida en la concentracién de dopamina en la
hipéfisis anterior (69).

El hecho de que el sistema gabaérgico tenga efecto
inhibitorio sobre la secrecidén de prolactina se ve apoyado
por que tanto GABA (73) como muscimol (71) cuando son inyec-
tados por via sistémica inhiben la liberacidén de prolactina.
Este efecto inhibitorio del GABA o de los compuestos gaba-
miméticos no estaria mediado por el sistema dopaminérgico;
ya que la inyeccidn de muscimol intraperitoneal o EOS intra-
ventricular (droga que bloquea la GABA-transaminasa aumen-
tando la concentracidén del neurotransmisor) puede anular

el pico de prolactina provocado tanto por el bloqueo de
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la sintesis de catecolaminas por alfa metil para tirosina
(71) como por el bloqueo de los receptores postsindpticos
con el antagonista dopaminérgico domperidona (70). Por
otra parte, la administracién de bicuculina, antagonista
gabaérgico que no cruza la barrera hematoencefalica, blo-
quea completamente el efecto de la inyeccidn de muscimol
inyectado periféricamente sobre la secrecidn de prolactina
(69). Es importante hacer notar que se ha visto que el
GABA mismo inhibe la secrecibén de prolactina en incubaciones
"in vitro" de hipdéfisis anteriores (74) y que receptores
para GABA han sido encontrados en la hipbéfisis anterior
(74,75) y que dichos receptores se hallan bajo regulaciébn
hipotaldmica (76).

Trabajos recientes han demostrado la existencia
de dos diferentes sitios receptores para GABA, uno llamado
GABA-A que se caracteriza por ser sensible a la bicuculina,
resistente al baclofen y estar acoplado a un canal de cloru-
ro, y el otro, llamado GABA-B es insensible a la bicuculina,
sensible al baclofen e independiente del canal de:éloruro
(77,78).

b. Histamina:

Existen algunas evidencias farmacolébégicas que
indican que las neuronas histaminérgicas se encuentran
involucradas en la secrecidn de prolactina en ratas. Estas
evidencias fueron producto de la experimentacidn sobre
varios modelos: administracidn intraventricular de histamina
en machos (79), en hembras pretratadas con estradiol (80)

y en hembras ovariectomizadas pretratadas con estradiol
y progesterona (81).

Por otra parte, la accidn de la histamina no
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se ejerceria directamente sobre la glandula hip6fisis ya

que, ni la incubacidén de pituitarias "in vitro" ni la in-
yeccibén de histamina directamente sobre la glandula hipb-
fisis, influyen sobre la liberacién de prolactina (82,83).

Ciertas evidencias farmacoldbgicas sugieren la
posibilidad de que los receptores histaminérgicos Hl y
H2 se encuentren relacionados con la secrecibén de prolacti-
na en ratas y en humanos (82,83,84). La inyecciébén intraven-
tricular de 4-metilhistamina (un agonista H2) o de antihis-
taminicos Hl suprimen el incremento de la hormona en ratas
lactantes succionadas por sus crias; mientras que el anta-
gonista H2 metiamida incrementa la prolactina sérica en
hembras lactantes a las cuales se les habia retirado las
crias (82). Observaciones similares fueron realizadas en
humanos (83) y son totalmente dependientes de la condiciédn
o modelo experimental utilizado. Asi, por ejemplo los recep-
tores H2 se encontrarian primordialmente ligados a la libe-
racién de prolactina en la rata macho, mientras que, en
este modelo los receptores Hl no desempefiarian un papel
importante en la respuesta de la prolactina a la administra-
cibén de histamina (84).

c. Serotonina:

Una gran variedad de evidencias farmacolégicas
enfatizan una accidén estimulatoria de la serotonina sobre
la secrecibén de prolactina. Administracidén sistémica del
neurotransmisor evoca liberacidén de prolactina en ratas
(85,86) y en primates (87). La administracién intraventri-
cular del indol también produce liberaciébén de prolactina
en ratas (88). Dicho efecto es compartido por todos 1los

vertebrauos ya que la serotonina desempefia un papel impor-
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tante sobre la secrecidén de prolactina en telebdsteos (89),
anfibios (90), reptiles (91) y aves (92).

En ratas el sitio de accidén de la serotonina
estaria localizado en el sistema nervioso central ya que,
este neurotransmisor no tiene efecto sobre la liberacién
de prolactina cuando es agregado en incubaciones "in vitro"
de la glédndula hipdéfisis (93) o cuando es inyectado en
los vasos portales (94). Por otra parte se observd incre-
mento en la secrecidén de prolactina en animales sometidos
a desaferentacidén total del hipotdlamo medio basal luego
de la administracibén de 5-hidroxitriptofano (95). Este
tipo de desaferentacibén causa sbélo una caida de un 50 a
un 70 7 del contenido de serotonina en la seccidn aislada
(57). Recientemente ademds se han logrado identificar un
grupo de neuronas intrahipotaldmicas con sus cuerpos celu-
lares localizados en el nlcleo dorsomediano hipotalédmico
(64,65).

Serotonina y PRF:

El incremento de la prolactina sérica que sigue
al tratamiento con estrbgenos, al apareamiento o a la suc-
cidén podria ser debido, mds que a una disminuciébén en la
secrecién de dopamina, directamente a la presencia y accidn
de un factor liberador (PRF) secretado por el hipotédlamo
(96). Evidencias de la existencia de este factor o factores
ya han sido presentadas en la bibliografia (97).

Dentro de los posibles PRF se encuentran, el
TRH que libera prolactina en una gran variedad de circuns-
tancias, pero la liberacién de TSH y prolactina no se pro-
ducen en paralelo en ciertas condiciones naturales, lo

que lleva 2 pensar que el TRH no seria el principal fac-

-20-



tor liberador (98). En este aspecto uno de los probables
PRF es el VIP (Péptido Intestinal Vasoactivo) ya que puede
estimular la secrecidn de prolactina en incubaciones "in

9 M (42). Posteriormente

vitro" en concentraciones de 10~
se observd que la administracibén de serotonina intraven-
tricular o su precursor S5-HTP producia un notable incremen-
to en la concentracién de VIP en sangre portal (99); més
alin, trabajos recientes han demostrado que el VIP es un
mediador de la respuesta hiperprolactinémica que sigue
a la succidén, al igual que la serotonina misma (100). Esta
inhibicidén es sbélo parcial lo que llevaria a pensar que
el VIP tampoco es el Gnico factor liberador de prolactina
(101).
d. Dopamina:

En mamiferos, la secrecidén de prolactina por
la glandula hipéfisis estd tdénicamente inhibida por 1la
accidén ejercida por el hipotadlamo (98). Las primeras evi-
dencias acerca de este control inhibitorio se remontan
a los trabajos de Everett (102) quien observd signos de
hipersecrecidén de prolactina luego de transplantar la
glandula hipéfisis de la silla turca del esfenoides a la
cdpsula suprarrenal. Mds adelante se vid que lesiones elec-
troliticas de la eminencia media incrementaban fuertemente
la secrecibén de prolactina, en contraste con las otras
hormonas hipofisarias (103,104). Otra de las evidencias
que indicaban el control inhibitorio del hipotédlamo fue
el hecho de que incubaciones "in vitro" de hipbéfisis ante-
riores aumentaban fuertemente la liberacién de prolactina
al medio (105). Este mecanismo inhibitorio ejercido por

el hipotidlamo sobre la secrecidn de prolactina fue poste-
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riormente observado en diferentes grupos animales: en pe-
ces telebsteos (106), en anfibios (107), en aves (108),
en primates (109) y en humanos (110).

Existen evidencias farmacoldégicas en diferentes
especies que muestran que, en general, los agonistas dopa-
minérgicos inhiben la secrecién de prolactina, mientras
Gque los antagonistas la incrementan (111,112). Dado que
la dopamina no atraviesa facilmente la barrera hematoence-
fidlica se sugiridé entonces que el sitio de acciédén de 1la
misma fuera la hipbéfisis anterior; posteriormente se vio
que pequefias cantidades de dopamina inhibian la secrecidn
de prolactina sobre la glindula misma "in vivo" (113,114).
Por otra parte, la dopamina se encuentra en altas concentra-
ciones en la eminencia media (115) y receptores para el
neurotransmisor han sido detectados en la hipbéfisis ante-
rior (116,117). Ademds, la concentracidén de dopamina en
sangre portal es mucho mayor que en circulacidén general
siendo la dopamina que llega a la adenohipbéfisis un produc-
to de secrecién de la eminencia media (118,119). Esta con-
centracién de dopamina en sangre portal es suficiente para
inhibir la secrecidén de prolactina "in vitro" e "in vivo"
(120,121).

Estos hechos establecerian firmemente que la
dopamina seria un factor inhibitorio de la secrecidn de
prolactina o PIF, en condiciones fisiolégicas; aunque po-
siblemente no seria el (nico como se explicara en secciones

anteriores.
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II. Objetivos experimentales:

El objeto fundamental del presente trabajo es
el estudio de la relacibén existente entre ciertos neurotrans-
misores, algunas 4reas neurales y la secrecién anterohipo-
fisaria. Los neurotransmisores a estudiar son aquellos
precedentemente citados en la introduccién: GABA, histamina,
serotonina y dopamina; y de las secreciones hipofisarias,
aquella que nuestra ‘experiencia y la bibliografia indican
como intimamente relacionada con los neurotransmisores
citados anteriormente: la prolactina. En algunos estudios
se cuantificaron también hormona luteinizante (LH) y ti-
rotrofina (TSH).

El estudio lo hicimos en diferentes situaciones
experimentales ya que la experiencia de laboratorio demues-
tra que dicha relacidn estd fuertemente condicionada por
el modelo experimental utilizado. Esta aproximaciones ex-
perimentales fueron: neurofarmacologia experimental, téc-
nicas de cirugia estereotixica (desaferentaciones hipotaléa-
micas y lesiones electroliticas ), lesiones neuroquimicas

e incubaciones "in vitro" de hemipituitarias.
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ITII. Materiales y Métodos:

1. Animales de experimentacidn:

Los animales utilizados para la realizacidén de

este trabajo fueron ratas blancas Rattus norvegicus. La

mayor parte del trabajo fue realizada con animales de 1la
cepa Wistar del Instituto de Biologia y Medicina Experimen-
tal; otra parte fue realizada con animales de la cepa Spra-
gue Dawley de la casa Holtzman, igualmente criados y man-
tenidos en el Instituto de Biologia y Medicina Experimental.

Los animales fueron mantenidos con temperatura
entre 22 y 24 °C y con luz controlada de 6 a 20 horas.

En general los animales adultos se ubicaron en
jaulas grupales con 8 a 10 animales en cada una. Los que
fueron sometidos a cirugia estereotdxica fueron colocados
en jaulas grupales con sblamente 3 animales por jaula.

Las hembras prefiadas o con crias se mantuvieron en cajas

individuales.

