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1.A. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISO-OVARICO

El SNCcontrola la función gonadotrófica de 1a hipófisis a

través de la sintesis y liberación de 1a hormonaliberadora de LH

y FSH (LRH), 1a que produce a nivel hipofisario 1a liberación de

LHy FSH. Estas hormonas, al actuar sobre el ovario, regulan su

funcionamiento. Además, las hormonas ováricas modulan la secrg

ción de gonadotrofinas actuando a nivel hipotalámico e hipofikario.

Para poder interpretar el funcionamiento del eje hipotálamo

hipófiso-ovárico, es necesario estudiar independientemente cada g

no de los niveles que lo constituyen, para luego poder integrañks

en los distintos mecanismosde retroalimentación que los interco

nectan.

Nivel Hipotalámico

En 1971 se esclareció la estructura quimica de LRH que es

la hormona hipotalámica que regula la secreción de LHy FSH. Se

trata de un decapéptido cuya secuencia de aminoácidos es Glu-His

Trip-Ser-Tir-Gli-Leu-Arg-Prol-Gli-NH2 (1).

Mediante diversas técnicas de RIAy microdisección se ha po

dido estudiar la localización intrahipotalámica de LRH. Se vio



que está concentrada principalmente en 1a EMy el núcleo arcuato

(2), encontrándose también grandes cantidades en el órgano vascu

loso de 1a lámina terminalis (3) y en pequeñas cantidades en los

núcleos supra y ventromediano y supraquiasmático. Sin embargo,el

hecho de haberse hallado mayor concentración de LRHen esas mxms,

no significa que sea en ellas donde la hormonase sintetiza. Me

diante técnicas inmunocitoquímicas se han podido mapear los cuer

pos celulares y las proyecciones de las neuronas LRHhipflnláúcas.

Algunos de dichos cuerpos celulares se localizan en el HMBy en

el núcleo arcuato, pero la mayoría se encuentra dentro del área

preóptica medial (4). Se ha sugerido que 1a LRHse sintetiza en

el APOy ASQy también en la zona del núcleo paraventricular, acu

mulándose en la región de la EM(5) (Figura 1).

Nivel Hipofisario

La glándula hipofisaria tiene poca autonomia. La secreción

de GRprácticamente se anula al estar separada del hipotálamo. La

sintesis y liberación de LHy FSHadenohipofisarias se realiza dg

bido al estímulo de LRH,de donde se desprende que todos aquellos

factores que regulan la secreción de GRactúan indirectamente so

bre la hipófisis. Existen sin embargoevidencias de que tanto 1a



FIGURAl. Areas y núcleos hipotalámicos.
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testosterona comolos estrógenos pueden actuar a nivel hipofisg

rio modificando la respuesta de la glándula a LRH(6,7).

La LRHes capaz de promover la liberación de LH y FSH, aun

que no se descarta la posibilidad de que un factor hipotalánáaaig

dependiente controle 1a secreción de FSH. Es posible encontrar

ambas GRdentro de 1a misma célula gonadotropa humana. Sin emba;

go, hay evidencias que indican que la LRHproduce una regulación

diferencial para LHy FSH. Por ejemplo, utilizando fetos hmmrms,

se observó que las células gonadotropas primitivas se desarrollan

antes que el sistema portahipofisario y secretan en principio FSH

y PRLen respuesta a LRHen el medio de cultivo. Una vez desarrg

llado el sistema porta, comienza a secretarse mayor cantidad de

LH en relación a FSH en respuesta a LRH.

Otra posible evidencia del control diferencial ejercido por

LRHsobre LH y FSH es el hecho de que al aumentar los niveles de

estrógenos durante el período de madurez sexual y el inicio deLci

clo sexual en la mujer, se produce una inhibición preferencial de

FSHy un aumento paradójico de LH, con una reducción de la rela

ción FSH/LH.

El desarrollo ontogénico diferencial y la modulacióndifereg

te ejercida por las hormonasperiféricas al efecto de LRHpodrian

ser una evidencia de la independencia funcional de ambas GR, a pg



sar de estar reguladas por un mismofactor (Figura 2).

Nivel Ovarico

El ovario desarrolla su función gametogénica y endócrina por

acción de LH y FSH. La FSH provoca el crecimiento y 1a mmhuachül

folicular actuando sinérgicamente con 1a LHy el estradiol. La g

nión especifica de la FSHal ovario se realiza exclusivamente a

receptores de las células de la granulosa, mientras que los recep

tores a LHse encuentran en las células de la teca, en las célu

las luteinicas y en algunas regiones de las células de la granulg

sa.

La FSHes fundamental para el desarrollo de los folículosnás

pequeños, donde estimula la producción de estradiol. Esta hormo

na provoca la madurez de las células de la granulosa y el desman

llo de receptores de LH, con la consecuente secreción de progestg

rona bajo el estimulo preovulatorio de LH(Figura 3).

Las células de la granulosa incubadas “in vitro" sintetizan

progesterona antes de luteinizarse, sugiriendo que estas células

pueden secretar dicha hormona antes de la ovulación y 1a formacflüi

del cuerpo lúteo (8).

La LHactúa predominantemente sobre la sintesis de estenfides
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FIGURA3. Funciónes de las células de la teca interna y de la
granulosa.
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ováricos. Esto comienza con la unión de la hormonahipofisaria

circulante a receptores especificos de alta afinidad ubicados en

la membranaplasmática. La acción de la hormona es mediada por el

AMPcíclico y proteina-quinasas. Numerososestudios demostraron

que el desarrollo de receptores a LHen los foliculos ováricos va

acompañado de un aumento de adenilato ciclasa y AMPcíclico(9,10).

Los receptores a LHhan sido caracterizados en el cuerpo lúteo de

numerosas especies incluyendo al ser humano (11). La activación

de estos receptores va acompañada por un aumento en la formación

de AMPcíclico y de síntesis de progesterona.

La liberación de LHa mitad del ciclo reproductivo es esen

cial para la maduración del ovocito y la ovulación. Dentro del

folículo, los cambios bioquímicos que preceden a la ovulación in

cluyen la despolarización de mucoproteinas del liquido folicular,

con un aumento de la presión osmótica que produce una acumulación

mayordel liquido folicular y agrandamiento del folículo (12). Se

ha encontrado que las células de la granulosa liberan un activa

dor plasminogénico en cantidades importantes que llegan a su pun

to máximoantes de 1a ovulación. Esta sustancia, que forma parte

de un sistema proteolitico de importancia fundamental en la ruptg

ra folicular, es activada por la LHin vivo e in vitro.



Mecanismos de Regulación

MECANISMO DE RETROALIMENTACION LARGO NEGATIVO EJERCIDO POR

LOS ESTEROIDES OVARICOS SOBRE LA SECRECION DE GONADOTROFINAS

La secreción de gonadotrofinas es inhibida por la acción de

los esteroides ováricos. El 17-(5-estradiol es el inhibidor más

potente de la secreción gonadotrófica. La extirpación de los ovg

rios va seguida por un incremento tanto de LH como de FSH, que se

hace evidente tanto en la rata comoen la mujer dentro de las pr;

meras 24 horas (13). Esta elevación alcanza su máximoaproximada

mente al mes de la castración (13). La administración de estrógg

nos en estos casos, impide el incremento de gonadotrofinas. Elag

mento post-castración es mayor en el caso de FSHque en el de LH

y ésto parece deberse a que la inhibición ejercida por la hormona

ovárica es mayor para la FSH (14) o bien a la falta de inhibina,

que es un potente inhibidor de la FSH (15).

la administración de l7-(5—estradiol en forma contínua produ

ce una disminución de los niveles de LHy FSHcirculantes, tanto

en la mujer comoen la rata. En ratas castradas, la progesterona

no modifica los niveles séricos de LHy FSH. Sin embargo, asocia

da a pequeñas concentraciones de estrógenos, induce una caida rá



pida de ambas gonadotrofinas (15).

MECANISMO DE RETROALIMENTACION LARGO POSITIVO EJERCIDO POR

LOS ESTEROIDES OVARICOS SOBRE LA SECRECION DE GONADOTROFINAS

Unade las caracteristicas fundamentales del eje hipotálamo

hipófiso-ovárico es la ciclicidad con 1a que se producen los cam

bios de los distintos elementos que constituyen el eje, como son

las variaciones hipotalámicas en la síntesis y liberación de LRH

que determina la liberación cíclica de GR, la ovulación y la pro

ducción de estrógeno y progesterona por el ovario.

El control cíclico de GRestá relacionado en el caso de la

rata, con la ausencia de andrógenos circulantes durante los prime

ros días de vida post-natal, lo que permite el desarrollo de de

terminadas estructuras nerviosas ubicadas en el hipotálamo ante

rior (áreas POy SQ), denominadas "centro cíclico". En el macho,

la presencia de testosterona a partir del nacimiento impide el dg

sarrollo del centro cíclico ejerciéndose únicamenteun control té

nico de la secreción de GR. Los mecanismos responsables de dicho

control residen en el hipotálamo medio (núcleos arcuato y ventrg

mediano), y son los que mantienen la secreción basal de GR. 8210

denominacentro tónico (ver en detalle, Capitulo 1.B.).
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Unade las caracteristicas fundamentalesdel centro ciclic0'

es la capacidad de responder a la administración de estrógamscxm

una descarga de LRHy por lo tanto de GR, produciéndose un efecto

de retroalimentación positivo. Este mecanismo,característico de

1a hembra, es el responsable de la ovulación y la conservación de

los ciclos sexuales.

Estudios realizados en la rata, han permitido demostrar que

el mecanismo positivo madura alrededor de los 20-22 dias de edad

(16). En edades más tempranas se produce únicamente un efecto de

retroalimentación negativo, es decir, descenso de los niveles go

nadotróficos luego de la administración de estrógenos. Este he

cho está demostrando que el control tónico de la secreción de GR

responsable de mantener los niveles de las mismas en <zxfiicfixmsq;

sales, se ejerce tanto en el macho como en la hembra desde el na

cimiento y que el desarrollo del mecanismocíclico en la hembra,

completa un evento fisiológico en este sexo.

El efecto positivo ejercido por los estrógenos sobre la se

creción de LHy FSHse produce en la hembra en condiciones fisio

lógicas. Durante el ciclo sexual normal de la mujer, el pico de

liberación de ambas GRtiene lugar aproximadamente 24 horas des

pués de que los niveles de estrógeno han alcanzado el máximo. En

la rata, es posible adelantar la ovulación mediante la administra
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ción de estrógenos. La progesterona administrada en una sola do

sis luego de la de estrógenos, potencia el efecto positivo de es

tos últimos tanto en la rata comoen 1a mujer.

Todos aquellos factores que pueden modificar al mecanismode

retroalimentación positivo, afectan la ovulación y los ciclos se

xuales. Estos factores pueden ser de origen nervioso (alteracio

nes en la concentración de neurotransmisores, influencia de otras

estructuras nerviosas sobre la sensibilidad del centro ciclfixnetc),

hormonal (modificación de los niveles de esteroides circulantes),

etc.

La glándula pineal es capaz de modificar 1a función reprodug

tiva tanto en el macho como en 1a hembra. Comose describirá pos

teriormente (Capitulo 2.B.1.) , la administración de melatonina,

principal hormonasegregada por la glándula pineal, puede abolir

el efecto positivo ejercido por los estrógenos sobre la secreción

de LHen determinadas condiciones, mientras que en otras es capaz

de facilitarlo. Teniendo en cuenta que 1a exposición a la luz mg

difica la función pineal y también el ciclo ovulatorío, los cam

bios en la secreción de melatonina inducidos por la luz, modifica

rán a nivel hipotalámico el efecto positivo ejercido por los es

trógenos y asi su acción sobre el ciclo sexual.

En resumen, los mecanismosde retroalimentación ejercidospor



las hormonas ováricas sobre 1a secreción de gonadotrofinas pueden

ser positivos o negativos. Ambosse producen en condiciones fi

siológicas y se los puede observar durante el ciclo normal. La

prevalencia de uno sobre el otro depende del momentodel ciclo,ya

que esto implica un cambio de umbral de los distintos receptores

involucrados en el mecanismo, de la concentración de hormonas ová

ricas, etc. Asimismo, la obtención de una estimulación o inhibi

ción de la secreción de GRpor acción esteroidea, depende de la

dosis utilizada (en general dosis altas y sostenidas producen in

hibición) y del momentodel ciclo en el que se administraïlos es

teroides.

MECANISMO DE RETROALIMENTACION CORTO NEGATIVO

Este mecanismo, en el cual LHy FSH pueden actuar a nivel hi

potalámico controlando 1a sintesis y/o liberación de LRHy de es

ta manera su propia secreción, ha sido demostrado en varias situa

ciones experimentales. Por ejemplo, se vio que la administración

de LHes capaz de modificar la actividad eléctrica del hipotákmn;

también se comprobó que el implante de LH y FSH en el hipotálamo,

produce una disminución de los niveles plasmáticos de GR(17,18).