2. Modelos experimentales:

a. Tipo de animales:

Se utilizaron machos y hembras adultos con un
peso aproximado entre 250 y 350 gramos. Los machos se usa-
ron tanto enteros como castrados crénicamente. Las hembras
siempre fueron utilizadas con castraciédn crénica. Los ani-
males prepliberes, hembras y machos, se utilizaron con un

peso aproximado entre 60 y 90 gramos.
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b. Procedimientos quirfirgicos:

i. Cirugia general:

Gonadectomia:

Las ratas adultas fueron ovariectomizadas por
via lumbar u orquidectomizadas por via escrotal bajo anes-
tesia con N-embutal (33 mg/kg) administrado por via intra-
peritoneal. Estos animales fueron utilizados entre 10 y
15 dias después de la operacidn.

Muestras de sangre venosa:

Se utilizaron, segin los objetivos extracciones
de sangre venosa con el animal anestesiado o despierto.
En el primer caso la puncidén venosa se hizo mediante una
jeringa de 1 ml.; se tomd una muestra basal de 0,8 ml.
y muestras a los tiempos que haya requerido el modelo ex-
perimental. En este caso, la anestesia se realizdé con N-
embutal en la misma dosis y via anteriormente descriptas.
En el segundo caso se utilizd un cateter intra-
vascular. Este fue implantado 3 dias antes del experimento
en animales adultos anestesiados con N-embutal. Se utilizéd
una canula de Silastic (Dow Corning) de 0,05 y 0,09 cm.
de diédmetro interior y exterior respectivamente, la que
fue introducida por la vena yugular hasta la auricula de-
recha. Una vez alli, se la fijé al misculo pectoral mediante
una lamina de tefldén, sacAndose el otro extremo de la ca-
nula por una contraabertura en el dorso del animal. En
el momento del experimento, y libre el animal de todo a-
nestésico o farmaco, se conectd este extremo con la aguja
de una jeringa; pudiéndo obtener muestras de 0,6 ml. de
sangre auricular o inyectar soluciones por via general

sin que, aparentemente, el animal despierto evidencie cam-
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bios conductuales por el procedimiento (122).

Toda vez que las muestras sanguineas no fueron
tomadas por los dos métodos anteriores éstas se realiza-
ron tomando sangre troncal por decapitacién del animal.

Luego de tomada cualquier muestra sanginea se
las mantuvo a 4 2C hasta la total retraccidn del coégulo.
El suero se separd por centrifugacibén manteniéndoselo- a
-20 °C hasta las cuantificaciones hormonales radioinmuno-

légicas.

ii. Cirupia estereotdxica:

Lesidén electrolitica de la eminencia media:

Utilizando electrodos de nicrome de 0,8 mm. de
didmetro convenientemente aislados con barniz de secado
rdpido se realizd la destruccidén del &rea hipotalamica
hipofisotropa, que incluye, entre otras estructuras a la
eminencia media del tuber cinereum. Para ello se utilizé
una corriente anbédica de 3 mA. durante 20 segundos. En
todos los casos las lesiones fueron bilaterales siguien-
do las siguientes coordenadas y tomando como base el atlas
estereotdxico de Thompson (123); se colocd la linea que
pasa por debajo de los incisivos del animal 7 mm. debajo
de la linea interauricular. Luego de colocar al animal,
convenientemente anestesiado en el aparato estereotéxico
(David Kpoff, para pequeiios animales), se procedid a la
perforacién del craneo 3,9 mm. delante del lambda (inter-
seccibén entre los parietales y el occipital), una vez alli
se bajd el electrodo hasta tocar la base del crédneo y de
alli se lo subidé 0,3 mm. y 0,5 mm. lateralmente a cada

lado de la linea media. El cdtodo fue una aguja colocada
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subcutdneamente en un muslo del animal. Los animales control
fueron igualmente tratados excepto que no se pasd corriente
por el electrodo y éste se volvid a subir. Estos animales
fueron utilizados experimentalmente 10 dias después de
realizada la operacién. Figura N2 5 y fotografia correspon-
diente.

Lesién electrolitica de los nicleos dorsomediano

hipotalamicos:

Este tipo de lesidén electrolitica consta fundamen-
talemente de los mismos pasos descriptos anteriormente,
salvo que debe realizarse con extremo cuidado debido a
que es muy pequeiia el Area a lesionar. Se realizd con elec-
trodos construidos con alfileres entomolbgicos de acero
inoxidable de 0,35 mm. de didmetro convenientémente ais-
lados, excepto en la punta, con barniz de secado rapido.
Luego de anestesiado el animal y colocado en el aparato
estereotaxico se bajd el electrodo de la siguiente manera:
3,7 mm. delante de lambda; 6,7 mm. debajo de la duramadre
y 0,4 mm. a cada lado de la linea media (demarcada por
el seno venoso). En este caso se realizbé un pasaje de co-
rriente de 1 mA. durante 15 segundos. En los animales con
operacidn ficticia (SHAM) se ubicbd el electrodo en el mis-
mo lugar que en los animales lesionados (LDM) pero no se
realizé pasaje de corriente alguno. Los animales control
(CON) sblo fueron colocados en el aparato estereotdxico
y sufrieron sbélamente la perforacién del craneo. Figura
N2 6 y fotografias correspondientes.

Desaferentaciédn total del hipotdlamo medio basal:

Este tipo de operacién se realizd en animales

adultos con el auxilio de un cuchillsc de Hidlasz modifica-
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do (124) con un radio de 2 mm. y una altura de 2 mm. Los
animales fueron colocados en el aparato estereotaxico de

la misma forma que en las operaciones detalladas anterior-
mente. El cuchillo fue bajado en la linea media 1,3 mm.
detrds del bregma (punto interseccién entre los dos parie-
tales y los dos frontales) con la punta del mismo hacia
adelante. El1 seno venoso fue roto en cada caso con la baja-
da del cuchillo. Una vez que se alcanzaba la base del créa-
neo se rotd el cuchillo 90?2 en el sentido de las agujas

del reloj, se lo desplazé 1,2 mm. caudalmente, vuelto a
rotar 1802 en el mismo sentido, desplazado 1,2 mm. rostral-
mente y girado 90?2 hasta llegar al punto de partida. En

los animales con operacidn ficticia (SHAM) se bajdé el cu-
chillo hasta la base del crédneo como en los animales desa-
ferentados (DHT) y luego subido sin provocar ningin tipo

de rotacidén. Los animales control (CON) sufrieron séla-
mente la perforacién del créneo sin bajar el cuchillo.
Todos los animales fueron utilizados experimentalmente

10 dias después de realizada la operacidn. Figuras N2 7,

8, 9, 10 y fotografias correspondientes.

Luego de realizar cualquier tipo de operaciédn
estereotaxica y luego de efectuado el experimento corres-
pondiente se extrajo el cerebro de cada animal utilizado,
se lo incluybé en parafina y se realizaron cortes seriados
de 15 micrones cada uno en la zona de interés. Estos cor-
tes fueron luego tefiidos con Violeta de Cresilo 0,1 7 di-
suelto en buffer acetato 0,1 M pH 4 (125). Una vez tefi-
dos fueron observados al microscopio 4ptico realizando
la comparacidn con respecto al atlas de Konning y Kipple

(126). Sblo aquellos animales que presentaban la lesidn
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que se buscaba conseguir fueron utilizados experimentalmente
siendo descartados aquellos datos provenientes de animales

mal lesionados.

c. Animales tratados neonatalmente con Monosodio Glu-

tamato:

El tratamiento durante los 10 primeros dias de
vida con Monosodio Glutamato (MSG) en altas concentraciones
produce una degeneracidén de las neuronas de la retina vy
del nlGcleo arcuato del hipotdlamo (127,128). Dosis efecti-
vas producen aproximadamente de un 80-90 7 de pérdida de
las neuronas del nlicleo arcuato dejando aparentemente in-
tactos, los axones que pasan por la misma zona, asi como
también a las células gliales (127,128,129,130,131). Es
importante recalcar que el nGcleo hipotaldmico més cerca-
no, el nGcleo ventromediano (NVM) se encuentra intacto
en este tipo de animales (132). Por lo tanto, estos efec-
tos selectivos del MSG son importantes para utilizarlos
como herramientas en el estudio de las funciones del nicleo
arcuato en cuanto a la regulacién neuroendbécrina. Figura
N2 11 y fotografias correspondientes.

Como se observa en las tablas de datos obtenidos
en el laboratorio; los animales que fueron tratados con
MSG durante el periodo neonatal presentan diversas anoma-
lias, entre ellas: menor peso corporal (Tabla N2 1), en
las hembras los ovarios son mAs pequefios (Tabla N2 2),
asi como los testiculos en los machos (Tabla N2 3), y en
ambos sexos el indice de Lee se encuentra incrementado
con respecto a los animales control (Tabla N2 4). Son

obesas, deformes y presentan ademids, en algunos casos auto-
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mutilacién de la cola (132,133).

En términos del control neuroendbcrino, la biblio-
grafia también indica que el tratamiento neonatal con MSG
causa hipopituitarismo e hipogonadismo en animales adultos
y una importante pérdida de la ciclicidad ovarica regular.
Sin embargo, los niveles basales de gonadotrofinas no se
encuentran significativamente reducidos (130), asi como
tampoco la concentraciédn de LHRH en la eminencia media
(134).

Los animales lesionados se obtuvieron de la si-
guiente manera: una vez prefiadas la hembras éstas fueron
mantenidas en cajas individuales, hasta que se produjo
el alumbramiento; de alli en adelante las crias fueron
inyectadas los dias 2, 4, 6, 8 y 10 de vida con una solu-
cién de MSG, 4 mg/g. de peso corporal por via subcutanea,
recibiendo los animales control una solucibén isocosmética
de Cl1 Na 10 7. Las crias fueron destetadas a los 22 dias
de vida y los sexos separados manteniéndose a los animales
en las condiciones anteriormente descriptas. Estos fueron
utilizados experimentalmente a proximadamente a los tres

meses de vida.

d. Estudios "in vitro":

Se realizaron incubaciones "in vitro" de hemi-
pituitarias de la siguiente manera: a la mafiana del expe-
rimento los animales a utilizar fueron decapitados y las
hipéfisis anteriores extraidas, las que se dividieron en
dos mediante un corte anteroposterior, utilizdndose una
mitad como control y la otra como experimental. Luego de

pesadas, se preincubd 1 hora a 37 2C en Krebs Ringer Fos-
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fato Dextrosa con agitacidn constante bajo atmbésfera compues-
ta por 95 7 02 y 5 7% C02; luego de esta preincubacidn se
descartd el sobrenadante y se lavd con 1 ml. del mismo
buffer, para realizar luego una incubacidén de 4 horas en

2 ml. de Krebs Ringer Fosfato Dextrosa en las mismas con-
diciones anteriores con o sin droga (control). Se realizé
ademas una incubacidén con el buffer mids dopamina con una
dilucidén final del neurotransmisor de 10_6M, como control
del método. Al término de las 4 horas se sacd el sobrena-
dante y se guarddé a -20 2C hasta la medicibén radioinmunold-
gica de las hormonas. Los resultados se expresan entonces
en nanogramos de prolactina por miligramo de tejido hipo-

fisario por mililitro de medio de incubacién.

3. Procedimientos fisioldgicos:

a. Condiciones basales:

Se tombé especial cuidado en evitar los estimulos
inespecificos que pudieran modificar la secrecidén de pro-
lactina. La temperatura ambiente en el momento del experi-
mento fue de 22 a 24 9C; se evitaron ruidos y olores que
pudieran desencadenar el stress. El1 manipuleo de los anima-
les se hizo con extrema suavidad pero lo mAs répidamente
posible. Las decapitaciones se realizaron en horarios fijos
para evitar fluctuaciones circadianas en la secrecidn de
las hormonas y fueron hechas en menos de 30 segundos.

b. Stress experimental:

Stress por inmovilizacidn:

Una vez inyectados, y esperado el tiempo necesa-
rio para la accibén de la droga utilizada en cada caso,

los animales fueron puestos en jaulas de inmovilizacién
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especialmente disefiadas con alambre tejido; luego de 10
minutos fueron sacados de estas jaulas y decapitados
(135). En el caso de los animales prepiiberes fueron cons-
truidas cajitas de inmovilizacién plésticas de forma ci-
lindrica con un largo aproximado de 10 cm. y un didmetro
de 5 cm..

Stress por éter:

En este modelo, los animales, una vez pesados
fueron inyectados con la droga a utilizar y, esperado el
tiempo necesario fueron expuestos a vapores de éter duran-
te 15 minutos; tiempo al cabo del cual fueron decapitados
y recogida la sangre troncal. Otro grupo de ratas fue in-
yectada con la droga o con el solvente y dejada en jaulas
individuales durante la suma de tiempo entre la inyeccién
de la droga y la exposicidn al stress, sirviendo como ni-
vel basal (136).

Stress por natacidn:

En esta serie de experimentos los animales, luego
de la inyeccidn de la droga o del solvente, y esperado
el tiempo necesario para la accibén de la misma fueron pues-
tos en un bafio de agua. La temperatura de la misma era
de 22 * 1 2C y los animales fueron dejados con la libertad
de nadar durante 5 minutos; tiempo al cabo del cual fueron
decapitados.

Stress por frio:

Luego de inyectada la droga y de esperado el
tiempo necesario, los animales fueron transferidos a un
cuarto frio (con una temperatura de 4 * 1 2C) donde fueron
dejados durante 10 minutos. Otro grupo de animales fue

inyectado con el solvente y dejado bajo una temperatura
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de 22 * 1 2C hasta el momento de la decapitacién.

4, Tratamientos farmacoldgicos:

a. Drogas gabaérgicas:
-Baclofen. Agonista GABA-B (Lioresal, CIBA): fue

disuelto en solucibén salina y llevado a pH &cido

por el agregado de Cl1 H, luego de solubilizada

la droga se llevd la solucibén a pH neutro. Se
administrd siempre por via intraperitoneal 60
minutos antes del tratamiento experimental en una
dosis de 10 mg/kg.

En el caso de las incubaciones "in vitro" se disol-
vid en Krebs Ringer Fosfato Dextrosa hasta una dilu-
4y 107% u.

-Acido Aminooxiacético. Inhibidor de la GABA-transa-

cibén final de 10~

minasa (AOAA, Sigma): fue disuelto en solucidn
salina. Se administrd por via intraperitoneal 90
minutos antes del tratamiento experimental en una

dosis de 10 ng/kg.

b. Drogas histaminérgicas:

-Cimetidina. Antagonista de los receptores H2 (Taga-
met, Smith, Kline & French): fue disuelta en solu-
cibén salina e inyectada intraperitonealmente en
una dosis de 60 mg/kg. siendo los animales decapi-
tados a los 15 minutos de administrada la droga.

En el caso de los animales pretratados con MSG
las muestras de sangre fueron tomadas por la vena

yugular extcrna inmediatamente antes de la invec-
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cién de cimetidina, 15 y 45 minutos después.

En machos adultos castrados 10 dias antes del experi-
mento se inyectd (48 horas antes del mismo) propiona-
to de testosterona (100 ug/l100 g. de peso corporal)

o aceite de maiz como control; para, el dia del expe-
rimento proceder a la inyeccidn de cimetidina como

se explicara anteriormente.

c. Drogas serotoninérgicas:

-Serotonina (Serotonina-cretinina sulfato, Fluka, AG
Buchs y Sigma): fue disuelta en solucidén salina 6,4
mg/kg luego de la administracidén de naloxona. En el
caso de los animales prepiberes fue inyectada por
via intraperitoneal en una dosis de 10 mg/kg.

En otra serie experimental, como es el caso de los
animales pretratados con MSG fue administrada por

via intraperitoneal en una dosis de 5 mg/kg.

~Metisergida. Antagonista serotoninérgico 82 (Sandoz):
fue disuelta en solucidén salina e inyectada intrape-
ritonealmente 50 minutos antes de la administracién

de cimetidina en una dosis de 2,5 mg/kg (base libre).

-Ketanserina. Antagonista serotoninérgico 82 (Janssen):
fue disuelto en solucidén acuosa e inyectado 30 minutos
antes de la inyeccidn de cimetidina por via intraperi-

toneal en una dosis de 5 mg/kg.

d. Drogas dopaminérgicas:

-Haloperidol. Antagonista dopaminérgico (Halopidol,

Janssen); fue disuelto en soluciédn salina y administra-

do por via intraperitoneal en dosis de 0,1; 0,25;
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y 1 mg/kg. Los animales fueron decapitados 45 minu-

tos después de inyectada la droga.

e, Otras drogas:

-Naloxona. Antagonista opidceo (Endo): fue disuelta
en solucidén salina e inyectada mediante la cénula
de Silastic 5 minutos antes del tratamiento con
las drogas a estudiar en una dosis de 0,8 mg/kg
en 0,2 ml. de solucibén. En el caso de los anima-
les prepliberes esta droga fue administrada intra-
peritonealmente en una dosis de 5 mg/kg en 0,2
ml. de solucidn.

-Melatonina. (Sigma): fue disuelta en 12,5 % de
etanol e inyectada por la cdnula de Silastic en
una dosis de 4 mg/kg. Las muestras fueron tomadas
a los 15 y 45 minutos.

-AVT. (Bachem, Torrance): fue disuelta en Ringer-
lactato en solucibén salina en una dosis de 20 ug/kg.
Las muestras fueron tomadas a los 15 y 45 minutos.

-Alfa Metil para Tirosina (alfa MPT). Inhibidor

de la enzima Tirosina hidroxilasa. (Alfa Metil

para Tirosina Metil ester, Sigma): fue inyectada
en suspensibén en solucidén salina en una dosis de
250 mg/kg. 16 horas antes de iniciado el experimen-

to.

S. Determinaciones bioquimicas:

Se utilizbé el radioinmunoanédlisis por doble anti-
cuerpo-(13%)

Prolactina: Esta hormona se cuantificd utilizando el juego
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de reactivos provistos por NIAMDD, Instituto de la Salud,
Estados Unidos. Para la marcacidén se utilizd prolactina

de rata purificada (NIAMDD r-PRL-I-5), 5 microgramos, con
una actividad bioldégica de 30 UI/mg por el andlisis del
buche de paloma y contaminacidén minima con somatotrofina

y tirotrofina. Esta hormona liofilizada se disolvid en

una solucibn de CO3HNa ),01 M hasta una concentracién fi-
nal de 200 ug/ml. La marcacién se efectud en tubos de vidrio
1251 (New England Nuclear) libre

de portador y apto para marcar proteinas. Las soluciones

y bajo campana utilizando

utilizadas fueron: buffer fosfato 0,5 M pH 7,5; buffer
fosfato 0,05 M pH 7,5; buffer fosfato compuesto por buffer
fosfato 0,01 M, ClNa 0,15 M y Mertiolate 0,01 7Z pH final
7,4; solucidn de transferencia 100 mg de IK, 0,8 g de saca-
rosa y H20 en cantidad sufieciente para 10 ml; solucidn
de Cloramina-T 10 mg/10 ml de buffer fosfato 0,05 M prepa-
rada inmediatamente antes de su uso; solucidén de metabisul-
fito de sodio 25 mg en 10 ml de buffer fosfato 0,05 M.

La columna de cromatografia usada para la sepa-
1251 1ibre
fue una columna de Biogel P60, 100-200 mesh, en buffer

racién de la hormona que resultd marcada del

fosfato 0,05 M. Habiéndose saturado previamente los sitios
activos de la columna mediante el pasaje de 2 6 3 ml de
buffer fosfosalino con EDTA 0,05 M y 2 7% de seroalblimina
bovina.

El procedimiento de marcacidén realizado fue el
siguiente: a la hormona disuelta en la solucidn de CO3HNa
se le afnadieron 25 microlitros de buffer fosfato 0,5 M

125

y luego de 0,5 a 1 mCi de I. La oxidacidén se efectud

con 10 microlitros de Cloramina-T, bajo agitacidn suave
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durante 60 segundos; la reaccién fue detenida con el agre-
gado de 25 microlitros de metabisulfito de sodio; se agre-
garon luego 100 microlitros de solucibén de transferencia

y el contenido del tubo de marcacibén fue pasado a la colum-
na de separacidén. E1 buffer de corrida fue buffer fosfato
0,05 M y se recogieron aproximadamente 500 microlitros

de eluido por tubo, que se leyeron en un contador gama

con baja tensidén de fotomultiplicador. Con estas columnas
se obtenia una buena separacidén del pico de la hormona
marcada del 1251 libre. Los mejores tubos de la marcaciédn
fueron congelados para el posterior dosaje de actividad
radioinmunolégica.

El antisuero contra prolactina de rata fue ob-
tenido en conejos (NIAMDD anti rat prolactin 4-7), se di-
luyé en buffer fosfosalino, EDTA 0,05 M con 2 % de suero
normal de conejo, pH 7,4 en una concentracidén previamente
establecida como 6ptima para el trabajo (entre 1:1500 y
1:2000). E1 standard de referencia fue prolactina de rata
NIAMDD rat P2, con una actividad biolégica de 30 UI/ml
seglin la prueba del deciduoma de ratén. Los patrones de
0,0396 a 10 ng por tubo se prepararon en buffer fosfosalino
con 1 7 de albimina de huevo. La separacidén del complejo
se raliz6 usando anticuerpo ovino contra gama globulina
de conejo a diluciones de trabajo previamente establecidas
(entre 1:30 y 1:40).

El1 protocolo de trabajo seguido fue el siguiente:
el primer dia se agregd el primer anticuerpo a los sueros
preparados, asi se los dejaba incubando durante 24 horas
a 4 2C tiempo a partir del cual se agregd la hormona mar-

cada (aproximadamente 20.000 cpm por tubo), el tercer dia
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se agregd el segundo anticuerpo y luego de 48 horas a 4 2C
se realizaba la separacidén de la hormona libre a la unida
por centrifugacién a 3500 rpm durante 25 minutos a 4 2C.

El sobrenadante era descartado por aspiracibén y se procedia
a la lectura de radioactividad del precipitado en un conta-
dor gama.