MECANISMO DE RETROALIMENTACION ULTRACORTO NEGATIVO

Se demostró "in vitro", que 1a LRHes capaz de inhibir ajprg

pia secreción a nivel del área hipotalámica anterior (19) lugar

donde aparentemente se sintetiza en mayores cantidades. Este me

canismo estaria demostrando que 1a acumulación de LRHdentro de

las células produciría una inhibición de 1a sintesis del mismxen
u c o l l l I ocambio, su 11berac1on seria un estimulo para aumentar la Sinte51s.

Liberación Pulsátil de GR

Unode los factores claves en el control gonadotrófico dela

función ovárica es la naturaleza pulsátil o episódica de la libe

ración de esas hormonaspor la hipófisis, la cual está sujeta a

la modulación ejercida por los esteroides ováricos. En ausencia

de gónadas, los niveles altos de GRmuestran un incremento en 1a

amplitud y frecuencia de 1a descarga pulsátil de GR. El estnmfiol

parece ser más efectivo en mantener la amplitud de los pulsos, en

cambio la progesterona ejerce su efecto negativo disminuyendo la

frecuencia de los mismos (20).

Se sabe que la liberación pulsátil de GRestá relacimïdatem

poralmente con la secreción también pulsátil de LRHhipotalámica
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y a su acción sobre los gonadotropos hipofisarios a través de la

circulación portal (21). Existen pruebas que demuestran que la

liberación pulsátil de LRHestá vinculada con la liberación cen

tral de CA, siendo la NAestimulante y la DAinhibitoria (22,23).

Ha sido demostrada 1a importancia de la naturaleza pulsátil

de 1a secreción gonadotrófica para mantener una función ovárica

óptima, en experimentos realizados por Knobil y colaboradores(24L

quienes observaron que el estimulo continuo con LRHen monas con

lesión del núcleo arcuato, induce un efecto de regulación negati

vo sobre los gonadotropos, con interrupción de la función owhica.

Ciclos Reproductivos

En mamíferos hembra se pueden observar dos tipos de ciclos

reproductivos, producto de la integración de los mecanismosde rg

troalimentación positivo y negativo: estral y menstrual. loslxi

meros se encuentran en mamíferos inferiores como los roedores y

los segundos solamente en los primates.

Ciclo Menstrual

Este ciclo dura aproximadamente 28 dias y culmina con una hg
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morragia o menstruación. El primer dia de menstruación se consi

dera dia 1 del ciclo.

Cuandola función ovárica no se realiza convenientemente y

disminuyen los niveles de esteroides circulantes, se produce un

incremento de LHy FSH, como ocurre durante 1a menopausia y laca;

tración. Esto se debe a que el efecto inhibitorio ejercido por

los esteroides ováricos se atenúa o desaparece.

Durante la etapa prepuberal existen bajos niveles de esteroi

des y GR; ésto se debe en parte a que la LRHes sintetizada aipg

queñas concentraciones y no estimula significativamente a la hipé

fisis, por lo tanto el eje hipotálamo-hipófiso-ovárico se encuen

tra poco activado.

Los niveles de GR, estrógenos, andrógenos y progestágen052ar

fren modificaciones ciclicas durante el ciclo sexual. Estos cam

bios ciclicos son comandadospor el hipotálamo a través de la sin

tesis y liberación de LRH(Figura 4).

Los eventos que caracterizan al ciclo menstrual pueden ser

divididos, para su mejor comprensión, en una fase folicular, una

fase ovulatoria y una luteínica.

En la fase folicular temprana, que comienza a1 final de la

fase luteínica del ciclo precedente, se observa un incremento en

los niveles de FSHy el comienzo del desarrollo folicular. Bacon



FIGURA4. Niveles de hormonas durante el ciclo menstrual.
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centración de LHtambién aumenta pero 2 ó 3 dias más tarde. Este

aumento de GRestá directamente relacionado con un incremento en

la amplitud y frecuencia de los pulsos de secreción.

La secreción de esteroides se mantiene al principio relativa

mente constante. Aproximadamenteuna semana antes del pico ovula

torio de LHy FSH, se produce un incremento en los niveles de es

tradíol y estrona. El estradíol alcanza su nivel máximoel dfiaag

terior al del pico preovulatorio de LH. El aumento en los nive

les de estrógenos provoca,en las horas siguientes, un descenso en

los niveles de FSH. Esto no ocurre con 1a LHque continúa subieg

do. Este comportamiento diferencial para ambas hormonas estaria

dado por una mayor sensibilidad de la FSHal efecto de retroali

mentación negativo ejercido por los esteroides ováricos o bfialpor

un incremento en la secreción de inhibina por el ovario, que inh;

be selectivamente a FSH (15).

Durante la fase ovulatoria, se observa el efecto de retroal;

mentación positivo de los esteroides sexuales sobre la secreción

de LH y FSH, con una gran liberación de ambas hormonas aproximadg

mente 24 horas después del pico estrogénico. Un dia antes de ese

fenómeno, se produce también una liberación de progesterona que

potencia el efecto positivo de los estrógenos (25). La descarga

de LHy FSHpromueve la maduración final del folículo, cuya ruptg
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ra se produce 16 a 24 horas después del pico de LH.

La fase luteínica se caracteriza por una secreción significa

tivamente mayor de progesterona, que llega a su máximo8 dias des

pués del pico de LH. Debido al aumento en los niveles de proges

terona y estrógenos, la LHy la FSHdescienden en esta fase del

ciclo.

Los niveles de estrógenos son mayores en la fase luteínica

que en la folicular; además se mantienen permanentemente altos

hasta por lo menos la mitad de 1a fase, en que comienzan a desceg

der junto con los de progesterona.

El efecto de retroalimentación negativo que ejercen los estg

roides sexuales sobre la secreción de GRen 1a fase luteinica, en

lugar del efecto positivo de la fase preovulatoria, podria estar

relacionado con una sensibilidad distinta del eje hipotélamo-hipg

fisario a estas hormonas, a diferencias en los niveles de honmmas

ováricas en sangre entre estas fases del ciclo sexual o a unasmn

síbilidad diferente de la hipófisis a LRH. La primera posibili

dad está avalada por estudios que demuestran que 1a respuesta po

sitiva de LHy FSHa los estrógenos varía a medida que va progre

sando la fase folicular; la segunda posibilidad, por la observa

ción de que dosis continuas y elevadas de estrógenos y progesterg
o c a o u . l tna mantienen una 1nh1b1c1ón permanente de 1a secrec1on gonadotro
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fica. Respecto a la última posibilidad, se vio que la sensibili

dad de la hipófisis a LRHen cuanto a la liberación de LH, aumeg

ta durante la fase folicular al acercarse a1 momentode la ovula

ción.

La secreción de GRse realiza en forma pulsátil relacionada

con incrementos periódicos de LRH(26). Esta pulsatilidad se ma

nifiesta tanto durante el ciclo sexual comoen la menopausia.

Ciclo Estral

Los roedores de laboratorio, tales comoel ratón, la rata y

el hamster, son especies poliéstricas que repiten ciclos a través

del año sin muchavariación. La rata es la especie más estudiada

experimentalmente. Su ciclo dura aproximadamente 5 dias, divisi

bles en 4 estadios comolo ejemplifica la citología vaginal.

El estro, es el periodo de apareamiento y es cuando ocurre

la copulación. Se caracteriza por la maduración de múltiples fo

lículos ováricos, agrandamientouterino y gran proliferación de

1a mucosa vaginal, lo que provoca 1a exfoliación de células esca

mosas cornificadas. Dura entre 10 y 24 horas y en este periodo g

curre la ovulación.

El metaestro, es el periodo intermitente entre estro y dies
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tro y ocurre poco después de la ovulación. Normalmentedura en

tre lO y 14 horas. Los ovarios presentan cuerpo lúteo y folicu

los pequeños; el útero presenta una disminución de tamaño y vas

cularidad respecto al periodo precedente. En los extendidos vagi

nales aparecen muchosleucocitos junto con algunas células corni

ficadas.

El diestro se caracteriza por la presencia de extendidos va

ginales formados casi enteramente por leucocitos. Se observa re

gresión del cuerpo lúteo y del útero. Dura entre 48 y 72 horas.

El proestro se caracteriza por la involución funcional del

cuerpo lúteo. Los extendidos vaginales están formados casi ente

ramente por células epiteliales nucleadas. Se puede observar big

chazón preovulatoria de folículos ováricos. Dura aproximadamente

12 horas y precede inmediatamente al estro.

El fenómenocritico en el ciclo estral es la ovulación. El

desarrollo del folículo y la producción de estrógenos son promovi

dos por la LHy la FSH. Cuando la concentración de estrógenos en

sangre es alta, la liberación de FSHdisminuye y la de LH ammmta.

Este mecanismo por el cual ocurre el pico de LHy la ovulación, se

sabe que está regulado por neuronas hipotalámicas, las que a su

vez están controladas por mecanismosgeneradores de ritmos circa

dianos endógenos, presumiblemente dentro del núcleo supraquiasmá



tico (27,28). Se sabe que las lesiones de la región supraquiasmé

tica en la rata, provoca estro continuo por periodos prolongados

(28). El efecto de tales lesiones se atribuye a la pérdida delas

funciOnes circadianas que se combinan para producir el ciclo de 4

ó 5 dias (27).

Existe considerable variación entre los mamíferos que exhi

ben ciclos estrales, en cuanto a su duración y númerode ciclos

por año, pero la mayor información proviene de la rata y el hams

ter en cuanto a los mecanismosneurales que controlan el ciclo es

tral.

Se ha caracterizado el perfil de secreción de LHa travésdel

ciclo estral de la rata. Gallo y colaboradores describieron la

naturaleza pulsátil de esa hormonaen las distintas etapas que lo

conforman (29). Durante estro, los niveles de LHson los más bg

jos del ciclo, debido a la baja frecuencia de la liberación pulsá

til. En metaestro los niveles de LHse encuentran elevados, sien

do los más altos del periodo de baja liberación de esa hormonadel

ciclo estral. Ese aumento se debe a un incremento en la amplitud

y al acortamiento del intervalo entre pulsos. Este ritmo permang

ce a través del diestro y la mañanadel proestro. En la tankadel

proestro, el pico de LHtambién es pulsátil, produciéndose picos

secretorios de amplitud incrementada y frecuencia más rápida que



las observadas en otros momentosdel ciclo estral.

E1 perfil de secreción de LHdurante el ciclo estral sigue

al de LRH. Aparentemente el indice de secreción bajo del estnaes

provocado por una atenuación de la liberación episódica de LRH.

Se puede especular que 1a disminución súbita de 1a amplitud depu;

sos de LHen diestro y la mañanadel proestro es el resultado de

una reducción en la concentración de LRHsecretada en cada episo

dio inducida por los estrógenos.

Cadadia del ciclo posee su perfil característico de secre

ción esteroidea. El estro es un periodo relativamente quiescente

en cuanto a la secreción de esteroides ováricos. El cuerpo lúteo

comienza a secretar progesterona a bajo nivel en la tarde del es

tro, seguido por tenores de secreción altos en la tarde del meta

estro. Este alto nivel se mantiene hasta el mediodia del diaïro,

y luego cae abruptamente. Durante la actividad secretora aumenta

da del cuerpo lúteo, la secreción de estradiol también comienza a

elevarse durante metaestro hasta el mediodia del diestro. Cuando

se interrumpe la secreción de progesterona, la de estradiol aumeg

ta en dos fases bien definidas: una lenta, hasta las primeras hg

ras del proestro, es seguida por un aumento rápido ya sea prece

diendo o poco después del inicio del pico de LHde proestro. La



progesterona aparentemente juega un rol importante en la determi

nación del perfil característico de aumentode secreción de estrg

diol entre metaestro y 1a tarde del proestro.

Se conoce poco respecto a la participación de las fluctuacig

nes diarias de estradiol y progesterona en la modulación de la se

creción de LHdurante las distintas fases del ciclo. Los niveles

elevados de ambas hormonas en la tarde del proestro posiblemente

reducen la secreción de LHy LRHa los bajos niveles del estro, y

la pausa en la secreción esteroidea del estro posiblemente es la

responsable del aumento abrupto en la amplitud y frecuencia dades

carga de LHen metaestro. El aumento en la concentración de re

ceptores hipofisarios a LRHen la tarde del metaestro, seria tam

bién producto de la secreción aumentada de LRHen ese día.

Varias observaciones sostienen que el sitio de acción del eg

tradiol y la progesterona para el control de la secreción episódi

ca de LHdurante el ciclo es la hipófisis. A medida que la pro

gesterona dominaentre los esteroides ováricos, desde la tankedel

proestro hasta el diestro, la respuesta hipofisaria a LRHexóge

na disminuye. Por otro lado, a medida que aumenta la sanecñái de

estradiol, la respuesta hipofisaria a LRHtambién aumenta, por

exposición de la glándula a1 estrógeno. Aparentemente aumentaría

la cantidad de LHliberable en la hipófisis.



La secreción preovulatoria de LHen la tarde del proestro,de

naturaleza pulsátil, muestra cambiosdiscretos en la amplitud)rfrg

cuencia, que se pueden dividir en tres fases distintas: luego de

una descarga de baja amplitud en la mañanadel proestro, la libe

ración durante el periodo critico parece subir en forma linaflvaug

que la observación cuidadosa muestra que esta fase ascendente es

tá compuesta por pulsos de amplitud y frecuencia alta. Luego de

la hora y media, esta fase entra en un plateau con pulsos de alta

amplitud y baja frecuencia, que dura aproximadamente una hora. Lug

go comienza a disminuir, a medida que baja la frecuencia de des

carga. Pareceria que el pico preovulatorio de LHpuede ser pro

ducto de cambios en la cantidad y perfil de descarga de LRH. Du

rante la fase descendente parece intervenir en el retorno a la se

creción basal, una disminución en la secreción de LRHmás que una

refractariedad de la hipófisis al estimulo prolongado.