Hormona Luteinizante (LH): Bisicamente el ensayo y los

bufferes utilizados para la medicién de esta hormona fueron
los mismos que para el dosaje de prolactina, aunque con
algunas modificaciones. Se utilizbé el método heterdlogo
desarrollado por Niswender y colaboradores (138). La hor-
mona trazadora fue, en este caso, LH purificada, aislada

de glandulas ovinas por Reichert y colaboradores. E1 primer
antisuero utilizado fue el obtenido por Niswender inmunizan-
do conejos con LH ovina emulsionada con adyuvante de Freund
completo. Dicho antisuero reacciona no sélo con la LH ovi-
na sino también con la de muchas otras especies incluyendo
la de rata y la del mono. Se utilizaron diluciones de 1:
20.000 y de 1:25.000. La preparacibén de referencia utilizada
fue LH purificada de hipbéfisis de rata (NIAMDD rat LH RP1)
con una potencia de 0,03 X NIH-LH-S1 con minimos contaminan-
tes de FSH y TSH. La curva patrdn se extendia de 7,8 a

100 ng por tubo.

Tirotrofina (TSH): También, en este caso el esquema patrén

para marcacibén y protocolo es similar al usado para prolac-
tina con las siguientes variantes: la hormona trazadora

fue TSH de rata NIAMDD-rat-TSH-I-4. El1 primer antisuero

fue obtenido en conejos contra TSH de rata (anti rat-TSH-
S-5) siendo la dilucidbén de trabajo de 1:7.000 a 1:9.000.

El standard de referencia fue TSH purificado de rata (Rat

42—



TSH RP1) y la curva patrbén se extendia de 3,9 a 1.000

ng por tubo.

6. Cidlculos estadisticos:

Para realizar las determinaciones estadisticas
se utilizaron los siguientes test:

-Test de Student apareado: en el caso de las incubacio-
nes "in vitro". Aceptdndose como significativo un nivel
de significacién de 0,05 (p ¢ 0,05).

-Test de Student: en el caso de querer realizar compara-
ciones de dos muestras con distintos tratamientos. Acep-
tidndose como significativo un nivel de significacién
de 0,05 (p(0,05).

-Andlisis de la varianza de un factor: en los casos en
que comparamos mas de dos tratamientos. Si el nivel de
significacién del Test fuera mayor o igual que 0,05
se realizaba entonces el Test de Scheffeé para ver que
muestras eran estadisticamente diferentes; sdlo acep-
tdndose como significativas aquéllas cuyo nivel de sig-

nificacidén global fuera mayor o igual a 0,05 (139).
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Figura N2 5: Esquema de la lesién de eminencia media con
la fotografia correspondiente.
na: nlicleo arcuato; nvm: nQlcleo ventro media-
no; F: fornix; ndm: ndcleo dorso mediano;
hmt: haz mamilotaléamico.
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Figura N? 6: Esquemas y fotografias del desarrollo antero-

posterior de la lesidén electrolitica del nlcleo
dorso mediano hipotalémico.

npv: nicleo periventricular; F: fornix; nvm:
nicleo ventromediano; na: nicleo arcuato;

hmt: haz mamilo taldmico; npvm: nlicleo prema-
milar ventral. :
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Esquema del cuchillo utilizado en las desafe-
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rentaciones totales del hipotdlamo medio basal.
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Figura N? 8:

Esquema y fotografia correspondiente de la
desaferentacidén total del hipotadlamo medio
basal.

hmt: haz mamilo taldmico; ndm: nlcleo dorso
mediano; npf: nlicleo perifornical; F: fornix;
nvm: ncleo ventromediano; na: nlcleo arcuato;
hca: haz del cerebro anterior.

Esquema extractado de Brownstein et al. Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 72 (10): 4177, 1975.
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Figura N2 9:

Esquema representativo de un corte sagital
de la desaferentacidén total del hipotalamo
medio basal.

F: fornix; ca: comisura anterior; npom: ni-
cleo prebptico medial; nsq: nlcleo supra-

quiasmatico; nha:

niicleo hipotalédmico ante-

10T

npv:

nicleo para ventricular;

na:

cleo arcuato;

nvms:

nicleo ventromediano;

’
nu-

ndm: nlcleo dorsomediano;

niicleo perifornical;

nhp:

niicleo hipotaldmico posterior;

npmd :

nicleo permamilar dorsal;
lares; p: pituitaria.

Esquema estractado de Brownstein et al.
Nat. Acad. Sci. USA 72 (10): 4177,
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Figura N® 10:

NA

Esquema de la vista basal de la desaferentacién.

qo: quiasma 6ptico; nsq: nidcleo supraquiasma-
tico; IIIV: tercer ventriculo; nvm: nlcleo
ventromediano; na: nlcleo arcuato.
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Figura N2 11:

Esquema y fotografias correspondientes a
dos animales control (izquierda) y trata-
do neonatalmente con MSG (derecha).

nvm: nlcleo ventromediano; na: nicleo arcua-
to. '
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IV. Resultados experimentales:

1. Acido gama aminobutirico:
A. Baclofen

a. Introduccidn:

Trabajos previos realizados en nuestro laborato-
rio (140) utilizando el modelo del stress experimental
por inmovilizacién para producir hiperprolactinemia, demos-
traron que la administracién por via general de &4cido amino-
oxiacético (AOAA), un inhibidor de la enzima GABA-transami-
nasa con el consiguiente aumento de los niveles endbgenos
del neurotransmisor, producia un bloqueo total del pico
de prolactina evocado por el stress. Ademids, como se ha
explicado anteriormente existen dos tipos de receptores
para el GABA, los GABA-A (sensibles a la bicuculina) y
los GABA-B (insensibles a la misma). Por consiguiente,
cormo toda la bibliografia concerniente al tema enfoca el
problema desde una Optica farmacolbégica relacionada con
la manipulacidén de los receptores GABA sin distinguir entre
ambos receptores o utilizando agentes que act@an sobre
los receptores GABA-A, fue nuestro objeto enfocar nuestro
trabajo con armas farmacoldgicas que actlen sobre los re-
ceptores GABA-B para estudiar su posible relacidn con res-
pecto a la secrecibén de prolactina. Fue entonces que comen-
zamos a estudiar el efecto del baclofen [Beta-(4-chloro-
phenyl)GABA] sobre la secrecidn de prolactina bajo diversas

circunstancias experimentales.

B. Resultados:
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i. Stress experimental:

Como era previsible, el stress por inmoviliza-
cidén produjo una marcada elevacidén de los niveles séricos
de prolactina en machos adultos inyectados con solucidn
salina; esta elevacidén fue de aproximadamente 20 veces
en comparacibén con los niveles basales. La administracién
de baclofen suprimid parcialmente el pico de prolactina
debido a'la inmovilizacidén observandose un incremento de
5 veces con respecto a los valores basales, pero signifi-
cativamente menor que los niveles séricos de prolactina
de los animales stresados e inyectados con solucidn sa-
lina. Figura N¢ 12.

También, machos adultos sometidos a stress por
éter mostraron un incremento en la secrecidn de prolactina;
dicho incremento era de aproximadamente 4 a 5 veces con
relacibén a los animales inyectados con solucién salina
sin stress. E1 pretratamiento con baclofen bloqued sig-
nificativamente la elevacibén hormonal debida al stress.
La droga, por otra parte no cambié los valores hormonales
en ninguna de las dos condiciones basales. Figura N2 12.

La natacidén, por otra parte, produce una eleva-
cibén significativa de los niveles basales de prolactina.
Luego de 5 minutos de natacibén los titulos hormonales se
elevaron de 8 *+ 2 ng/ml en la condicién basal a 138 * 8
ng/ml en los animales pretratados con soluciébn salina.
Sin embargo, en los animales pretratados con baclofen,
luego de la natacidén, los valores eran de 56 * 10 ng/ml.
Figura N2 13.

Finalmente, el stress por frio fue seguido por
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un incremento pequefio ( 2 veces) pero significativo en
la secrecidén de prolactina, y el pretratamiento con ba-
clofen bloqued completamente este pico hormonal. Figura
Ne 13.

ii. Nivel de hormonas sexuales y efecto del baclofen:

Otros estudios se realizaron utilizando nueva-
mente el modelo de stress esperimental por inmovilizacidn
realizado esta vez en machos adultos gonadectomizados y
en machos prepuberales enteros. Este procedimiento causd,
en todos los casos incrementos significativos en la libe-
racibén de prolactina, y el pretratamiento con baclofen
redujo estos niveles en las dos circunstancias mencionadas.
Figura N2 14,

Experimentos similares fueron realizados en hem-
bras adultas ovariectomizadas crébénicamente y en hembras
prepiberes enteras obteniéndose un bloqueo similar al ante-
rior. Figura N2 15.

iii. Lesidén de eminencia media:

Para ahondar aln mis en el mecanismo intimo por
el cual la administracibén de baclofen logra disminuir los
niveles elevados de prolactina, realizamos estudios utili-
zando animales con destruccidén electrolitica de la eminen-
cia media. Este modelo implica una hipéfisis hipersecretan-
te de prolactina debido a la supresibédn del tono inhioitorio
ejercido por el hipoté&lamo.

Como era de esperar, la lesidn electrolitica
de la eminencia media eleva fuertemente los niveles basales
de prolactina en animales macho adultos enteros. Sin embar-
go, el pretratamiento con baclofen no alterd los niveles

hormonales cuando se los compard con animales lesionados
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pretratados con solucidén salina. La administracién de
baclofen, no alterd tampoco los niveles basales en ani-
males con operacidén simulada. Figura N2 16.

iv, Pretratamiento con alfa-metil para tirosina:

Otro modelo hiperprolactinémico que realizamos
fue el pretratamiento con alfa-metil para tirosina, 16
horas antes de la realizacibén del experimento, en una
dosis de 250 mg/kg por via intraperitoneal. Esta droga
es un inhibidor de la enzima tirosina hidroxilasa y por
consiguiente, en la dosis utilizada bloquea la sintesis
de catecolaminas. Debido a esto, y a la caida en la con-
centracién de dopamina que se produce en la eminencia
media es que tenemos una hipéfisis hipersecretante de pro-
lactina.

En este modelo, el baclofen no modificd los ni-
veles elevados de prolactina sérica en los animales pretra-
tados con alfa-metil para tirosina (alfaMPT: 112,1 * 22
ng/ml vs. alfaMPT-BAC: 84,4 % 13,2 ng/ml.); asi como tampo-
co modificé los niveles basales (SAL-SAL: 19,8 * 4,5 ng/ml
vs. SAL-BAC: 20,9 * 7,8 ng/ml.). Figura N¢ 17.

v. Incubaciones "in vitro":

Las incubaciones de hemipituitarias "in vitro"
son otro modelo que implica hipbéfisis hipersecretantes
de prolactina debido a 1la falta de control neural. En este
modelo, el agregado de baclofen en concentraciones de 10—4
como de 10—6M no alteraron la hipersecrecién prolactinica
por parte de las hemigldndulas. En este estudio se realizb
una incubacidn con dopamina 10_6M como control del sistema
observandose un descenso significativo de la prolactina

liberada al medio de incubacién. Figura N¢ 18.
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vi. Haloperidol y Baclofen:

Dosis bajas de haloperidol fueron ensayadas en
animales macho enteros (0,1 y 0,25 mg/kg). En ambos casos
se produjo una elevacibén significativa de los niveles
séricos hormonales con respecto a los niveles basales en
animales pretratados con solucidn salina. La administracién
de baclofen, en la misma dosis y via que en experimentos
anteriores no modificé la liberacién de prolactina evocada
por ambas dosis de haloperidol. Tampoco alterd los niveles
basales. Figura N2 19,

vii. Alfa-metil para tirosina, baclofen y serotonina:

En este caso trabajamos con la administracién
de serotonina, indol de conocida accidn liberadora de pro-
lactina. En el caso de animales pretratados con solucién
salina, la administracién de serotonina (5 mg/kg) por via
intraperitoneal provocd una elevacidén significativa de
los niveles hormonales con respecto a la situacidn basal.
El pretratamiento con baclofen bloqued completamente la
elevacidn provocada por serotonina. En este caso tampoco
el baclofen alterd los niveles basales.