Se ha observado una elevación en la concentración de LRHtag

to circulante comoen el plasma porta-hipofisario en la tarde del

proestro (30), la cual es responsable posiblemente del disparo de

LHen el periodo critico. La descarga de LHse produce entre las

14 y 16 horas del dia del proestro. Los eventos neuroendócrinos

que llevan a la ovulación en la rata se observan esquemáticamente

en la Figura 5.



FIGURA5. Niveles de hormonas durante el ciclo estral de la
rata.
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En la rata hembra se pueden observar, por lo tanto, dos modg

lidades de secreción. La secreción basal se caracteriza por po

seer picos episódicos de descarga cuya frecuencia y amplitud va

ria de acuerdo a las distintas fases del ciclo estral. Este tipo

de secreción se establece tempranamente, durante el periodo juve

nil. En la rata adulta, la secreción basal es interrumpida en la

tarde del proestro por pulsos de gran amplitud y frecuencia, que

constituyen el pico preovulatorio de LH. Este tipo de secreción

cíclica se completa a las 5 semanas de vida postnatal.

La descarga periódica de LRHy las acciones regulatorias e

jercidas por los esteroides ováricos son las que determinan las

dos modalidades de secreción. Existen evidencias de que el estrg

diol ejerce una atenuación profunda sobre la amplitud de los pul

sos de LRHy asi sobre LH y FSH. Dado que los estudios no hmupe;

mitido identificar estradiol y LRHen la mismaneurona (31), pue

de ser que las neuronas productoras de LRHno sean el sitio de ag

ción directo de la acción regulatoría del estradiol, sino que la

mismase realice a través de otros sistemas neuronales y que lue

go sea traducida a las neuronas LRH.

La regulación de la secreción de LRHpuede involucrar la li

beración de neurotransmisores en o alrededor de las neuronas pro

ductoras de esa hormona. La naturaleza precisa de las interaccig
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nes entre el sistema peptidérgico LRHy el sistema central monoa

minérgico no es del todo clara.

Varias evidencias muestran que las neuronas productoras de NA

del locus coeruleus de la rata parecen facilitar, mientras que las

productoras de DAdel sistema túberoinfundibular parecen inhibir

la liberación de GR(32). Las fibras nerviosas provenientes de g

sos dos sistemas se encuentran asociadas con las terminaciones de

las neuronas productoras de LRHa nivel de 1a EM(33). La exis

tencia de una relación funcional entre esteroides sexuales y los

sistemas monoaminérgicoses sugerida por la localización autorra

diográfica de estradiol en los núcleos de neuronas NAy también

por la de neuronas conteniendo receptores para estradiol rodeadas

por terminales CA (34).

Utilizando una técnica combinadade autorradiografía e inmu

nohistoquimica, se pudo localizar estradiol en neuronas contenieg

do tirosina hidroxilasa dentro del núcleo arcuato (35). Esto su

giere que el estradiol influye directamente sobre las neunmwmCA,

pudiendo ejercer sobre ellas efectos genómicosen sitios nuclea

res. Ademásse sugiere que las neuronas CAinfluyen sobre lasreg

ronas peptidérgicas por inervación directa. Esta evidencia morfg

lógica, junto a la observación de la existencia de un recambfladig

minuido de DAy aumentado de NAen la EMde la rata en el proes
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tro (32,36), da sostén al concepto de que el estradiol activa un

sistema catecolaminérgico dual, que involucra un mecanismodopam;

nérgico inhibitorio y uno noradrenérgico estimulante sobre el con

trol de la secreción de LRH.

Otros neurotransmisores también parecen actuar en la regulg

ción de la actividad de las neuronas LRH. Existe evidencia expe

rimental que sugiere que la acetilcolina y el ácido {-aminobuti

rico (GABA)estimulan y que la serotonina inhibe 1a liberación de

LRH. Neuronas serotoninérgícas, colinérgicas y gabaérgicas están

asociadas a circuitos neuronales que controlan la secreción deIRH.

La participación serotoninérgica en el control preovulatorio

de LHes confusa. Algunos datos indican que 1a 5-HT ejerce mirol

facilitador de la liberación fásica de LHy la ovulación, múafixas

que otros muestran un efecto inhibitorio. Las razones de estas

discrepancias no se explican, aunque no puede descartarse que e

xistan ambosmecanismos, que se activen bajo distintas condicio

nes fisiológicas y experimentales. Hay evidencias morfológicasdm

la presencia de terminales nerviosas serotoninérgicas en estrecho

contacto con terminales que contienen LRHa nivel de la EM, locmm

favorece la hipótesis sobre una interacción entre ambossistemas

a ese nivel. La concentración de 5-HT dentro de la EMvaria du

rante el ciclo estral de la rata, observándose una reducción del
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50 %en la tarde del proestro, probablemente asociada con 1a libg

ración de LH. La mayoria de las terminales serotoninérgicas se

encuentran en el núcleo SQ, área que se sabe que está involucrada

en el control de la ovulación y la regulación de ritmos circadia

nos de numerosas hormonas hipofisarias, entre ellas la LH. La ig

hibición de 1a sintesis de 5-HTo de sus receptores o el bloqueo

del ritmo diario de 5-HT, anula completamente el ritmo circadiano

de LH, la ovulación y la liberación de LHpor administración de E2

y P en 1a rata ovariectomizada (ver en detalle, Capitulo 2.A.3.).

Respecto a la participación de los péptidos opioides endóge

nos, se sabe que son capaces de reducir crónicamente la secreción

de LH. Los POEse encuentran en grandes concentraciones dentro

del hipotálamo, en la región relacionada directamente con el con

trol de la secreción de GR. Se encontraron receptores opiáceos y

neuronas productoras de tales péptidos en vecindad con las qmacon

tienen LRH,dentro del área P0 y otras zonas que participan aula

regulación de la liberación de LH, como el caso de la amfixbla. Se

cree que los opioides actúan alterando 1a actividad de aminas bié

genas hipotalámicas, por ejemplo, reduciendo la actividad de neu

ronas NAo estimulando las 5-HT. Se especula que los POEejercen

un rol inhibidor sobre la maduración del SNCdurante 1a etapa pre

puberal de la rata hembra (ver en detalle, Capitulo 2.A.4.).



Otro de los elementos quimicos que parecen interactuar con

la producción de LRHdurante el ciclo sexual, son las prostaglan

dinas (Pgs). Se ha establecido que las de la serie E estimulan

1a liberación de LHy FSHincrementando aparentemente la libera

ción de LRH(37,38). Se cree que el efecto de las Pgs sobre 1a

secreción de LRHes independiente de los mecanismos adrenérgico ,

dopaminérgico, serotoninérgico o colinérgico.

Se ha intentado explorar la participación de los distintos

neurotransmisores en el efecto hipotalámico de las Pgs. Datalsen

tido, no se pudo impedir la acción de la PgE2 sobre la secreción

de LHmediante el bloqueo del sistema CAo colinérgico (37). Sin

embargo, se comprobó que la capacidad estimulante de la NA sobre

la Secreción de LRHdisminuye significativamente cuando se incu

ban los tejidos con inhibidores de la síntesis de Pgs, efecto que

puede ser revertido mediante la administración de PgE2 (39).
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1.B. DIFERENCIACION SEXUAL DEL HIPOTALAMO

Son bien conocidas las diferencias entre ambos sexos, en es

pecial aquellas que se refieren a los caracteres sexuales prima

rios y secundarios. Unade las diferencias fundamentales desde

el punto de vista endócrino entre hembras y machos, es la presen

cia en las primeras de los ciclos sexuales. Estos ciclos, según

los antiguos conceptos de Moore y Priece (40), eran debidos a 1a

interacción entre 1a hipófisis y las gónadas; la primera segregg

ba gonadotrofinas en forma cíclica, las que actuando a nivel ová

rico producían hormonas sexuales también en forma de ciclos.

Los estudios orientados a la determinación de la autonomia

de la hipófisis en lo referente al control de los ciclos sexuales,

han tenido su respuesta 25 años después que Moore y Priece formu

laran su teoria. Martinez y Bittner (41) demostraron mediante el

transplante de hipófisis de machos en hembras y viceversa, que 1a

hipófisis de un machoa1 ser colocada dentro de la silla turca de

una rata hembra hipofisectomizada, adquiere la propiedad de segrg

gar GRen forma cíclica y, por lo tanto, mantiene los ciclos no;

malmenteen el animal receptor. Por otro lado, la hipófisis de

la hembra a1 ser transplantada en un machohipófisoprivo, adquie

re 1a caracteristica de secreción continua de GR(secreción tóni
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ca) que caracteriza al macho.

Es evidente, de acuerdo a estas experiencias, que la secre

ción cíclica o tónica de GRen la hembra y el macho respectivameg

te, no se debe a una acción autónoma de la hipófisis sino que de

pende de otras estructuras. Comose demostró más tarde, las difg

rencias sexuales en el tipo de secreción gonadotrófica se deben a

la influencia del SNCsobre la hipófisis y es en el hipotálmmadon—

de se originan los impulsos que dan comoresultado la secreción

cíclica o tónica de GR.

La administración de hormonas sexuales a animales en distig

tos momentosde maduración sexual ha permitido aclarar muchos de

los aspectos de la diferenciación sexual. Desde muchos años a

trás se tenian evidencias de que las hormonas podian actuar como

inductoras de modificaciones fundamentales en el SNC(42,43). En

1936, Pfeiffer,(44) publicó un conjunto de observaciones que se

pueden resumir asi:

1) el injerto de un testículo en ratas hembra recién nacidaspmg

duce un sindrome anovulatorio, con desarrollo folicular sin cuer

po amarillo y estro permanente.

2) si se castra un macho recién nacido y una vez adulto se le

injerta un ovario, éste muestra foliculos normales y desarrolla
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cuerpo lúteo. En el machono castrado el injerto ovárico no des;

rrolla.

3) si se castra una rata hembra al nacer y se injerta un ovario

cuando llega a la adultez, el mismodesarrolla normalmente y el g

nimal ovula.

La administración de testosterona en animales prepúberes ba

jo diversas circunstancias experimentales permitió aclarar algu

nos hechos (45). En primer lugar, quedó bien establecido que la

edad del animal que recibe la hormona es fundamentalmente impoñxg

te en la respuesta obtenida.

El testículo de 1a rata secreta andrógenos ya a partir del

nacimiento, en cambio el ovario inicia su secreción hormonal de

manera significativa más tarde, alrededor de los 10 dias de edad.

Esto indica que existe una diferencia fundamental, desde el punto

de vista hormonal entre ratas hembra y machos: mientras que el

machoposee hormonas sexuales circulantes desde el nacimiento, la

hembra carece de las mismas durante los primeros dias de vida (o

su concentración no es suficiente para afectar el desarrollo del

SNC). Para que la administración de testosterona sea efectiva y

provoque en la rata hembra el sindrome anovulatorio, debe ser ad

ministrada en todos los casos, antes del 5° dia de vida. Los ani
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males inyectados al 10° dia ovularon cuando adultos en un 60 %de

los casos, mientras que aquellos que se inyectaron a los 20 dias

de edad no presentaron alteración alguna (46).

Comoen la rata macho la secreción de andrógenos se produce

desde el nacimiento, para impedir sus efectos masculinizantes so

bre el SNC,la castración debe realizarse antes del 3° dia de vi

da. De este modosi se injerta un ovario en este animal se consg

guirá hacerlo ovular (47).

De acuerdo con las evidencias existentes en la 1iteratura,se

desprende que en la rata y el ratón, la diferenciación del tipade

secreción gonadotrófica se produce durante los primeros dias de g

dad del animal y está directamente influenciada por 1a presencia

o no de hormonas androgénicas en ese periodo.

De acuerdo con los conocimientos existentes sobre el control

nervioso de la hipófisis y a los experimentos de transplante de

hipófisis de machos y hembras relatados anteriormente, que demos

traron la participación de otras estructuras en la diferenciación

sexual del ritmo gonadotrófico no fue dificil suponer que los an

drógenos participaban en estos mecanismosactuando a través del

SNC,especialmente a nivel hipotalámico (área PO-SQdel hipotála

moanterior) (Figura 6). La demostración de este hecho surgió a

partir de experimentos en los que se pudo obtener el sindrome ang
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vulatorio, semejante al observado con testosterona, por medio de

diversas lesiones hipotalámicas. Por ejemplo, la destrucción e

lectrolitica del área hipotalámica anterior, cerca del área preóp

tica, provocó en la rata hembra, una esterilidad permanente con

estro continuo (48).

En base a esas experiencias se considera actualmente la exig

tencia de dos niveles en lo que se refiere a1 control ejerciïapor

el SNCsobre la secreción de GR: el primero se encuentra en el

hipotálamo medio, en la zona de los núcleos arcuato y ventromedig

no; en ésta residen los mecanismosnerviosos responsables ddlcqg

trol tónico o machode 1a secreción gonadotrófica (Figura 7). El

segundo nivel de regulación está situado en el hipotálamo anunior,

en la zona de los núcleos preóptico-supraquiasmático, siendo es

tas áreas hipotalámicas responsables del control cíclico de la se

creción gonadotrófica, ya que están directamente involucradas en

la descarga cíclica de GR. Este segundo nivel actúa mediante la

activación cíclica de los núcleos medianos del hipotálamo, respog

sables de la descarga tónica de GR. El resultado de esa activa

ción es la descarga gonadotrófica en forma de ciclos, que provoca

la ovulación.

Varios experimentos avalan la existencia de esos mecanismos.

Se puedencitar entre ellos, los referentes a la desconexión del
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hipotálamo medio del área hipotalámica anterior. Los aninalescnn

este tipo de desconexión no ovulan, pero mantienen una secreción

tónica o basal de GR. Por otro lado, el estimulo eléctrico del h;

potálamo anterior produce descarga de GRy ovulación en animales

con esterilidad permanente inducida por administración de testos

terona en los primeros dias de vida (49,50). Esta observación dg

muestra que la administración de andrógenos a hembras recién naci

das altera los mecanismosovulatorios a nivel del hipotálamo antg

rior (núcleos POy SQ). Comoconclusión e integrando todo lo ex

puesto, se puede considerar que:

l) las diferencias sexuales en el ritmo de secreción gonadotró

fica, cíclico en la hembra y tónico en el macho, se deben a un t;

po de control diferente ejercido por el hipotálamo sobre la ante

rohipófisis en ambos sexos.

2) tanto la rata macho como la hembra nacen con el primer nivel

de control, que es de tipo tónico.

3) en la hembra, la falta de hormonas sexuales circulantes per

mite que entre el dia 1° y 10° de vida se desarrolle el segundoq;

vel en el área hipotalámica anterior, siendo éste responsable de

la secreción cíclica de GR.

4) en el macho, donde los testículos segregan andrógenos desde
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el momentodel nacimiento, el área involucrada en el control cí

clico no se desarrolla, por efecto directo de las hormonastesti

culares, teniendo por lo tanto un control tónico de la secreción

de GR (Figuras 6 y 7).

Luego de la demostración de la influencia de los andrógenos

en la diferenciación hipotalámica del control gonadotrófico,se}n

tratado de determinar la especificidad de la acción androgénica.

Los estudios han demostrado que es posible modificar el ritmo de

secreción gonadotrófica y obtener esterilidad permanente, median

te la administración de un gran número de hormonas naturales como

también de productos de síntesis. Por ejemplo, se puede citar en

tre otros, a los estrógenos (51), progesterona (52), GR(53), etc.

No se conoce exactamente el mecanismo de acción de estas sustan

cias y si juegan un papel importante en condiciones fisiológicas.
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FIGURA6. Efecto de 1a testosterona sobre la secreción cíclica

de gonadotrofinas.
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1.C. CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA PUBERTAD EN LA RATA HEMBRA

Parece haber concenso de que la pubertad no depende de un ú

nico mecanismo. Másbien, parece ser el resultado de la integra

ción de varios procesos que se desarrollan en distintos momentos

a través del período prepuberal. A continuación se reveen y dis

cuten los mecanismosposibles involucrados en la génesis del pri

mer pico preovulatorio de GRen la rata.

La primera ovulación ocurre, en el caso de 1a rata, alrededor

de los 35-40 dias de vida postnatal. Ojeda y colaboradores (54)

proponendividir al intervalo entre el nacimiento y la pubertad en

cuatro fases: un periodo neonatal, que comprende la primera sem;

na de vida postnatal; un periodo infantil, que se extiende entre

los dias 7 y 21 de vida; un periodo juvenil, entre los dias 21 a

aproximadamente 32 o más precisamente hasta la primera manifesta

ción de actividad estrogénica aumentada (presencia de fluido ute

rino) y un periodo peripuberal, que incluye los dias que acompa

ñan la primera ovulación.

Existen tres componentesbásicos que interactúan para alcan

zar la madurezsexual: el cerebro, la hipófisis y las gónadas.

Glándula Hipófisis
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La capacidad de los gonadotropos para responder a LRHdesa

rrolla durante los últimos días de gestación, se hace máximadu

rante la segunda semana de vida postnatal y decrece luego a medi

da que el animal se acerca a 1a pubertad (55). En el primer pro

estro, bajo la influencia de niveles elevados de estrógeno, la rq;

puesta a LRHaumenta nuevamente. Además, el aumento en los nivg

les de LRHobservado en este periodo tiene de por si un efecüaseg

sibilizador sobre la hipófisis. De este modo, parece evidente que

la hipófisis puede responder al estímulo de LRHcon un amena) de

LH muy tempranamente.

Dado que el SNCy el ovario alcanzan un desarrollo completo

a una edad relativamente tardía, se puede concluir que la hipófi

sis es el primer componentedel eje que adquiere competencia re

productiva.

El Hipotálamo v el Desarrollo del Mecanismode RetroalimentaciónM
Aunque no cabe duda de que el hipotálamo está sujeto a una

variedad de influencias inhibitorias y estimulantes (56), también

es claro que la madurez adecuada de áreas hipotalámicas especifi

cas es condición fundamental para que ocurra la pubertad.
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Pequeñas cantidades de LRHpueden ser detectadas por radioig

munoensayoen fetos de 17 dias de gestación. Luego del nacimien

to, la concentración de LRHen el HMBaumenta lentamente hacia_1a

etapa puberal, pero la capacidad del hipotálamo para liberar el

neuropéptido aumenta por primera vez alrededor de la segunda sem;

na de vida. Existe evidencia indirecta que sugiere que esta capa

cidad aumenta otra vez durante la etapa juvenil.

En la pubertad, comoconsecuencia de los niveles permanente

mente elevados de estrógenos, se produce el pico de LRHque provg

ca la primera descarga preovulatoria de LHy FSH. Mientras qmael

pico de LRHes en gran medida un fenómeno estrógeno-dependiente,

el sistema liberador de LRHno se mantiene inactivo durante los

dias prepuberales, cuando los niveles de estrógenos son bajos.

Hay autores que han descripto picos esporádicos de LHen ratas ig

fantiles y juveniles (57). La magnitud de estas descargas parece

estar atenuada durante el periodo juvenil (dias 21 a 32), proba

blemente debido a una mayor influencia negativa esteroidea.

Durante el desarrollo juvenil tardío ocurre un cambio en la

liberación pulsátil de LH, con pulsos más prominentes en la tarde

que en la mañana (58). Este cambio parece reflejar los pasos de

madurez finales del sistema liberador de LRH,dado que pocos dias

después ocurre el primer pico preovulatorio de LRH.
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Los mecanismos que controlan la liberación prepuberal de LH

no se conocen. La presencia de picos de LH en ratas infantiles

fue inicialmente atribuida al mecanismode retroalimentación pos;

tivo estrogénico funcional. Pero este concepto fue abandonadodg

bido a que también se observó en ratas macho, que el disturbü) en

tre las crías lo anula y que 1a administración de suero anti -es

tradiol no lo evita. También, durante la segunda semana de vida

existe suficiente «i-feto-proteina en 1a circulación comopara u

nir la mayorparte del estradiol existente (59). De este modo,pg

receria claro que es el SNC,al menos en parte, el involucrado en

la génesis de los picos de LH. Al respecto,se vio que un aumento

en el recambio de NAacompaña a los pulsos de LH (60).

Es evidente la importancia del tipo de liberación pulsátilde

LRHpara el desarrollo puberal, dado que la administración pulsá

til de neuropéptido en monas prepúberes adelantó 1a primera ovulg

ción y generó un perfil hormonal indistinguible del observado du

rante la pubertad normal (61). Asi, mientras que la liberacüülde

esporádica de LHen ratas inmaduras representa probablemente una

actividad desordenada de la maquinaria Ziberadora de LRHen desa

rrollo, la sincronización vespertina de pulsos puede indicar una

terminación de conexiones sinápticas entre las neuronas secreünas

de LRH. Ademáspuede reflejar el establecimiento de interacciones
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neuronales funcionales LRH.

Han sido involucrados varios neurotransmisores en la madura

ción del sistema liberador de LRH,pudiendo ser que ellos operen

en conjunto. Durante los días juveniles ocurre un aumento progrg

sivo en el recambio de NAy DA, una disminución en la sensibilidad

de los receptores hipotalámicos a la DAparece desarrollar en prg

sencia de un recambio elevado de DA (62) y se hace menos pronun

ciado el tono opioide inhibitorio que opera durante el periodo ig

fantil (63).

Está bien establecida la participación de la NAen la libera

ción cíclica de LHen el animal adulto. La NAtambién parece pa;

ticipar en el primer pico preovulatorio de LH, dado que la des

trucción de terminales hipotalámicas NA por medio de la neurotg

xina específica 6-hidroxidopamina anula el pico de LRHinducido

por administración de PMSen ratas prepúberes (64)- Elcmmbfiaprnl

cipal observado en la actividad‘de los neurotransmisores durante

los dias que acompañana la primera ovulación, es el aumento enel

recambio de NA (65).

Se puede concluir que la alteración en la actividad de los

neurotransmisores más directamente relacionada con la génesis del

pico de LRHes el cambio en el metabolismo de NA. Cambios secueg

ciales en las actividades de DA,serotonina y opioidea tambiéupug
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den formar parte de los procesos de maduración de 1a secreción de

LRH, pero de manera no bien aclarada.

Los mecanismosintracelulares que llevan al primer pico de

LRHincluyen un aumento en la capacidad hipotalámica de producir

PgE2. El aumento en la sintesis de PgE2 es a la vez parcialmen

te dependiente de la elevación de los niveles de estradiol que ag

tecede al pico de GR; asi, el E2 parece jugar un rol importante

dentro de los procesos a través de los cuales el hipotálamo ad

quiere competencia. No solamente afecta el flujo de impulsos no;

adrenérgicos y la síntesis de PgEz, sino que también facilita el

crecimiento neuronal y la formación de sinapsis maduras en areas

hipotalámicas ligadas con el control de 1a secreción de GR (66).

Tal adquisición de conexiones interneuronales maduras puedeanrfug

damental tanto para la liberación pulsátil sincrónica de LHcomo

para el pico preovulatorio de LRH.

La capacidad del eje hipotálamo-hipofisario para respondaral

estradiol con un pico de LH, desarrolla a1 final del periodo in

fantil (alrededor de los 20 dias de edad). En este momento, sin

embargo, los niveles necesarios para provocar el pico son el do

ble de los del primer proestro. Antes de esa edad, el estradiol

es incapaz de inducir el pico de LH.

Luegodel establecimiento del perfil de liberación de LH de
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amplitud baja matutina y alta vespertina y en presencia de mheles

adultos de liberación de GHy PRL, los ovarios comienzan a produ

cir cantidades aumentadas de E2 y estimulan el crecimiento uteri

no y la acumulación de fluido uterino. Una vez que alcanza un n;

vel adecuado por un periodo de tiempo suficiente, el E2 actúa so

bre una unidad hipotálamo-hipofisaria competente para provocar el

primer pico de LRHy GR. Este aumento es acompañado por un incrg

mento de 3 ó 4 veces en los niveles de P que puede facilitar el g

fecto estimulante del E2 sobre la liberación de LRHy LH (67).

Se puede concluir que el hipotálamo es el segundo componente

del eje en alcanzar la competencia. Aunquedurante los dias pre

puberales ocurren ajustes tardios, el sistema liberador de LRHe;

tá totalmente capacitado para responder al estradiol con una libg

ración de LHde magnitud preovulatoria al final del periodo infag

til (aproximadamente a los 22 dias de edad).

Mecanismode Retroalimentación Neqativo Esteroideo

Durante los dias infantiles y neonatales, el efecto negativo

inducido por el E2 sobre la secreción de GRestá oculto por la pq;

sencia de niveles elevados de ci-feto-proteína que une a los es

trógenos con avidez (68). El efecto negativo predominante en ese
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momentoes provisto por los andrógenos. Cuandoesa proteinaábcli

na, aumenta la efectividad del E2 haciéndose máximadurante los

dias juveniles. La capacidad del E2 para mantener controlada la

concentración de GRpermanece operativa hasta el mismodia delgxg

estro (69). Entre el momentodel primer pico de GRy la ovulación

ocurre una caida abrupta en la sensibilidad del SNC,de modo que

el E2 se hace menos efectivo para mantener a nivel la liberación

de LHy FSH. Casi toda la efectividad es alcanzada sin embargo

en presencia de niveles postovulatorios de P, los que en si mis

mos no suprimen la liberación de GR. Asi, en la pubertad existe

un cambio de umbral de sensibilidad al efecto negativo del E2 pe

ro ese cambio no parece ser un fenómeno asociado con la primera g

vulacíón y responsable del inicio puberal (70). Datos obtenidos

en niñas agonadales y monas Rhesus parecen avalar el concepto de

que el cambio en dicho umbral acompaña la pubertad pero no la in;

cia. Esto hace pensar que la madurez del SNCjuega un rol esen

cial para que ocurra 1a pubertad. En el caso de los primates, se

ha sugerido la existencia de un freno central de la secreción de

GRcomo el responsable de mantener en su punto los niveles de las

mismas en la etapa juvenil. En el caso de la rata, este mecanis

mono parece jugar un rol predominante en la determinación del

perfil prepuberal de la secreción gonadotrófica. En cambio, el
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mecanismode retroalimentación negativo esteroideo parece ser fun

damental en el mantenimiento de la secreción de GRa bajo nivel.