En el caso de los animales pretratados con alfa-
metil para tirosina se observaron, como fuera descripto
en el item iv de esta misma seccidn, niveles basales sig-
nificativamente elevados con respecto a los animales con-
trol. En este caso se observd que la administracidén de
serotonina elevd los ya altos niveles basales de la hormona.
Aqui también, el pretratamiento con baclofen inhibié 1la
descarga de prolactina que sigue a la administracidn de
serotonina. El baclofen tampoco en este caso alterd los

titulos basales. Figura N¢ 20
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c. Discusiébn:

La primera parte de los resultados indican que
la inyecciédn de baclofen intraperitoneal puede bloquear
el aumento de prolactina sérica en una variedad de situa-
ciones experimentales en las cuales se utiliza el stress
como denominador comin. En machos adultos tanto el stress
por inmovilizacibén como el evocado por la natacidén hicieron
que el baclofen sbélo pudiera bloquear la hiperprolactinemia
en forma parcial; mientras que en el caso del stress pro-
vocado por éter o por frio, el bloqueo fue completo. Esta
diferencia en cuanto a la totalidad o a la parcialidad
del bloqueo podria ser debida al hecho de que, en nuestros
modelos experimentales tanto la inmovilizacibén como la
natacién son estimulos mis poderosos para la liberacién
de prolactina que el stress por frio o por éter. Este efec-
to bloqueante de la liberacidén de prolactina del baclofen
fue también observado en machos prepiberes, en machos adul-
tos orquidectomizados crébénicamente, en hembras preplberes
y en hembras adultas ovariectomizadas crbénicamente todos
sometidos a stress por inmovilizacibén. Esto sugeriria que
la accibén del baclofen seria relativamente independiente
del status hormonal caracteristico de la hembra y el macho
prepiber y adulto. También la accidén del baclofen es efecti-
va tanto cuando el misculo se encuentra relajado (éter)
como cuando no lo estad (inmovilizacidn, frio, natacidn);
es también interesante hacer notar que bajo la misma condi-
cibén experimental (stress por inmovilizacidén) las ratas
macho liberan més prolactina que las ratas hembra, fenéme-

no que en estos momentos se encuentra en estudio en nuestro
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laboratorio.

El baclofen reduce leve pero no significativamen-
te la prolactinemia basal. Estas observaciones ya fueron
realizadas en estudios previos hechos en ratas (l41) y
en humanos (l142) y ademds sugieren que el baclofen inhibe
la liberacibén de prolactina mds efectivamente cuando esta
hormona se encuentra dindmicamente estimulada como en el
presente estudio. Acorde con estos resultados y tomando
en cuenta la literatura (141,142,143), el efecto de los
paraclorofenil derivados del GABA es dependiente de 1la
situacidén experimental, hecho que también ha sido visto
previamente para el GABA mismo (140).

Por otra parte, la administracidn-de baclofen
a animales con lesidén electrolitica de la eminencia media
o con pretratamiento con alfa-metil para tirosina no modi-
fica los niveles elevados de prolactina debidos, en el
primer caso a la remocidén de la influencia hipotalémica,

y, en el segundo a la inhibicién de la influencia catecol-
aminérgica sobre la glandula hipofisaria. Mas aln, esta
secrecidén tampoco se modifica en los grupos control que
presentan los niveles basales de la hormona. Esta falta

de respuesta también fue vista en las incubaciones "in
vitro" de hemipituitarias.

E1l baclofen es una droga capaz de atravezar la
barrera hematoencefédlica; se han descripto receptores GABA-
B tanto en cerebro de mamiferos como en terminales periféri-
cos (144,145), Por consiguiente, ya que el baclofen es
activo como agonista de los receptores GABA-B y carece
de actividad sobre el receptor clasico GABA-A, es posible

postular que la droga estaria actuando sobre sitios insensi-

-67-



bles a la bicuculina inhibiendo la liberacidén de prolactina
durante el stress. En principio, pareceria no ser la adeno-
hipéfisis el sitio en donde actla este antagonista. Debido
a la falta de efecto en modelos tales como: lesibén de emi-
nencia media, pretratamiento con alfa-metil para tirosina

e incubaciones "in vitro"; quedando entonces sobre el sis-
tema nervioso central el sitio de accidn. Esta accibdn po-
dria ser entonces indirecta a través de la interaccidn

del baclofen con el sistema tuberoinfundibular dopaminérgico
(siendo la dopamina un conocido factor inhibitorio de la
secrecién de prolactina (18)); o también podria ser mediado
por la serotonina cerebral, indolamina de conocido efecto
prolactino liberador (146,147,148,149,150) o por otro PRF.

Los experimentos siguientes nos fueron indicando
que el baclofen actuaria sobre un sistema cerebral facilita-
dor de la secrecid6n de prolactina. Esta idea se fundamenta
en el hecho de que el baclofen inhibe la respuesta hiperpro-
lactinémica a la serotonina tanto en animales enteros como
en animales pretratados con alfa metil para tirosina. En
estos (ltimos como era de esperar observamos una clara
hiperprolactinemia basal; y la adminsitracién de serotonina
en estos animales eleva aln mds los niveles de prolactina
séricos, diendo este efecto bloqueado por la administracibn
de baclofen.

Podemos decir entonces que la activacibén de los
receptores GABA-B inhibibiria un sistema neuroldgico sero-
toninérgico facilitador de la secrecidén de prolactina.

Esta hipbétesis se basa en los siguientes hallazgos:
-La droga inhibe la liberacibén de prolactina en animales

stresados por distintos medios.
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-Su accibn es relativamente independiente del status hormo-
nal del animal.

-No actda cuando se destruye o inhibe el sistema inhibidor
dopaminérgico (pretratamiento con alfa-metil para tirosi-
na y administracién de dos dosis de haloperidol). Tampoco
lo hace directamente sobre la gladndula hipofisaria (lesidn
de eminencia media e incubaciones "in vitro" de hemipitui-
tarias).

-Contrarresta el efecto de la serotonina en animales control
y en animales pretratados con alfa-metil para tirosina,
Siendo clara esta inhibicidn teniendo farmacoldgicamente

inhibida la sintesis de catecolaminas.

-69-



130

Q

[Ya)
(0o}
T

PRL ng/ml
(0]
(8]
|

w
w
|

*
olm s el @Em o ls

SAL BAC SAL BAC SAL SAL BAC

Eter Inmov.
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1. Acido gama aminobutirico:

B. Acido aminooxiacético:

a. Introduccidn:

Como se dijera anteriormente, trabajos previos
realizados en nuestro laboratorio (140) utilizando el mode-
lo del stress experimental por inmovilizacidén demostraron
que la administracidon de Acido aminooxiacético por via
general (AOAA) producia un bloqueo total del pico de prolac-
tina evocado por el stress.

Por otra parte, es sabido que el GABA inhibe
la secrecidén de prolactina directamente sobre la glandula
hipéfisis (71,72) y probablemente el GABA que act(a sobre
la adenohip6fisis sea secretado a sangre portal por la
neuronas gabaérgicas localizadas en el nucleo arcuato (TI-
GABA) (70,75).

Utilizamos animales macho enteros controles y
tratados neonatalmente con MSG para ver la participaciédn
de las neuronas gabaérgicas localizadas en el nlcleo arcuato

sobre la secrecib6n de prolactina.
b. Resultados:

Para la realizacibén de este experimento repetimos
el esquema realizado por nuestro laboratorio anteriormente
(140) pero utilizando dos grupos experimentales; uno control
y el otro pretratado con MSG durante el periodo neonatal;

a su vez, estos dos grupos fueron divididos- en uno basal
y otro sometido a stress por inmovilizacibén siendo, por

otra parte tratados con solucidén salina o con AOAA 10 mg/kg
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por via general.

En este experimento vimos que el stress aumenta
fuertemente la liberacidén de prolactina en el grupo control;
la prolactinemia se eleva aproximadamente 16 veces sobre
los niveles basales. En los animales tratados con AOAA
también se observd liberacién de prolactina debida al stress
pero dicha elevacidén es significativamente menor con respec-
to a los animales tratados con solucidén salina (aproximada-
mente 9 veces). Sin embargo, en los animales pretratados
con MSG durante el periodo neonatal se observd lo siguiente:
la liberacidén de prolactina evocada por el stress fue signi-
ficativamente mayor que la observada en animales control
(aproximadamente 05 veces los niveles basales) y la adminis-
tracién de AOAA no alterb estos valores. Figura N° 21

No se observaron diferencias entre los niveles
basales en animales control, tratados con solucidén salina

o con AOAA asi como tampoco en el grupo tratado con MSG.

. .« 7
c. Discusiodn:

De acuerdo a los resultados mostrados se puede
ver que, como ya fuera descripto por nuestro laboratorio,
la administracién de AOAA por via general inhibe la libera-
cidén de prolactina sérica evocada por el stress por inmovi-
lizacibén, alin a la dosis de 10 mg/kg. No se vid efecto
alguno en los animales en estado basal.

Sin embargo, en el grupo tratado con MSG pueden
hacerse algunas consideraciones interesantes: en primer
lugar, la liberacidén de prolactina evocada por el stress

por inmovilizacidén es significativamente mayor en los
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animales MSG con respecto a los animales control; lo que
nos estaria hablando acerca de que los mecanismos liberado-
res de estos animales estdn muy sensibles (ver seccidn
serotonina y dopamina). Esto podria ser debido a la posi-
ble disrupcidn producida en las areas dopaminérgicas lo-
calizadas en el nicleo arcuato (129,133). Sin embargo,

la administraciéon de AOAA en este tipo de animales some-
tidos a stress experimental no produce inhibicidén de los
niveles séricos de prolactina como ocurre en los animales
control. Esto nos estaria diciendo que, el haz tuberoinfun-
dibular gabaérgico (TI-GABA) es el grupo neuronal responsa-
ble de la inhibicibén de prolactina directamente sobre la
hipbéfisis anterior liberando GABA a sangre portal; ya que
en este grupo posiblemente el AOAA no tenga accidn sobre

la secrecidn de prolactina debido al dafio producido en

el TI-GABA como fuera descripto anteriormente (53). Estos
datos agregarian entonces una evidencia mas acerca de la

participacidn del TI-GABA sobre la secrecidn de prolactina.
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2. Histamina:

a. Introduccibn:

Como ya se ha descripto en secciones anteriores
existen claras evidencias farmacolbégicas que relacionan
a la histamina con la secrecidén de prolactina (80,82).