La integración final del eje para iniciar la función cíclica

no ocurre a menos que el ovario adquiera 1a capacidad de secretar

esteroides en concentraciones preovulatorias. El desarrollo ová

rico se produce bajo la influencia del SNCque actúa gobernando

la secreción de GRy también parecería que a través de influencias

neurales directas sobre 1a glándula.

El Ovario

El desarrollo del folículo preovulatorio lleva aproximadameg

te 19 días desde el inicio,inducido por los niveles elevados de

FSHen ratas infantiles. Esos tenores altos parecen ser importan

tes para el inicio de la onda de crecimiento folicular que da co

moresultado el desarrollo de algunos de los foliculos destinados

a ovular en la pubertad.

Aunqueel ovario infantil puede responder a las GRtanto exé

genas comoendógenas con secreción de esteroides, en la pibertad se

observa el mayor grado de respuesta. La secreción de E2 y P en

respuesta a la administración de GRaumenta gradualmente durante

el período juvenil y luego abruptamente pocos dias antes de la o
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vulación. Estos cambios en la función esteroidea del ovario, co

moasi también el desarrollo de la glándula en general, están de

terminados por factores intrinsecos y extrinsecos. Entre los in

trinsecos se encuentra el aumentoinfantil de receptores a FSique

es seguido por un aumento juvenil de receptores a LH. Miafinascnm

el número de receptores a LHen todo el ovario aumenta moderada

mente en la pubertad, ocurre un marcado aumento en el contenido

de receptores a LHen las células de la granulosa entre el perio

do juvenil y el primer proestro, indicando un desarrollo folianar

acelerado. Estos cambios en los receptores a LHse correlacionan

bien con 1a capacidad de la LHpara provocar una secreción de es

teroides. En el primer proestro, la capacidad del ovario para pq;

ducir E2 y P es máxima y se observa una caida abrupta en la pro

ducción de 3-tá—androstenediol (metabolito androgénico 5-cx-redu

cido). Alrededor del dia 25 de edad ocurre una disminución en el

número de receptores ováricos a LRHy esta declinación es mayor

cuando se observa 1a mayor acumulación de fluido uterino. Esta

caida de receptores a LRHpodria indicar una influencia inhibito

ria disminuida de LRHdurante los dias pre y puberales. Al mismo

tiempo se hace más acentuada la influencia estimulante provista

por mecanismos (5—adrenérgicos. Receptores f3-adrenérgicos del

tipo (52 pueden.ser detectados en ovarios juveniles y se vio que
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agonistas (52 produce la liberación de P, andrógenos y algo de E2.

Conexcepción de androstenediona, la liberación del resto de este

roides se ve sólo en ovarios preovulatorios (P y testosterona) y

luego de la ovulación (P). Se vio que el control adrenérgico de

los ovarios es provisto tanto por la médula adrenal comopor los

nervios adrenérgicos ováricos. Mientras que la supresión de adrg

nalina (A) circulante por remoción de la médula adrenal retrasa el

inicio puberal, la A puede actuar sobre células de la gnmnflosa'fin

vitro" en concentraciones nanomolares aumentando 1a liberación de

P y potenciando el efecto de las GR.

La sección del nervio ovárico resulta en una caida rápida de

la liberación de esteroides. Luego existe un aumento en el con

tenido de receptores P-adrenérgicos y un desarrollo de hipersen

sibilidad esteroidea a la estimulación c>(medidaen células de la
granulosa en ratas juveniles).

El ovario también recibe inervación del nervio vago. Sisec

ción disminuye la respuesta ovárica a GRy retrasa significativa

mente el inicio puberal, sugiriendo que la influencia vagal es eg

timulante de la función ovárica prepuberal. Las fibras vagalespg

recen ser peptidérgicas.

Asi parecería que el desarrollo ovárico está regulado no so
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lamente por las GRsino también por aferentes neurales que pueden

llevar información directa desde el hipotálamo a la glándula. Ial

conexión puede explicar por qué el ovario está activado en la pu

bertad, a pesar de los bajos niveles de GR(aunque el cambio aula

liberación pulsátil de LHocurre antes de la pubertad).

Otras hormonas hipofisarias, la PRLy la GH, juegan un rol

importante en la determinación del momentodel desarrollo puberal

en la rata hembra. La secreción de ambas aumenta durante el pe

riodo prepuberal, en el momentoen que las GRestán bajas. La HU;

adelanta el inicio puberal actuando a nivel del SNC(71) y del o

vario (72). A nivel ovárico, la PRLfavorece el desarrollo foli

cular y aumenta la respuesta esteroidea a las GR. Parece ejercer

estos efectos facilitando las acciones de la LHa través del man

tenimiento y/o aumento de la sintesis de receptores a LH. En con

traste, el mecanismoque involucra el efecto central de la PRLno

se conoce bien. Hay quienes observaron que la PRLlibera FSchaa

do se implantaba en el hipotálamo (73,73). Otros postularon que

la PRLdesensibilizaria los receptores a DA(mediante el aumento

de recambio de DA)y asi liberaria a LRHdel tono inhibitorio dg

paminérgico (ver en detalle, Capitulo 2.A.5.).

La supresión de la GHretrasa el inicio puberal (75), fenómg

no que no parece correlacionarse con cambios en el peso corporal,
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sino que está más en relación con el desarrollo ovárico retrasado,

producto de la deficiencia en GH. A1 igual que 1a PRL, la GHpug

de actuar sobre el ovario para aumentar la capacidad esteroidogé

nica glandular a las GR(75).
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2.A. ESTUDIOS SOBRE EL DESARROLLO DEL MECANISMO DE RETROALIMEN

TACION POSITIVO EJERCIDO POR LOS ESTEROIDES SEXUALES SOBRE

LA SECRECION DE GONADOTROFINAS EN LA RATA PREPUBER

2.A.l. DESARROLLO DEL MECANISMO DE RETROALIMENTACION POSITIVO

NORMAL

2.A.1.a. Acción de los Estrógenos "in vitro" sobre 1a Síntesis

de Proteinas en Hipotálamo de gatas Prepúberes

Introducción

Es un hecho bien conocido que los estrógenos juegan un papel

fundamental en la descarga ovulatoria de GRa nivel hipotalámico,

y que éste es un mecanismo fundamental en lo que se refiere a la

aparición de la pubertad y los ciclos sexuales (76,77). Teniendo

en cuenta 1a estructura peptídica del factor liberador de LHy FSH,

los cambios en la sintesis proteica del hipotálamo bajo determina

das circunstancias experimentales, pueden ser un indice de modifi
caciones en la sintesis de LRH.

La finalidad de este trabajo ha sido investigar si los estré

gang “in vitro" son capaces de modificar 1a sintesis de proteinas
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del hipotálamo; determinar, en caso afirmativo, la edad del ani

mal en que este hecho se produce y estudiar si existen áreas espg

cificas del hipotálamo involucradas en este fenómeno.

Materiales 1 Método

Se utilizaron ratas machoy hembra prepúberes que crecieron

en el vivero del Departamento de Fisiología de la Facultad de Me

dicina de Buenos Aires bajo condiciones de luz y temperatura con

troladas (12 horas de luz, de 8 a 20 y 25 grados centígrados).

Las ratas pertenecen a la cepa de dicho Departamento.

Los animales se sacrificaron por decapitación a los 10, 15 y

20 dias de edad, extrayéndose el hipotálamo que fue dividido en

tres áreas: anterior, media y posterior, mediante dos secciones

transversales. La primera de ellas se realizó a través del quiag

ma óptico y la segunda inmediatamente detrás del infundibulo, co

mo fuera descripto en trabajos previos (78). Cada una de estas á

reas fue dividida en dos porciones simétricas a través de un eje

ántero-posterior; una de ellas fue incubada en un medio contaüeg

do 0.01 pg/ml de benzoato de estradiol y 1a otra mitad en un me

dio sin hormona. Para cada experimento individual se utilizaron

2 animales.
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Una vez obtenidas las muestras de tejido se secaron en pa

pel de filtro, se pesaron en una balanza de torsión y luego se in

cubaron en l m1 de medio isotónico conteniendo 1 Pci de leucina

tritiada (L-4-5-3 H leucina, 20 Ci/PM). La incubación se realizó

durante 90 minutos a 37 grados centígrados en un agitador metabó

lico tipo Dubnoff en fase de 02:C02 (95:5 v/v).

Unavez finalizada la incubación, se lavó el contenidocks ve

ces con el medio de cultivo, se centrifugó y homogeneizó en 2 ml

de ácido tricloroacético (TCA)al 10 %conteniendo 0.2 %de leuci

na no radioactiva. Luego de la homogeneización, se centrifugó la

suspensión a 6.500 g durante 15 minutos. La fracción insoluble

en ácido se lavó con el mismo al 5 %, dos veces con cloroformo:

metanol y una vez con éter. El precipitado se separó por centri

fugación en frío. El residuo se resuspendió con 2 ml de TCA, se

calentó a 90 grados centígrados durante 15 minutos y se centrífu

gó nuevamente en frío. El residuo proteico se disolvió en 0.5 ml

de hidróxido de sodio l My se tomaron alícuotas para determinar

l DJ concentración de proteínas (79) y medir la radioactividad. Es

ta última se determinó en un contador de centelleo líquido.

La radioactividad incorporada a proteínas se expresó en de

sintegraciones/minuto (DPM)por mgde proteína. Los resultados

se analizaron estadísticamente de acuerdo al test "t" de Student.



Resultados

En 1a Tabla I está representado el efecto del estradiol "in

vitro" sobre la sintesis de proteinas en distintas áreas del hipg

tálamo y corteza cerebral de ratas hembra prepúberes. Comose pq;

de observar, 0.01 Pg/ml de hormona provocó un aumento significati

vo en la incorporación de leucina tritiada a proteinas del área

hipotalámica anterior en ratas de 15 y 20 dias de edad, pero no

en animales de lO dias. Por otro lado, 1a adición de estradiolrm

modificó 1a sintesis de proteinas en las áreas hipotalámicas me

dia y posterior, ni en la corteza cerebral.

Los estudios en ratas machomuestran que el estradiol no mo

dificó la síntesis de proteinas en ninguna de las áreas hipotalá

micas a ninguna de las edades estudiadas (Tabla II).

Conclusiones

Se demuestra que el estradiol es capaz de estimular la sintg

sis de proteinas del área hipotalámica anterior de la rata hembra

prepúber a partir de los 15 dias de edad y no antes. Este efecto

no se observa en 1a rata macho.

Teniendo en cuenta la estructura peptidica de la LRH,se pug



IEBLAI.

IncorporacióndeL(3H)leucinaenProteinasdeHipotálamodeRatasHembraPrepúberes.

Tejido

10Dias

15Días

20Días

Hipotálamo Anterior Medh) Posterior Cbrteza Cerebral

Control

17.378tl.837a

(6)

15.756i2.000

(6)

18.984i2.163

(6)

12.508i2.510

(6)

Estradiol

l9.237i2.634

(6)

15.266i1.959

(6)

19.977:3.796

(6)

11.124:2.551

(6)

üxúrol

13.596i1.832

(14)

Estradiol

l9.343i2.439b

(14)

p<0.025

14.300il.661

(13)

17.134:2.131

(10)

10.801i1.300

(13)

12.163i1.611

(13)

21.904t2.756

(10)

9.972:1.522

(13)

merol

8.109t1.028

(10)

Estradiol

1252011.677b

(10)

p<0.025

6.524i862

(8)

8.115i1.506

(10)

2.9521557

(10)

8.404il.751

(8)

9.169i1.728

(10

3.762i620

(10)

a.DPM/mgdeproteina(promediot errorestandard).

paréntesis.

b.Estadisticamentesignificativocomparadoconelcontrol.

Númerodedeterminacionesentre



TABLAII.

IncorporacióndeL(3H)leucinaenProteinasdeHipotálamoenRatasMachoPrepúberes.

Tejido ¡üpotáhmn Anterior Nbdio Posterior Cortema Cerebral

10Días

Control

11.017i2.824

(6)

9.281i2.140

(6)

12.229i1.763

(7)

4.9471677

(7)

Estradiol

11.169i2.872a

(6)

11.905i2.854

(6)

11.230:2.14o

(7)

6.288i819

(7)

a.DPM/mgdeproteina(promedioi

15Dias

Control

10.338i2.131

(6)

8.890i1.734

(6)

11.462:2.332

(6)

4.300i1.022

(6)

Númerodedeterminacionesentreparéntesis.

20Dias

ControlEstradiol

10.827i2.0539.742:1.e77e.17e:1.47e

(6)(7)(7)

Estradiol

9.798il.9647.920:1.7o96.229t834

(6)(8)(8)

12.208i1.63811.347t2.65010.050i2.202

(6)(7)(7)

4805t9213.00816772.358t238

(6)(6)(6)

errorestandard.
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de especular que el efecto estimulante del estradiol sobre hasig

tesis de proteínas del área hipotalámica anterior, está vinculado

con el efecto de retroalimentación positivo ejercido por la hormg

na ovárica sobre la secreción de dicha hormona.

2.A.1.b. Acción de los estróqenos "in vivo" sobre la secreción

de LHen ratas prepúberes

Introducción

De acuerdo con los conceptos actuales sobre la diferenciación

sexual del hipotálamo, la hembra tiene la capacidad de secretar GR

en forma cíclica mientras que el macho lo hace de manera tónica o

constante (45). Esta diferencia se debe a la presencia, en el hi

potálamo de 1a hembra, de centros nerviosos responsables de la ag

tivación ciclica de la hipófisis (80). La respuesta de los nú

cleos hipotalámicos a los estrógenos es fundamental para el con

trol cíclico de 1a secreción de GR, ya que esa hormona es la que

induce la liberación cíclica de la LRHy por lo tanto de LHy FSH.

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar el efecto de la

administración de estradiol sobre la secreción de LHen ratas hem

bra prepúberes de distintas edades, con el fin de determinar en
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qué momentode la vida de esos animales maduran dichos centros.

Se estudió también qué ocurre con la administración hormonal de

E2 a ratas hembra androgenizadas al nacer, en las que 1a presen

cia de andrógenos en 1a etapa perinatal produce una alteración

permanente de la secreción de GR (45), y en ratas macho prepúbe

res de distintas edades.

Materiales y Método

Se utilizaron ratas hembra y machos prepúberes, cuyo manteni

miento ya se describió anteriormente, que fueron sacrificadas a

los 10, 15, 22 y 25 dias de edad. Un grupo de hembras se androgg

nizó en el segundo día de vida con l mg de propionato de testostg

rona y se sacrificó también a los 10, 15, 22 y 25 días de edad.

Todos los animales fueron inyectados con 10 Pg de benzoato

de estradiol disuelto en aceite 72 y 24 horas antes del sacrifi

cio, por via s.c. Las ratas utilizadas comocontrol se inyectanxi

solamente con el vehículo.

Luegodel sacrificio por decapitación, se recogió la sangre

del tronco y una vez retraido el coágulo se separó el suero. La

determinación de LHsérica se realizó mediante la técnica de ra

dioinmunoensayo (RIA) por doble anticuerpo, según el método debüg
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wender y colaboradores (eli que utiliza LHovina tanto para inmu

nización (primer anticuerpo) comopara radioiodinación. La meto

dologia seguida para el ensayo es la sugerida por el National Ing

titute of Health, con ligeras modificaciones realizadas en el la

boratorio. Los reactivos fueron provistos por el National Insti

tute of Arthrities, Metabolism and Digestive Diseases (NIAMDD)de

pendiente del NIH, USA.

Se marcó LHpura ovina con Iodo 125 utilizando Cloramina T

comoagente oxidante y metabisulfito de sodio comoreductor (82).

El primer anticuerpo proviene de conejos inyectados con la hormo

na específica pura. Para separar el complejo hormona-primer anti

cuerpo que es soluble, se utilizó comoaglutinante o segundo anti

cuerpo suero de carnero antigammaglobulina de conejo.

Para cada determinación de RIA se realizó una curva de refe

rencia, en que se desplazó el complejo hormona marcada-primer an

ticuerpo con diluciones conocidas de hormona sin marcar (estan

dard).

La concentración de LHen cada muestra experimental se deteg

minó por duplicado. Los resultados se expresaron en nanogramos

por mililitro de suero (ng/ml) en términos del estandard LH- RPl

del NIAMDD.Los coeficientes de variación intra e interensayo fm;

ron de alrededor del 6 y 13 %respectivamente. La sensibilidad
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mínima del método fue de 2 a 5 ng/ml de suero.

La comparaciónestadística se realizó mediante el test "t"

de Student.

Resultados 1 Conclusiones

Comopuede observarse en la Tabla III, el efecto de la admi

nistración de estradiol sobre la secreción de LHen ratas hembra

prepúberes fue diferente según la edad; mientras que en animales

de 10 y 15 dias provocó una inhibición de 1a secreción de LH, 1a

estimuló a los 22 y 25 días de edad. En ratas macho y en hembras

androgenízadas al nacer en las que se anuló el desarrollo del cen

tro cíclico, se pudo observar solamente el efecto de retroalimen

tación negativo del estradiol en todas las edades estudiadas, es

decir, una inhibición de los niveles de LH. Estos resultados in

dican que existe una diferencia sexual en lo que se refiere al e

fecto del estradiol sobre la secreción de LH, siendo esta hormona

capaz de estimular la secreción de esa gonadotrofina en la hembra

pero no en el macho.

Ha sido establecido que durante el periodo de diferenciación

sexual del hipotálamo de la rata hembra se desarrollan núcleos h;

potalámicos que son los responsables de la secreción cíclica de



TABLAIII.EfectodelEstradiolsobrelaSecrecióndeLH.

HEMBRASMACHOSHEMBRASANDROGENIZADAS

EdadControlEstradiolControlEstradiolControlEstradiol

(días)

102514.11211.1*3012.11511.0*3011.31610.9*

(10)(10)(10)(10)(15)(10)

159117.31310.9*3314.11217.2*2811.41210.7*

(10)(9)(10)(10)(7)(7)

223012.19017.2*2011.41010.9*2711.31010.8

(8)(10)(9)(9)(8)(12)

2528i3.011016.0*25i1.29:0.7*30t1.412i0.9*

(10)(11)(11)(12)(15)(10)

LosresultadosestánexpresadosenngdeLH/mldesuero. Promediot errorestandard.Entreparéntesisestárepresentadoelnúmerode
determinaciones.

*Estadísticamentesignificativoconrespectoalcontrol.
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GR(45). Estos núcleos, de acuerdo a numerosas evidencias experi

mentales, están ubicados en el área POy SQdel hipotálamo ante

rior. Comose vio anteriormente, es en este área en que se prodg

ce un estimulo de la sintesis proteica por administración de es

tradiol, a partir de aproximadamentelos 15 dias de edad del ani

mal (ver 2.A.1.a.). Los resultados presentados muestran que el g

fecto estimulante de la hormona ovárica sobre 1a secreción de LH

comienza a ser detectado alrededor de los 20 días de edad. Es e

vidente, de acuerdo a ambos experimentos, que el mecanismo de re

troalimentación positivo ejercido por los estrógenos sobre la se

creción de GR, implica la madurez de centros nerviosos ubicados

en el hipotálamo de 1a rata hembra lo que ocurre alrededor de los

20 dias de edad. Las ratas machono presentaron modificaciones

en la sintesis de proteinas del hipotálamo anterior por acción

del estradiol, ni presentaron estimulación de la secreción de LH

por administración de esa hormona. Esto confirma el concepto so

bre insensibilidad del hipotálamo anterior a la acción de los es

trógenos en estos animales.

2.A.2. ACCION DE LA GLANDULAPINEAL

Introducción
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La melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina), es el prototipo

de una familia de compuestos biológicamente activos, los metoxin

doles, producidos por la glándula pineal de todos los vertebrados,

incluyendo al hombre. Su descubrimiento y las investigacionescpm

generó, proveyeron los primeros elementos bioquímicos para el ané

lisis experimental de la función pineal. En 1958, Lerner y cola

boradores (83) purificaron dicho principio y lo identificaron qui

micamente: la melatonina resultó ser aproximadamente 105 veces

más potente que la NApara producir aclaramiento de la piel de ag

fibios y su efecto se pudo demostrar en concentraciones de 10-13

g/ml. Los efectos de la melatonina sobre la pigmentación dérmica

de los mamíferos son mucho menos marcados y probablemente indireg

tos, a través de la modificación de la función hipofisaria. En g

llos, la melatonina ejerce efectos significativos a nivel de cen

tros integrativos neuroendócrinos (84):

La sintesis de la melatonina se inicia a partir de la capta

ción del aminoácido triptofano de la circulación general (Figura

8); una vez en la pineal, parte del mismose utiliza para la sin

tesis de proteinas, mientras que una fracción mayor es convertida

a serotonina y sus derivados. El paso inicial lo constituye la g

xidación del triptofano a S-hidroxitriptofano (S-HTP)por acción

de la enzimatriptofano hidroxilasa, y éste es luego decarboxila



FIGURA8. Síntesis de Melatonina.
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do a serotonina por una decarboxilasa de aminoácidos aromáticos.

Las concentraciones de serotonina resultantes son las más altas

del organismo y muestran un marcado ritmo diario con niveles máx;

mos durante el periodo de luz, decayendo abruptamente al exponer

al animal a la oscuridad (85). La sintesis pineal de melatonina

es máximadurante la oscuridad y se origina a partir de la serotg

nina por una doble acción enzimática. Esta conversión involucra

la N-acetilación de la serotonina a N-acetilserotonina, cataliza

da por la N-acetiltransferasa (NAT),y la ortometilación de ésta

a melatonina por acción de la hidroxiortometiltransferasa GHOMT).

La NATse encuentra en varios tejidos, mientras que la HIOMT se

detecta sólo en la glándula pineal, retina y glándula harderiana

(86). La posibilidad de sintesis extrapineal de melatonina, sugg

rida por estos estudios, fue confirmada años después por la des

cripción de niveles residuales de melatonina plasmática luego de

la pinealectomia (Px) (87) y por la identificación inmunohístoqui

mica de melatonina en dichos tejidos (88).

Datos experimentales acumulados en los últimos 30 años indi

can que 1a actividad bioquímica de la glándula pineal, dqudefug

damentalmente del ambiente luminoso en el que es mantenido el an;

mal. La exposición de ratas a iluminación constante disminuye el

peso de la glándula y oblitera el ritmo diario normal de la acti
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vidad de la HIOMTy la NATy de los niveles pineales y plasmáti

cos de melatonina (89). En los mamíferos los efectos no se eje;

cen en forma directa, comoocurre en vertebrados inferiores, sino

a través de una via neuronal multisináptica originada en la reti

na (Figura 9). Esta conexión utiliza comovia final común, las

fibras postganglionares simpáticas del ganglio cervical superior,

que constituyen la única vinculación neural entre el SNCy lagflág

dula pineal. La interrupción de esta via por gangliectomia bila

teral, resulta en una alteración severa de la función pineal com

parable, desde el punto de vista neuroendócrino, con la pinealec

tomia (Px).

La NAliberada por los terminales simpáticos pineales por el

estimulo sensorial (oscuridad), interacciona con un receptor P 

adrenérgico en los pinealocitos e induce la sintesis de AMPcicli

co y Pgs (90). A través de fenómenos ligados a la fosforilación

de proteinas y activación del genoma, se induce la sintesis de eg

zimas especificas (NATy HIOMT)(85). Estos cambios metabólicos

explican la elevación abrupta de melatonina en plasma y LCR por

exposición del animal a la oscuridad (91). De esta manera, la

glándula pineal provee al SNCde una señal circulante potencial

menteutilizable para la sincronización de distintos ritmos bioló

gicos (circadianos, circanuales, etc.) (92).
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FIGURA9. Vía neural que conecta 1a retina con 1a glándula

pineal.
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Si bien la luz ambiental es el regulador principal de 1a fun

ción pineal, el sistema no carece de retroalimentación por lmsdis

tintos órganos efectores cuya función afecta. La evidencia expe

rimental indica que la glándula pineal posee diversos receptores

hormonales (a estrógenos, andrógenos, progestágenos, prolactina,

etc.), algunos de ellos controlados por el neurotransmisor NA(84,

93). A través de estos mecanismos o por efectos de membrana en

las terminales sinápticas o en los cuerpos ganglionares, varias

hormonas controlan 1a secreción de melatonina, configurando de es

ta manera un mecanismode retroalimentación pineal-hipofisario-gg

nadal. Un ejemplo lo dan los cambios en la sintesis de melatoni

na y péptidos pineales durante el ciclo estral de 1a rata, super

puestos a los cambios pineales diurnos luz-oscuridad, y resultan

tes de la acción secuencial de esteroides y GRsobre dicha estrug

tura (94).

En los últimos años se ha obtenido evidencia experimental en

el ser humanoy en animales de laboratorio, acerca de la existen

cia de otros compuestos pineales con actividad hormonal, de tipo

indólico, comoel 5-metoxitriptofol (análogo de la melatonina) o

de naturaleza peptídica, como1a arginina-vasotocina (95).

La pinealectomia altera el estado reproductivo de la mayoria

de las especies estudiadas. Si se somete a hamsters a depnhachñi
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de luz por lesión ocular o exposición a fotoperíodos menores de

12 horas diarias de luz, las gónadas regresionan en 8 ó 10 sema

nas. En animales Px ésta regresión no se produce, lo cual indica

que el efecto del fotoperiodo sobre el eje neuroendócrino-gonadal

es mediadopor la glándula pineal. Observaciones similares seran

efectuado en otras especies animales. Estos resultados indiamaque

la pineal produce una sustancia antigonadal en respuesta a condi

ciones ambientales que inhiben la actividad gonadal (fotoperiodos

cortos) y han permitido la elaboración de una hipótesis coherente

sobre la participación glandular en la regulación neuroendócrina.