En esta parte de nuestro trabajo experimental, el objetivo
fue explorar la posible interrelacibén entre el efecto pro-
lactino-liberador de la cimetidina (antagonista histaminér-
gico del tipo HZ) y un mecanismo de control intrahipotalé-
mico de la secrecidn de hormonas hipofisarias. El efecto
hiperprolactinémico de los antagonistas H2 fue primero
descripto en ratas utilizando metiamida (82) y luego con-
firmado en humanos utilizando cimetidina (151,152).

Hasta el momento ha sido sugerido que el mecanismo
prolactino-liberador de la cimetidina se encuentra localiza-
do primordialmente a nivel neural (153,154). Asumiendo
entonces la accibén a nivel central de la cimetidina, enca-
ramos el estudio enfocando el interés en técnicas‘que nos
permitieran una mejor localizacibén topografica de este

mecanismo.
b. Resultados:

i. Desaferentacidén total del hipotalamo medio basal:

En una primera aproximacidén experimental fue
ensayado el efecto prolactino liberador de la cimetidina
en ratas macho con desaferentacién total del hipotdlamo
medio basal (DTH). La inyeccidén de cimetidina muestra valo-

res de prolactina séricos aumentados de 5 a 6 veces los
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valores basales, en los tres grupos experimentales (CON,
SHAM,DHT). Sin embargo no se vieron alteraciones en los
niveles séricos de LH. Los niveles basales de prolactina
y LI eran iguales en todos los grupos experimentales.
Figura N2 22,

Por otra parte, en ratas DHT el pretratamiento
con metisergida suprimidé completamente el efecto que fuera
observado en animales pretratados con solucibén salina.
Estas misma drogas, en los tiempos, rutas y vias utillza-
dos no modificaban los niveles séricos de LH. Figura N°?
23.

Un efecto similar al obtenido con metisergida
fue visto recientemente utilizando el antagonista seroto-
ninérgico S2 ketanserina en animales con desaferentacidn
total del hipotidlamo medio basal. La ketanserina inhibe
la respuesta hiperprolactinémica a la ‘'cimetidina sin alte-
rar los niveles basales de la hormona, (Somoza,G.; Kertesz,
F.; Libertun,C. Trabajo cn realizacion).

ii. Animales pretratados con MSG:

En una segunda serie de experimentos, el efecto
prolactino liberador de la cimetidina fue estudiado en
machos que habia recibido tratamiento neonatal con MSG.

En estos animales los niveles séricos de prolactina y LH
fueron similares tanto en ratas control como en ratas tra-
tadas con MSG, ambos grupos bajo anestesia con N-embutal.
Sin embargo, incremento significativo en la prolactina
sérica fue observado a los 15 minutos en ratas control

y en ratas MSG inyectadas con cimetidina; estando, a los
45 minutos de administrada la droga, nuevamente en sus

niveles basales. La administracidén de solucidbén salina no
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modificd los niveles de prolactina en animales control

ni en aquellos sometidos a tratamiento neonatal con MSG.

Los niveles séricos de LH no se modificaron bajo ninguna

de estas circunstancias experimentales. Figura N? 24,
iii. Lesibén electrolitica del nicleo dorsomediano hi-

potalédmico:
La lesibén electrolitica del nicleo dorsomediano

hipotaldmico no provoca cambios en los niveles basales
de prolactina en los tres grupos experimentales (CON, SHAM,
LDM).

lLa administracidén de cimetidina produce una ele-
vacidén significativa de la prolactinemia sérica de aproxi-
madamente 4 veces sobre los valores basales tanto en animales
CON como en animales SHAM. Sin embargo, la administracién
de cimetidina produce en animales con lesidén del nlcleo
dorsomediano hipotaldmico un aumento de los niveles séricos
de prolactina de aproximadamente 7 veces con respecto a
los valores basales; que a su vez es significativamente
mayor que la observada tanto en animales control como en
aquellos con lesidén simulada. Por otra parte, tampoco se
observaron modificaciones en los niveles basales de LH
ni de TSH. Figura N2 25 y Tabla N2 5,

iv. Machos castrados y terapia de sustitucidn:

La administracién de cimetidina indujo liberacidn
de prolactina tanto en machos adultos enteros, castrados
crénicamente y orquidectomizados con pretratamiento con
testosterona. A los 15 minutos de la administracidn de
la droga hubo similar respuesta, un incremento aproximado
de 5 veces los niveles basales, en los tres grupos experi-

mentales. Figura N2 26.



c. Discusidn:

De acuerdo a estos datos y a resultados previa-
mente obtenidos en nuestro laboratorio, el mecanismo prolap—
tino liberador de la cimetidina se encontraria localizado
en el hipotdlamo y estid relacionado a un mecanismo sensiti-
vo a la metisergida y a la ketanserina; su accidén estaria
modulada por neuronas localizadas en el nicleo dorsomediano
hipotaldmico y seria relativamente independiente del status
androgénico en las ratas macho adultas.

Aunque se ha encontrado unibén especifica de 3H—
cimetidina en la hipéfisis anterior (155) y en tejido cere-
bral (156), no se ha visto un efecto directo de la droga
sobre los receptores HZ en el lactotropo con respecto a
la secrecibén de prolactina (153); por el contrario, la
mayor parte de las evidencias farmacoldbgicas indican un
sitio de accidén suprahipofisario (157); por consiguiente,

y tomando en cuenta los resultados aqui mostrados, esta
accibén podria estar circunscripta al &rea hipotalédmica.

La metisergida es un conocido bloqueante de los
receptores serotoninérgicos 82' el cual a pesar de no po-
seer especificidad absoluta (158,159) y tener accidn sobre
los receptores dopaminérgicos, no modificbé, en nuestro
esquema experimental los niveles basales de prolactina.

En trabajos previos se concluybé que circuitos serotoninér-

gicos estaban relacionados con el efecto prolactino libera-
dor de la cimetidina en una variedad de situaciones experi-
mentales en la rata (154).

Esta hipdtesis estaba basada en:
~-la similitud de la maduracidén ontogenética de los efectos

prolactino secretores de la cimetidina y de la serotonina
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tanto en el macho como en la hembra.

-en el efecto bloqueador de la metisergida.

-en el efecto bloqueador del tratamiento previo con para-
clorofenil alanina (PCPA), droga que reduce significativa-
mente la sintesis de serotonina.

Por otro lado, la desaferentacidén hipotaldmica
total es seguida por un claro decrecimiento del contenido
de serotonina y de la actividad de la triptofano hidroxila-
sa, aunque una fraccid6n importante de la indolamina y de
la actividad enzimatica sec mantiene en la seccidén aislada
(57). Reiientemente se ha demostrado también la existencia
de neuronas serotoninérgicas totalmente hipotalamicas (64,65,
161,162,163). Una situacib6n similar ocurre para la histamina
ya que la concentracibén de la misma se mantiene inalterada
luego de la desaferentacidén total del hipotédlamo; y neuro-
nas histaminérgicas se han descripto en el hipotadlamo de
rata (57,160,164). Por consiguiente, la isla hipotaléamica
es capaz de mantener los niveles basales de prolactina
y LH ya que los mismos se¢ encuentran inalterados en los
tres grupos experimentales (CON, SHAM, DIT); siendo ademés
operativa en cuanto a los mecanismos histaminérgicos vy
serotoninérgicos que controlan la secrecidén hipofisaria
de prolactina inducida por cimetidina.

A pesar de la destruccién de una fraccidén impor-
tante del nlicleo arcuato y otras estructuras neurales debido
al tratamiento neonatal con MSG (128,129,130,131,132,133,
165), la cimetidina evoca una marcada liberacidén de prolac-
tina a los 15 minutos de administrada la droga. En princi-
pio, este efecto sugeriria que las 4reas destruidas por

la accidén del neurotdxico no juegan un papel importante
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en este fendmeno. Aunque este experimento no es concluyen-
te en este respecto debido a que este tipo de animales
cuenta con el inconveniente que la lesidén neuroquimica

no puede "cuantificarse" en cuanto al porcentaje exacto

de neuronas en el nicleo arcuato remanentes luego del tra-
tamiento. Prueba de ello puede verse no s6lo en la biblio-
grafia (128,129,130,131,132,133,165) sino también en nues-
tra'propia experiencia de laboratorio ya que, en algunos
experimentos los niveles basales de prolactina en animales
lesionados con MSG estaban significativamente elevados
(debido a la destruccidn de neuronas dopaminérgicas perte-
necientes al area denominada como Al2) con respecto a los
animales control; mientras que en otros (como es el caso

de este experimento) no se observaron diferencias entre
ambos grupos experimentales., FEs entonces que debido a estas
consideraciones la falta de diferencias entre el grupo
control y el grupo lesionado con MSG debe tomarse sbélamente
como una aproximacidén experimental.

En cuanto a los animales con lesidn electrolitica
del ndcleo dorsomediano hipotaldmico (LDM) la administracién
de cimetidina provoca en éstos una elevacidén de los niveles
séricos de prolactina significativamente mayor que la provo-
cada en animales control y con operacidén simulada.

Trabajos previos ya han informado hiperrespuesta
en la secrecidén de prolactina en hembras ovariectomizadas
crébnicamente con lesidén electrolitica bilateral del nlcleo
dorsomediano hipotaldmico a la adminsitracién de poliestra-
diol fosfato (PEP) (166) e inclusive Flerko y Bardos (167)
en el afio 1966 mostraron que lesiones hipotalidmicas dorsales

al nlicleo paraventricular y al nlcleo dorsomediano (que
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incluian parte de éste) producian diestros prolongados 'y
deciduomas, siendo ambas respuestas indicativas de hiper-
secrecidén de prolactina; proponiendo una via inhibitoria
de la secrecién de prolactina desde esta &rea hipotalami-
ca hacia la hipb6fisis anterior.

Existen ademids evidencias experimentales que
apoyan el rol de la serotonina en la estimulacidn de la
secrecibén de prolactina inducida por estrbgenos (168,169,
170). De manera que, estos datos sumados a los obtenidos
por nuestros disefios expcrimentales serian evidencias que
existiria una "supersensibilidad" a mecanismos relacionados
con la liberacidén de prolactina a través de vias serotoni-
nérgicas; que podria ser el resultado de la destruccibn
de las neuronas serotoninérgicas existentes en el nicleo
dorsomediano hipotaldmico y la consecuente "supersensibili-
dad" por denervacién.

En este tipo de animales no encontramos diferen-
cias significativas en los niveles de LIl en ningln grupo
experimental, asi como tampoco diferencias en los niveles
de TSH. Este dato, por otra parte puede llamar la atencidn
ya que existen neuronas que secretan TRIl en este nilcleo
hipotalamico (22).