De acuerdo a ésta, 1a pineal es un transductor que convierte en a;

ñal endócrina la información fótica que le llega por via neuronal

desde 1a retina. Dicha información, consistente primariamente en

1a lectura del fotoperiodo, regula el ingreso o la salida de la

estación de apareamiento y por lo tanto juega un papel fundamen

tal en la sincronización de la reproducción con las condiciones

más favorables para la sobrevida de la cría (96). La Px no elimi

na la activación anual de las gónadas sino que 1a retrasa o acelg

ra. Esta es la razón por la que en animales sometidos a condicig

nes ambientales constantes de luz y temperatura, comola rata de

laboratorio, los efectos de 1a Px están muyatenuados y se requig

re la exposición a fotoperiodos normales para esta especie (2 ó 3
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horas de luz de escasa intensidad por dia) para que se exteriori

cen.

Varios estudios sugieren que la glándula pineal puede jugar

un papel importante en la regulación de la aparición de 1a puber

tad en 1a rata hembra. La Px adelanta la apertura vaginal (97) y

1a inducción de la ovulación por administración de PMS(98). Sin

embargo, el sitio de acción (central o periférico) de las secrecn;

nes de origen pineal responsables de esos efectos permanece sin

dilucidar.

La administración de melatonina revierte la mayoria de las

secuelas endócrinas de la Px (99). En ratas hembra, la misma re

tarda la apertura vaginal (100), disminuye la proporción de exteg

didos vaginales característicos del estro (101) e inhibe, cuando

se la inyecta en proestro, la descarga de LHy la ovulación en ra

tas adultas (102) y 1a ovulación inducida por PMSen ratas prepú

beres (96). En ratas machodisminuye el peso de los testículos y

órganos accesorios (103). Los efectos antigonadales de 1a melatg

nina se ejercen primariamente a nivel del SNC. La perfusión del

tercer ventrículo con melatonina, disminuye los niveles plasmáti

cos de LH y FSH y aumenta los de PRL (104), mientras que 1a perfg

sión de hipófisis "in situ" carece de efectos (105) siempre y<1ñg

do no se trate de ratas hembra neonatas en las que si se descu
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brió un sitio hipofisario de acción (106).

Unacaracteristica peculiar de la glándula pineal es su sen

sibilidad a la administración exógena de melatonina. La inwaxión

de ésta afecta la concentración de lípidos pineales (107), modifi

ca los niveles de serotonina pineal (108) y produce cambios ultra

estructurales compatibles con una estimulación glandular en va

rias especies. En la rata, la inyección de melatonina aumenta la

actividad de las dos enzimasparticipantes en su sintesis a par

tir de la serotonina e incrementa la concentración glandular de

tubulina, lo que se correlaciona con el aumento del número de mi

crotúbulos observado microscópicamente (109). Estos resultados

sugieren que luego de la inyección de melatonina, se estimula el

proceso secretorio pineal. La demostración directa de esta hipó

tesis fue dada por la verificación de que la inyección de melato

nina induce la liberación de arginina-vasotocina en el LCR (95).

A partir de estos hallazgos queda planteada la posibilidad de que

parte de los cambios originalmente imputados a la melatonina sean

causados por la liberación de una segunda hormona pineal, por e

jemplo, arginina-vasotocina.

Teniendo en cuenta que la madurez del mecanismo de retroali

mentación positivo ejercido por los esteroides ováricos sobre la

secreción de GRes uno de los eventos principales involucrados en
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el inicio de la pubertad en la hembra (54), el trabajo descripto

a continuación tuvo por objeto determinar el efecto de la Px y el

tratamiento con melatonina, sobre la ontogenia de la respuesta es

timulante de la secreción de LHa la administración de estradidly

progesterona. La Px fue realizada en el dia 10 de vida que es el

momentoaproximado en que la pineal de la rata comienza a sintet;

zar melatonina de manera típicamente rítmica (110).

Materiales 1 Método

Se utilizaron ratas hembraprepúberes de la cepa del Departg

mento de Fisiología de la Facultad de Medicina de Buenos Aires,

que crecieron en las condiciones descriptas anteriormente.

La Px y las operaciones simuladas (sham Px) se realizaron bg

jo anestesia con éter en el dia 10 de vida, según el método des

cripto por otros autores (lll). Los animales recuperaron su act;

vidad a los 20 minutos de la operación.

Los grupos de animales Px, sham Px y control fueron sacrifi

cados a las 5 de la tarde. En ese momento tenian 16, 18, 20 y 22

dias de vida. Tres dias antes recibieron lO Pg de benzoato de eg

tradiol o vehiculo por via s.c., mientras que se administró pro

gesterona en dosis de 1 mg/rata o el vehiculo en ratas previamen
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te tratadas con estradiol, 5 horas antes del sacrificio.

El mismose realizó por decapitación y se recogió la sangre

del tronco. Una vez separado el suero, se determinaron los nive

les de LHpor RIA según el método antes descripto (Capitulo 2.A.

1.b.).

En otro experimento se estudió el efecto de 1a administra

ción de melatonina sobre el desarrollo del mecanismoliberador de

LHpor estradiol y progesterona. Se utilizaron ratas intactas y

no Px dado que existen datos previos que indican que es necesaria

una glándula pineal intacta en el hamster para obtener respuestas

neuroendócrinas a inyecciones diarias de melatonina realizadas en

horas de 1a tarde, posiblemente debido a cambios diarios en haseg

sibilidad del receptor inducidos por la secreción de melatonina

endógena (112).

Se administró una dosis diaria de 10 Pg/rata de melatonina

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)a las 10 horas de la fase de

luz del fotoperiodo diario (momentode máximasensibilidad a la

hormonaen animales adultos (112,113), durante 10 dias consecuti

vos. Los animales control fueron inyectados únicamente con el vg

hiculo (etanol: salina, 5:45).

Completadoslos tratamientos, los animales se sacrificaron

por decapitación y se determinaron los niveles de LHen suero por
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RIAen cada muestra. Tres dias antes del sacrificio se adminis

tró 10 pg/rata de benzoato de estradiol y 5 horas antes 1 mg de

progesterona. En ese momento los animales tenian 1_6,_18, 20, 22'y-24

dias de edad.

El análisis estadístico se realizó en ambosexperimentos ut;

lizando ANOVAde doble entrada luego de la transformación logarit

mica de los datos, seguido por el test de Tuckey (114,115).

Resultados

El efecto de la Px u operaciones simuladas sobre el desarro

llo del mecanismode retroalimentación positivo esteroideo en ra

tas hembra prepúberes, se puede observar en la Figura 10. La ad

ministración de E2-P disminuyó los niveles de LHen ratas intac

tas menores de 20 dias de edad. A esa edad, la inyección de este

roides no suprimió los niveles de LHy se puede observar una libg

ración significativa de LHpor E2-P a los 22 dias de vida. maps;

fil semejante de liberación de LHse puede ver en ratas con opera

ción simulada, excepto que a los 20 dias también aparece el efec

to de retroalimentación negativo esteroideo.

La remoción pineal alteró significativamente la antogenfiadel

mecanismopositivo esteroideo sobre la secreción de LH (Figura 10).
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FIGURA10. Efecto de la pinealectomía (Px) o de la pinealectomia
—shamsobre la liberación de LHinducida por estróge
nos-progesterona.
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Las ratas Px exhiben una reducción en los niveles de LHpor admi

nistración de E2-P solamente a los 16 dias de edad. A los u3días

ya no se observa el efecto negativo que si se observa en animales

control, mientras que a los 20 dias ya se detecta el efecto esti

mulante de los esteroides sobre la secreción de LH, dos días an

tes que en ratas control y con operación simulada. Se pueden ver

otras diferencias entre animales Px y sham Px, comopor ejemplo,

luego de la remoción pineal se encuentran valores basales de LH

incrementados a los 16 días de edad y disminuidos a los 18 y 22

dias de vida.

Los resultados de la administración de melatonina en ratas

hembra prepúberes se observan en la Figura ll. A los 20 dias de

edad, momentoalrededor del cual aparece la liberación de LHindg

cida por E2-P en animales Px, el tratamiento con melatonina anu

ló la respuesta negativa ejercida por la administración de este

roides sobre la liberación de LH, mientras que a los 24 dias de g

dad, la liberación de LHinducida por E2—Pfue significativamente

menor en animales inyectados con melatonina que en los control.

Conclusiones

La pinealectomía adelanta 1a madurez del mecanismo central
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FIGURA11. Efecto de una dosis diaria de 10 Pg de melatonina (alas 6 de la tarde) sobre el desarrollo de 1a libera
ción de LH inducida por E2—Pen ratas hembra prepúbg
res intactas.
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que controla la liberación preovulatoria de LHen la rata. La su

presión de la melatonina producida por la glándula pineal podría

estar involucrada de alguna manera en el adelanto puberal induci

do por la Px. Existen datos que demuestran que la melatonina es

incapaz de afectar la respuesta liberadora de LHa 1a administra

ción de LRHen ratas hembra adultas, pero la deprime en cultivos

de hipófisis provenientes de ratas prepúberes menores de 20 días

de edad (116). La pérdida de la inhibición en ese momentodel de

sarrollo podría ser importante en 1a regulación de la maduración

del sistema reproductivo. Sin embargo, no puede excluirse, a pa;

tir de nuestros experimentos, la posibilidad de que la glándula

pineal retrase la aparición de la pubertad liberando otros com

puestos, comopor ejemplo, péptidos antigonadales (117).

2.A.3. ACCION DEL SISTEMA SEROTONINERGICO

Introducción

La serotonina (S-HT) es un indol formado a partir del aminoé

cido L-triptofano. Los niveles sanguíneos del mismoinfluyen en

el grado de síntesis de la S-HT. La hidroxilación del triptofano

es catalizada por la enzimatriptofano hidroxilasa y el 5-hidroxi
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triptofano formado es rápidamente decarboxilado para formar sero

tonina (Figura 12). El mecanismoprincipal de inactivación de la

5-HTluego de su liberación en el espacio sináptico, es la recap

tación seguida por el catabolismo por medio de la enzima monoami

nooxidasa (MAO). El principal metabolito formado es el ácido 5

hidroxindol- acético. En la glándula pineal la 5-HTes converti

da a melatonina, comose vio en el Capítulo anterior.

Aparentementeel indice de sintesis, liberación, recaptación

y metabolismo, así comotambién la sensibilidad de los recep

tores postsinápticos, parecen jugar un rol regulatorio de impor

tancia en la modulación de los efectos de la S-HT.

Los cuerpos celulares de las neuronas que contienen 5-HTes

tán localizados en el núcleo Rafe del tallo cerebral. Sus axones

están densamentedistribuidos por la espina cordal, diencéfalo,

sistema limbico y otras regiones del cerebro anterior. Losrnkfleos

dorsal y central superior del Rafe son la fuente de la mayoria de

las fibras serotoninérgicas que inervan al hipotálamo (118). La

5-HTse encuentra densamente distribuida en esa estructura, con

altas concentraciones en los núcleos arcuato, supraquiasmático y

premamilar (119). También se la encuentra en la EM. Las células

serotoninérgicas provenientes del núcleo dorsal del Rafe proyec

tan hacia el área POM,núcleo SQ, área hipotalámica anterior y ná
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FIGURA12. Vías de síntesis y degradación de la Serotonina.
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cleo arcuato; en cambio, las provenientes del núcleo medial del

Rafe inervan al núcleo ventromedial, arcuato y la EMademás delná

cleo POMy la región septal.

La mayoria de las fibras serotoninérgicas hipotalámicas pro

vienen de neuronas cuyos cuerpos celulares se encuentran fuenadel

hipotálamo, dado que el aislamiento quirúrgico total del núsm>png

voca una caida del 70 %del contenido de 5-HT (120). Sin embar

go, el 50 %del contenido en triptofano hidroxilasa permanece den

tro de la isla (121). Esto sugiere la presencia de algún elemen

to celular dentro del hipotálamo mediobasal capaz de sintetizar

5-HT.

Se ha demostrado la presencia de un grupo de cuerpos celula

res dentro del núcleo dorsomedial del hipotálamo que concentra eg

pecificamente 5-HT, lo que es coherente con la existencia probable

de neuronas serotoninérgicas intrahipotalámicas (122).

Hansido realizadas varias experiencias para entender cuáles

la participación de las neuronas S-HTen el control de la secrg

ción de GR. La mayoria de las evidencias sugieren que pueden opg

rar componentes tanto inhibitorios comoestimulantes en la modulg

ción serotoninérgica de la liberación de LH. Se ha observado que

mientras que la administración sistémica de 5-HTresultó inefecti

va para modificar los niveles de LHen ratas macho normales y cag
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trados de larga data, redujo significativamente los niveles de e

sa hormona en animales castrados 2 días antes (123).

intraEn ratas hembra adultas castradas, la administración

ventricular de S-HTinhibió 1a secreción de LH (124). El estimu

lo eléctrico del núcleo dorsal del Rafe, también inhibió la secrg

ción episódica de LH (125). El estímulo del núcleo arcuato inhi

bió dicha liberación episódica, pero si se trataba previamente a

los animales con PCPA,inhibidor de la síntesis de 5-HT, la esti

mulación de ese núcleo provocó aumento en los niveles de LH (126)

que pudo revertirse parcialmente mediante la administración de 5-3”

HTP,precursor de la síntesis de 5-HT. Una reversión semejante.

del efecto del estímulo del núcleo arcuato se observó luego déI’
‘u¡'00

tratamiento con estrógenos (127).