El hecho de que el incremento sea similar en
machos adultos enteros, castrados y castrados con adminis-
tracién de testosterona indican que los niveles de andré-
genos no estarian relacionados con la capacidad intrineeca
de la unidad hipotdlamo-hipofisaria para liberar prolactina
en respuesta a la cimetidina. Hecho importante debido a
que esta droga actia como antiandrbégeno ocupando sitios

receptores androgénicos (171,172,173).
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Luego de la observacidn original que metiamida
liberaba prolactina (82), una gran variedad y cantidad
de trabajos confirmaron este efecto en roedores y en huma-
nos, en la mayor parte de los casos utilizando cimetidina.
Obviamente el primer mecanismo de accibén molecular postula-~-
do fue su accidn sobre los sitios histaminérgicos H2. Sin
embargo, la sintesis de nuevas drogas indican que los anti-
histaminicos H2 no conforman un grupo uniforme. Hay diferen-
cias de estructura y efectos endécrinos entre estos agentes
(154,174,175,176,177) y también algunas de estas drogas
son capaces de interactuar con otros sitios receptores
ademds de los H2 como los androgénicos, los gabaérgicos
y los sitios receptores de benzodiazepinas (156,172,173,178,
179,180,181,182,183).
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Figura N2 22: Efecto de la cimetidina (CIM) sobre la secre-
cién de prolactina y LH en animales control (CON), con
operacién simulada (SHAM) y con desaferentacién hipotala-

mica total (DHT).
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Figura N? 23: Efecto del pretratamiento con metisergida
(MET) y el posterior tratamiento con cimetidina (CIM) sobre
la secrecibén de prolactina y LH en animales con desafe-
rentacién hipotaldmica total.

* p<0,05
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Figura N¢ 24: Efecto de la administracidédn de cimetidina
(C) en animales con tratamiento neonatal con Monosodio
Glutamato (MSG) sobre la secrecib6n de prolactina y LH.

*¥ p< 0,05
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Figura N¢ 25: Efecto de la administracidén de cimetidina
en animales con lesidén electrolitica del nficleo dorsome-
diano (LDM), en animales con lesidén simulada (SHAM) y en
animales control (CON).

¥ p< 0,05. La elevacidén observada en el grupo LDM-CIM es

significativamente mayor que aquella observada
en los grupos CON-CIM y SHAM-CIM.
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3. Serotonina:

a. Introduccibn:

Durante los Gltimos afios, nuestro laboratorio
ha concentrado su interés en el papel desempeiiado por dife-
rentes neurotransmisores y péptidos nerviosos sobre el
efecto liberador o inhibitorio de prolactina por la glandu-
la hipbéfisis (184). Entre las muchas sustancias ensayadas,
la serotonina y los péptidos opioides han mostrado evocar
un rapido incremento en la liberacibdn de la hormona que
concita nuestro interés. La administracién de serotonina,
precursores de la sintesis de la misma o agonistas seroto-
ninérgicos tanto en forma intravenosa o intracerebroventri-
cular incrementan los niveles de prolactina circulantes
(85,86,158,185,186).

Por otra parte, algunos péptidos opioides también
son estimuladores de la liberacidén de prolactina en ratas
(187,188); mientras que el naloxone, un antagonista opidceo
reduce la prolactina sérica en un gran nimero de condiciones
experimentales (189,190,191,192). Ademas fue sugerido recien-
temente que la serotonina cerebral se encontraba involucrada
en el efecto prolactino-liberador de los péptidos opioides
(188,193). '

Nuestro laboratorio decidid entonces examinar
si los receptores de opioides se encontraban involucrados
en el papel estimulatorio de la serotonina sobre la libera-
cién de prolactina. Por otra parte, ensayamos esta misma
situacién con melatonina y arginina vasotocina (AVT) las
cuales liberan prolactina en diferentes condiciones expe-

rimentales (194,195,196). Por otra parte ensayamos el efec-
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to de la serotonina en animales hembras y machos crénicamen-
te gonadectomizados y tratados neonatalemnte con MSG, con

el objeto de evaluar el papel de la serotonina en animales
con un menor tono dopaminérgico inhibitorio de la secrecién

de prolactina.

b. Resultados:

i. Naloxone y serotonina:

La administracidén de serotonina a ratas
crénicamente ovariectomizadas fue seguida por un incremen-
to de aproximadamente 10 veces en la prolactina sérica
a los 15 minutos de la inyeccidén de la droga; mientras
que este incremento fue de sbélo 4 veces los valores ini-
ciales a los 30 minutos de la administracién de la misma.
Figura N2 27. Cuando la inyeccidén de serotonina fue prece-
dida por la de naloxone, el incremento en la prolactina
sérica detectado fue de sd0lo 4 veces los valores iniciales
en cualquiera de los dos tiempos post-inyeccidn utilizados.
Estos valores fueron significativamente menores comparados
con los animales del grupo salina-serotonina 15 minutos
luego de la administracidén de la droga. Fueron también
detectadas diferencias significativas entre los valores
hormonales del grupo naloxone-serotonina con relacién al
grupo naloxone-salina a los 15 minutos de administrada
la droga.

Por otra parte, ni la administracién de
melatonina ni la de AVT afectaban los niveles séricos de
prolactina cuando se los comparaba con los grupos a los

que se les habia administrado el vehiculo. Sin embargo,
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se visualizaron incrementos entre 2,5 a 3 veces en los
tres grupos pretratados con solucién salina cuando fueron
comparados, tanto a los 15 como a los 30 minutos con res-
pecto a los valores basales; lo que podria indicar un efec-
to inespecifico de la toma de la muestra o del manipuleo
sobre la secrecién de la hormona (192,197). En animales
pretratados con naloxone no encontramos este efecto, lo
que concuerda con la accidén del naloxone sobre el incremen-
to de prolactina debido al stress.

En animales preplberes, la administracién
de serotonina fue seguida por un incremento de 6 veces
los valores basales de prolactina. El1 pretratamiento con
naloxone bloqued parcialmente el pico de prolactina evocado
por la administracidén de serotonina. Este incremento fue
de aproximadamente 3 veces con respecto a los animales
control. Figura N° 28,

ii., MSG y serotonina:

Tanto en ratas macho orquidectomizadas cré-
nicamente control como en animales neonatalmente tratados
con MSG en la misma condicidén, la administracién de seroto-
nina 5 mg/kg provoca una elevacibén de los niveles de prolac-
tina de aproximadamente 3 veces sobre los niveles basales.
Figura N? 29. Es importante hacer notar que, a pesar de
no presentar diferencias significativas desde el punto
de vista estadistico, los niveles basales de prolactina
en los animales tratados con MSG se encontraron un poco
mas elevados que en los animales control; lo que concuer-—
da con la bibliografia (165,198,199).

Sin embargo, en el caso de las hembras cré-

nicamente ovariectomizadas encontramos que la administra-
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cidén de serotonina evocd liberacidn de prolactina tanto
en hembras control como en hembras pretratadas con MSG.
Por otra parte, la elevacidén de prolactina fue significa-
tivamente mayor en animales pretratados con MSG que en
animales control. Ademds los niveles basales de la hormo-
na se encontraban significativamente elevados en animales
MSG. Figura N@° 30.

c. Discusibn:

Los resultados obtenidos sugieren que la
liberacibén de prolactina inducida por serotonina se encuen-
tra afectada por los péptidos opirides. Naloxone en las
dosis y tiempos de inyeccibén similares a aquellos empleados
en otros estudios (187,188,189,190,191,197) previene par-
cialmente la liberacidén de prolactina inducida por seroto-
nina tanto en hembras adultas ovariectomizadas como en
hembras prepliberes. Nuestras observaciones concuerdan con
las de Matsushita y colaboradores (190) quienes observaron
la inhibicibén por el anatagonista opidceo de la liberacidn
de prolactina inducida por el precursor de la sintesis
de serotonina, 5-hidroxitriptofano en machos adultos anes-
tesiados.

Ya que las dosis utilizadas de naloxone
son probablemente suficiente para bloquear los receptores
opiaceos del cerebro, nuestros resultados sugieren la presen-
cia de dos componentes, uno sensible y otro insensible
al naloxone, probablemente involucrados en la liberaciébn
de prolactina inducida por serotonina. Alternativamente

. 7 . . . . 7
neuronas opiaceas que participan en la liberacidon de prolac-
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tina podrian ser directa o indirectamente afectados por
serotonina. Bloqueantes de los receptores serotoninérgi-
cos suprimen el incremento de prolactina sérica debido

a la administracibén de péptidos opioides (188); por con-
siguiente nuestros resultados apuntan en favor de una re-
lacién mutua entre los mecanismos prolactino-liberadores
como podria esquematizarse en la figura N2 31. Ambos com-
ponentes se modulan positivamente y la interrupcidn de

uno de ellos disminuye el efecto positivo sobre el otro

en la liberacibén de prolactina. Por otra parte, como mues-
tra la figura, las vias serotoninérgicas podrian actuar

o sobre las neuronas dopaminérgicas o por medio de la 1li-
beracidén de un factor liberador de prolactina. La inter-
accién de las vias opidceas y la prolactina seria a través
de las neuronas dopaminérgicas (200). Como se desprende

de lo anterior, el efecto de la serotonina estid postulado
como localizado a nivel cerebral (185) al igual que el
paso sensible al naloxone.

Por otra parte, ni melatonina ni AVT, afectaron
la liberacidén de prolactina en ratas adultas ovariectomi-
zadas bajo estas condiciones experimentales. Melatonina
incrementa o decrementa la prolactina sérica en otros mo-
delos experimentales (195). Posiblemente un leve efecto
de la hormona pineal haya sido enmascarado por los cambios
inespecificos de los niveles séricos de prolactina vistos
en animales control pretratados con solucidén salina. Por
otra parte AVT, un neuropéptido que ha sido involucrado
en la liberacidbén de prolactina en muchas situaciones expe-
rimentales en la rata (196), no afecta la liberacidén de

prolactina en esta situacibén experimental. Blask y Vaughan
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en 1980 (194), observaron que 1 ug. de AVT en ratas macho
anestesiadas con uretano producia una elevacidén de 2 veces
en la prolactina sérica la cual era prevenida por el tra-
tamiento con naloxone. Este antagonista opidceo también
previene el efecto bifdsico (primero estimulatorio y luego
inhibitorio) del AVT en ratas anestesiadas.

En cuanto a los animales pretratados con MSG,
en los machos orquidectomizados, la administracién de se-
rotonina por via intraperitoneal produjo liberacibén signi-
ficativa de prolactina tanto en machos control como en
machos pretratados con MSG, siendo la respuesta de la mis-
ma magnitud en ambos grupos experimentales. Como se dijera
anteriormente los niveles basales no presentaban diferencias
significativas, aunque hay una ligera tendencia a la eleva-
cidén en los animales MSG; tendencia también descripta en
la bibliografia donde algunos autores indican la igualdad
de estos niveles mientras que otros observan que, en gene-
ral, los animales con pretratamiento neonatal con MSG tie-
nen niveles de prolactina séricos mads elevados (165,198,
199).

Sin embargo, en 2nimales hembra se observaron
algunas diferencias interesantes. Los niveles basales de
ambos grupos, control y MSG tratados con solucidn salina
presentaban diferencias significativas; tal vez indicando
la accién del neurotdxico sobre las neuronas dopaminérgi-
cas del nucleo arcuato. En cuanto a los animales tratados
con serotonina, se observa respuesta en ambos grupos; sin
embargo, dicha respuesta es mayor en animales tratados
con MSG que en animales control.

Otro punto interesante para tener en cuenta es

-102-



el hecho de que se observaron diferencias significativas

en los niveles basales de prolactina entre los grupos con-
trol de hembras ovariectomizadas y machos orquidectomizados;
siendo los niveles mds elevados en los machos como ya fuera
descripto por Neill en el afio 1972 (201) e interpretado

como que, en las hembras, las neuronas dopaminérgicas del
nicleo arcuato son mis sensibles a las concentraciones circu-
lantes de prolactina que en los machos (202). Estas dife-
rencias no son signifiacativas en hembras tratadas con

MSG y solucidn salina con respecto a los machos con el
mismos tratamiento.

Estos resultados, en consecuencia podrian inter-
pretarse como influenciados por el distinto tono dopaminér-
gico inhibitorio presente en ambos sexos (185,203). Debido
a esto, la hembra control responde menos que el macho ante
un estimulo positivo sobre la liberacidén de prolactina;
sin embargo, al destruir gran parte de las neuronas dopa-
minérgicas debido al tratamiento neonatal con MSG, la res-
puesta en estas hembras se encuentra potenciada y se aseme-
ja a aquella vista en animales macho. Para tratar de reali-
zar una aproximacidn experimental mds acerca de esta hipé-
tesis es que realizamos el mismo tipo de estudio administran-
do el antagonista dopaminérgico haloperidol (Ver seccién

dopamina).
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Figura N2 27: Efecto del pretratamiento con naloxona y la
administracién de serotonina. También se observa en 1la
figura el efecto de la administracién de melatonina y AVT
en hembras adultas crdénicamente ovariectomizadas.
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Figura N2 28: Efecto del pretratamiento con naloxona vy
la administracién de serotonina en animales prepuberales

hembra.
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Figura N2 29: Efecto de la serotonina (SER) en animales
macho control y tratados neonatalmente con Monosodio Glu-
tamato (MSG).

* p<0,05
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Figura N2 30: Efecto de la admistracidén de serotonina en
animales hembra crénicamente ovariectomizados control y
tratados neonatalmente con Monosodio Glutamato.

* p<0,05. Ademéas los grupos CON-SAL y MSG-SAL son signi-

ficativamente diferentes. MSG-SER es diferente
de MSG-SAL y de CON-SER.
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Figura N2 31: Esquema demostrativo de la posible interac-
cidén entre las neuronas dopaminérgicas hipotaldmicas, las
neuronas opidceas hipotaldmicas v las neuronas serotoninér-
gicas intra y extra hipotalémicas.

Extractado de Preziosi,P. Trends in Pharmacological Sciences
4 (4): 171, 1983.
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4. Dopamina:
a. Introduccibn:

Como ya se ha dicho anteriormente, es bien sabido
que la secrecidn de prolactina se encuentra bajo la inhibi-
cibén ténica del hipotadlamo, y seria la dopamina la princi-
pal sustancia relacionada con la inhibicidén de prolactina
a nivel de la hipéfisis anterior (18). Resultados obtenidos
por distintos laboratorios han demostrado que la administra-
cidén de antagonistas dopaminérgicos producen una elevacidn
significativa en los niveles séricos de prolactina, siendo
este ascenso mayor en la hembra que en el macho (185,203).
Estas diferencias sexuales serian debidas o a la mayor
cantidad de lactotropos existentes en la hembra o a un
tono inhibitorio mayor en la misma con respecto al macho.
Esta diferencia sexual en el tono dopaminérgico inhibitorio
se extiende a la sintesis y "turnover'" de dopamina en la
eminencia media y a la concentracién de dopamina en sangre
portal (118,202,204).

Esta diferencia sexual no depende de la organiza-
cibén encefdlica; ya que ni la orquidectomia de machos neo-
natalmente, ni el tratamiento con testosterona en hembras
recién nacidas afecta la concentracidén de dopamina en san-
gre portal cuando estos animales alcanzan la edad adulta.
Por otra parte, la secrecidén de dopamina en sangre portal
aumenta luego del tratamiento con estradiol en ratas macho
adultas y decrece en ratas adultas ovariectomizadas neona-
talmente con respecto a hembras en diestro (205). Como
el incremento en el "turnover" de dopamina en la eminencia

media evocado por la admistracibén de estrdégenos es abolido

-105-



por la hipofisectomia; este efecto pareceria estar media-
do por la prolactina misma (206). Asi, la baja actividad
de las neuronas del sistema tuberoinfundibular dopaminér-
gico (TI-DA) en los machos podria ser debida a la falta
de estrdgenos.

Sabiendo la profunda alteracidén que produce en
la neuronas localizadas en el niicleo arcuato el tratamiento
con MSG, fundamentalmente la pronunciada disminucidn del
nimero de neuronas dopaminérgicas y la marcada disminucién
de la concentracién de dopamina en dicho nlicleo hipotaldmi-
co (128,133,207) y la importancia de dichas neuronas en
la regulacién de la secrecidén hipofisaria de prolactina
es que realizamos esta experiencia con la adminsitracién

del antagonista dopaminérgico haloperidol.

b. Resultados:

Tanto animales macho control como animales macho
tratados neonatalemnte con MSG elevan aproximadamente 9
veces los niveles basales de prolactina cuando se les admi-
nistra el antagonista dopaminérgico haloperidol en una
dosis supramidxima con respecto a la secrecidén de prolactina
(1 mg/kg). En los animales hembra control, sin embargo,
la respuesta al haloperidol estd muy aumentada con respecto
a los machos control, como ya fuera descripto en la biblio-
grafia (185,203). Sin embargo, animales hembra tratados
neonatalmente con MSG muestran una respuesta disminuida
con respecto a las hembras control, no encontrdndose dife-
rencias con respecto a los machos tratados con MSG. Figuras
N2 32 y N2 33,
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En cuanto a los niveles basales, no se encontra-
ron diferencias significativas entre los animales machos
control y tratados con MSG; en las hembras, tampoco se
encontraron diferencias aunque hay una tendencia a tener
niveles mas elevados en los animales MSG. Por otra parte,
y aunque en este experimento no encontramos diferencias
significativas, los niveles basales de los animales gona-
dectomizados tienden a ser mds elevados en machos control

que en hembras control.

c. Discusidn:

Como ya fuera dicho anteriormente, estos resulta-
dos confirman datos previamente informados en cuanto a
la mayor sensibilidad de la hip6fisis de un animal hembra
con respecto a la administracibén de un antagonista dopami-
nérgico (185, 203). Diferencia que podria deberse al mayor
tono dopaminérgico existente en las hembras y al mayor
contenido de células mamotrbépicas de un animal hembra con
respecto a un macho.

Una de las observaciones mas interesantes en
los animales tratados con MSG es la desaparicidén de la
diferencia sexual en la respuesta al haloperidol. Mas aln
esta desaparicidén se ve cuando se utiliza otro agente far-
macolégico como la serotonina (ver seccidn anterior); por
lo tanto, el neurotbéxico parece afectar el normal desarro-
llo de la diferenciacidn sexual encefdlica en el control
de la secrecidn de prolactina. La explicacidén a esta obser-
vacibén original podria involucrar cambios a nivel neurolé-

gico, a nivel hipofisario o en ambos estratos simultaneamen-
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te.
La administracién de haloperidol en ratas hembra

tratadas neonatalmente con MSG muestra una respuesta del
tipo macho en cuanto a la secrecidén de prolactina; una
posible hipbétesis es que el haloperidol descarga menor
prolactina debido al menor tono dopaminérgico existente
en el animal pretratado con MSG (128,133,207) y al menor
contenido de prolactina en hipdfisis de animales hembra
crdénicamente ovariectomizadas y tratadas neonatalmente

con MSG con respecto a animales hembra ovariectomizadas

control (199).
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Figura N2 32: Efecto de la administracidén de haloperidol
(HAL) en animales crénicamente orquidectomizados control
y tratados neonatalmente con Monosodio Glutamato (MSG).

* p< 0,05
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Figura N¢ 33: Efecto de la administracidén de haloperidol
en animales crébnicamente ovariectomizados control y trata-
dos neonatalmente con Monosodio Glutamato.

* p<0,05
*% p<0,05 entre el grupo Control-Hal y MSG-Hal
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V. Conclusiones generales:

El presente trabajo, referente al control nervio-
so de la secrecidbén hipofisaria de prolactina fue realizado
mediante el auxilio de dos herramientas fundamentales:

1. La neurofarmacologia experimental.

2. La lesidén de diferentes areas del cerebro relacionadas
con la secrecidén anterohipofisaria. Lesiones neuroquimi-
cas con Monosodio Glutamato (MSG), lesiones electroli-
ticas estereotdxicas (lesidén de la eminencia media y
lesidén de los nicleos dorsomediano hipotaldmicos) y
desaferentaciones totales del hipotdlamo medio basal.

Tomando como base la divisidén realizada en la
presentacidén de este trabajo con respecto a la accidn de
los 4 neurotransmisores en relacidén a la secrecidén de pro-
lactina, los resultados obtenidos pueden resumirse de la
siguiente manera:
la. E1 baclofen, agonista gabaérgico del tipo B, bloquea

la liberacidn de prolactina evocada por el stress en
machos v hembras independientemente del estado end6-
crino del animal. Dicha inhibiciédn no se realiza a
nivel de la hipéfisis anterior y se encontraria rela-
cionada con la inhibicidn de un sistema facilitatorio
serotoninérgico.

l1b. La inhibicidn parcial del pico de prolactina evocado

por el stress en animales control debida a la adminis-
tracion de AOAA, se encuentra ausente en animales pre-
tratados neonatalmente con MSG. Involucrando, de esta
manera a las neuronas gabaérgicas localizadas en el

nicleo arcuato (TI-GABA).
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2. La liberacidén de prolactina inducida por cimetidina,

antagonista histaminérgico del tipo H2, es un fenémeno
que se produce intrahipotaldmicamente y que se encuen-
tra probablemente ligado a un mecanismo serotoninérgi-
co. Existe ademds, compromiso probable de las neuronas
serotoninérgicas localizadas en el nlcleo dorsomediano
hipotalamico.

La liberacidén de prolactina evocada por serotonina se
encuentra mediada por dos mecanismos, uno sensitivo

y el otro insensitivo al pretratamiento con naloxone;
siendo el mecanismo sensitivo independiente del estado
de maduracidén del animal.

En animales con lesidén neuroquimica por tratamiento
neonatal con MSG se observa que desaparece la diferen-
cia sexual en la respuesta de la prolactina a la admi-
nistracién de serotonina exbégena, como ocurre en anima-
les control.

En animales MSG tampoco observamos la diferencia sexual
a la administracidén exdégena del antagonista dopaminérgi-
co haloperidol. Esta accibén, sumada a la observada en
este tipo de animales con administracidén de serotonina,
indicaria que las neuronas localizadas en el nilcleo
arcuato y destruidas por el pretratamiento neonatal

con MSG juegan un papel importante en el control de

la secrecidén hipofisaria y condicionan la diferencia
sexual en el control encefdlico de la hipéfisis anterior
con respecto a la secrecidén de prolactina. La destruccidn
de estas neuronas '"masculiniza" la respuesta a farmacos

tales como la serotonina y el haloperidol.
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