Las neuronas 5-HTprovenientes del núcleo dorsal del Rafe,pgu

recen estar involucradas en el estímulo diario de la liberacfiülde

LHprovocado por el implante de estradiol dentro de una cápsula

de Silastic en hembras castradas (128).

El bloqueo de la síntesis de 5-HTmediante la administración

de PCPA,previno la ovulación (129) y el pico de LHcaracteristi

co del proestro (128). El bloqueo de receptores serotoninérgicos

detambién previno la liberación diaria de LHpor administración

estradiol dentro de una cápsula de Silastic (128). La administra
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ción sistémica de grandes concentraciones de S-HTbloqueó la ovu

lación inducida por administración de PMSen ratas prepúberes

(130). La elevación farmacológica de los niveles endógenos de 5

HTtambién inhibió 1a superovulación en estos animales (131) y su

primió la liberación de LHpor LRHen cultivos de hipófisis in vi

tro (106). Una acción similar se obtuvo mediante el uso de mela

tonina pero sólo si las hipófisis provenían de ratas neomnns UDG)

Esto hace pensar que la inhibición observada podría deberse, al

menos en parte, a una acción directa de la 5-HTsobre la respues

ta liberadora de la hipófisis a LRH.

Existen altas concentraciones de LRHen terminales nerviosas

ubicadas en la EM,donde tiene lugar el almacenamiento y la libe

ración, siendo esa estructura la terminal del sistema neuronal cg

yos cuerpos celulares residen en el área PO, SQy otras áreas ros

trales del hipotálamo. La presencia de fibras serotoninérgicmsen

la EM(121), favorece la hipótesis sobre una interacción entre a

xones de ambas células a ese nivel. Existen evidencias sobre cam

bios en la concentración de 5-HTen la EMdurante el ciclo estral

de la rata, observándose una reducción del 50 %en la tarde del

proestro, lo que está relacionado posiblemente con la liberación

fásica de LH (132).

Otra forma de participación de las neuronas 5-HTes liberan
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si la 5-HTactuaria directamente sobre los gonadotropos afectando

a ese nivel 1a secreción de LH (133). Al respecto, se observó u

na captación de 5-HT marcada dentro de células productoras de LH

y también la presencia de fibras serotoninérgicas en regiones es

pecíficas del lóbulo anterior de la hipófisis (134,135).

El mayor númerode terminales serotoninérgicas hipotalámicas,

se halla en el núcleo SQ (119), área que se sabe que está involu

crada en el control de la ovulación y en la regulación de ritmos

circadianos de gran númerode hormonasde la hipófisis anterior.

Hay quienes consideran que 1a acción inhibitoria de la 5-HT po

dria estar mediada por estas neuronas en ausencia de esteroides

(125). La destrucción del núcleo SQanula las variaciones dünias

de LHal igual que el tratamiento con antagonistas serotoninérgi

cos (128).

Podría existir un sistena 5-HTadicional intrahipotalámico,

ya que la destrucción de las neuronas serotoninérgicas mediantela

neurotoxina 5,6-dihidroxítriptamina elevó los niveles de LHen ra

tas con aislamiento quirúrgico del hipotálamo (136), quedando can

tidades considerables de 5-HTy triptofano-hidroxilasa dentro de

la isla hipotalámica.

Comoya se vio anteriormente, la participación de la 5-HT en
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la liberación preovulatoria de LHes confusa. Existe un ritmo mg

tabólico central circadiano del indol, aparentemente relacionado

con la ritmicidad del núcleo SQ (137,138). En la tarde del proeg

tro, a medida que la secreción de LHsube, los niveles hipotalámi

cos de S-HTbajan (137). La manipulación de los niveles de 5-HT

cerebrales mediante procedimientos farmacológicos, ya sea aumanng

do o disminuyendo los niveles de manera defasada con el ritmo dig

rio, con lo que se lo bloquea (138,139), inhibió la ovulación(136,

129) y el pico de LHinducido por estrógenos en ratas castradas

(128,139). También, el estimulo del núcleo dorsal del Rafe inhi

bió la ovulación (140), la liberación de LHpor administración de

esteroides (141) y el aumento diario de LHinducido por adminis

tración de estradiol dentro de una cápsula de Silastic (128). Por

otro lado, la disminución drástica de los niveles hipotalámicos

de S-HTde manera crónica, atenuó el pico de LH inducido por es

trógenos (142), lo que pudo ser revertido mediante la administra

ción de progesterona (143).

En general, aunque existen evidencias que sostienen la exis

tencia de un papel facilitador de la S-HTsobre la liberación prg

ovulatoria de LH, la naturaleza de su participación permanece con

fusa, especialmente por el hecho de que los agentes farmacológi

cos que modifican los niveles de 5-HTtambién pueden afectar los
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de catecolaminas (144).

En resumen, se puede decir que la acción de la S-HT sobre 1a

secreción de LHes contradictoria. Por un lado se demostró una

influencia inhibitoria, por ejemplo sobre la secreción pulsátil

en ratas hembracastradas y sobre los niveles postcastración en q;

tas macho con dos dias de operación. Por otro lado, se conoce un

efecto permisivo de la 5-HTsobre la liberación de LHen respues

ta a los esteroides sexuales. Pudiera ser que el entorno estero;

deo y el tiempo de administración de las drogas que interfieren

con la 5-HT, sean factores importantes a considerar en los resul

tados obtenidos, y que tanto componentes inhibitorios comoestimg

lantes operen simultáneamente en la acción modulatoria de las neu

ronas serotoninérgicas sobre la secreción de LH. Kordon y colabg

radores propusieron que los efectos inhibitorios podrian ser elzg

sultado de una acción de la 5-HT sobre neuronas LRHubicadas den

tro del HMB,mientras que el indol podria actuar sobre áreas más

rostrales para ejercer su papel facilitador sobre la secreción de

LHy la ovulación (131).

Teniendo en cuenta que en la rata hembra existen diferentes

estructuras nerviosas localizadas en el hipotálamo anterior, que

están involucradas en el efecto de retroalimentación positivo e

jercido por los esteroides ováricos sobre 1a secreción de LHy que
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maduran alrededor de los 22 dias de edad (16), decidimos estudiar

el efecto ejercido por el sistema serotoninérgico sobre 1a secre

ción de LHinducida por dichos esteroides durante la etapa prepu

beral de estos animales y también su participación en 1a sanxción

de LHen ratas macho prepúberes.

Este trabajo muestra el efecto de la estimulación de 1a via

serotoninérgica mediante la administración de 5-HTP,precursor ig

mediato en la sintesis de 5-HT, y su inhibición mediante el uso de

una neurotoxina serotoninérgica comola para-cloroanfetamina(PCAL

sobre 1a liberación de LHinducida por administración de E2-P en

ratas hembrade distintas edades dentro de la etapa prepuberal y

el efecto de 1a administración de 5-HTPen machos prepúberes de

distintas edades.

Materiales y Método

Se utilizaron ratas hembra y macho prepúberes de la Cepa del

Departamento de Fisiología de la Facultad de Medicina de BuenmsAi

res, que crecieron en las condiciones ya descriptas.

Se administró benzoato de estradiol por via s.c. en ratasrmm

bra, 76 horas antes del sacrificio, en dosis de 10 Pg/rata y la

progesterona, por la mismavia, 5 horas previo al sacrificio en
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El 5-HTP(Calbiochem Chemical, La Jolla, California), se ad

ministró en dosis de 75 mg/kgde peso corporal, por via i.p., di

suelto en solución salina, una hora antes del sacrificio.

Se utilizó para-cloroanfetamina (PCA) (Regis Chemical, Morton

Grove, Illinois), neurotoxina selectiva para neuronas S-HT capaz

de reducir los niveles de 5-HTcerebrales 2 ó 3 dias después de

su administración (145). Se inyectó en dosis de 5 mg/kg de peso

corporal, disuelta en solución salina, por vía i.p., al mediodía

durante 3 dias consecutivos, comenzando76 horas previo al sacri

ficio.

Se vio previamente que las dosis de 5-HTPy PCA utilizadas

fueron selectivas para inducir cambios en la secreción de LH, en

ratas adultas (146).

Los animales control fueron inyectados con el vehiculo.

Unavez completados los tratamientos, se sacrificó a los ani

males por decapitación a los 16, 18, 20, 26, 30 y 35 dias deefiad.

Se recogió la sangre del tronco y se determinaron los niveles de

LHpor RIA en suero, como ya se describió previamente. Los valo

res se expresaron en ng/ml de suero y se compararon estadística

mente utilizando ANOVAy el test de Tuckey (114,115),o el test'ï"

de Student.
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Se determinó el contenido de serotonina en hipotálamo e hipá

fisis anterior de ratas hembra prepúberes de acuerdo a1 métodadeg

cripto por Reinhard y Roth (147), que utiliza cromatografía liqu;

da de alta presión (HPLC)con detector electroquimico. Se extra

jo el tejido inmediatamente luego del sacrificio y se lo congeló

en hielo seco, comose describió en otros trabajos (148). El con

tenido de S-HT se expresó en picomoles (pM)/mgde tejido.

Resultados

Efecto de la administración de Eo-P y 5-HTPsobre los niveles de

LHen ratas Drepúberes

La administración de E2-P provocó una reducción significati

va en los niveles de LHen ratas hembra de 16, 18 y 20 dias de e

dad; en cambio, los elevó a los 26, 30 y 35 dias de vida (Tabla

IV). El tratamiento con 5-HTPincrementó los niveles de LHauhqn

bras de 16, 18 y 20 días, pero no a los 26, 3o y 35 días de edad

(Tabla IV). La liberación de LHpor 5-HTPdisminuyó significati

vamente desde los 16 a los 20 dias. La liberación de LHinducida

por E2-P fue significativamente reducida por la administración de

5-HTP a los 26 dias y bloqueada totalmente a los 30 y 35 dias de edad.



TABLAIV.Efectode5-HTPyE2-PsobrelaSecrecióndeLHenRatasHembraPrepúberes.

(Mediai eranestandard.Númerodedeterminacionesentreparéntesis).

LH(ng/mlsuerO)

Edad(A)(B)(C)(D)ValordeP
(días)CONTROLS-HTPE2—P5-HTP+EZ-P<0.01<0.05

1644,6t16,7906t78,1a,e4:o.5

(11)(10)(12)

vsB vsC vsC

4 4 ¡Il

1821,7i3,2415,3:158,212,5i1,9AvsB

(e)(e)(7)Bvsc'AVSC

vsB vs vs

2021,9:2,367:12,311,3:1,4

(9)(8)(10)

U

4 4

U

rn

2619,1:4,918,1i4,49l381i126,7612i70,8

(9)(8)(10)(10)

VS VS VS VS VS

UQUOD

<<CQIIlU

3029,8:5,119,8i1,81625:34042i8,6

(9)(9)(10)(9)

U

<
VS VS

O

U

352014,218,3i3110513763116,3AvsC

(9)(9)(9)(9)vsD

U

95



96

No se observan modificaciones en la secreción de LHpor admi

nistración de S-HTPen ratas machosea cual fuere 1a edad utiliza

da dentro de la etapa prepuberal (Tabla V).

Efecto de 1a administración de PCAsobre la liberación de LHpor

gz-P en ratas hembra Qrepúberes

La Tabla VI, muestra que el pretratamiento con PCA modificó

la inhibición de la secreción de LHinducida por administración

de E2-P en ratas hembra de 18 dias de edad, dado que dicho trata

miento no produjo cambios en la concentración de LHen ratas tra

tadas con la neurotoxina. Por otro lado, mientras que en ratas

de 20 dias, 1a administración de E2-P provocó la disminución de

los niveles de LH, dicho tratamiento indujo una liberación signi

ficativa de LHen ratas pretratadas con PCA. El tratamiento con

PCApotenció la liberación de LHpor acción de los esteroides se

xuales a los 26 dias de edad (Tabla VI).

Contenido hipotalámico e hipofisario de S-HTen ratas hembra pre

púberes

Los resultados muestran claramente que hay un cambio signifi



TABLAV.Efectode5-HTPsobrelaSecrecióndeLHenRatas

MachoPrepúberes.

LH(ng/m1suero)

EdadControlS-HTP

(días)

Valordep

1627,5t3,520,2i3,6 1820,2t2,021,1i1,4 2018,5t1,716,1i1,2 2616,4i1,817,5i2,5
Mediai errorestandard.Númerodedeterminacionesentre paréntesis.N.S.:Nosignificativo.



TablaVI.EfectodePCAsobre1aSecrecióndeLHInducidaporE2-Pen

RatasHembraPrepúberes.

LH(ng/m1suero)

EdadCONTROLE2-PPCAPCA+E2-PValordep
(días)(A)(B)(c)(D)<0.01<0.05

1818,5i2,212,9i1,319,0t2,821,0i1,4AVSB

(8)(8)(7)(7)BvsC

BVSD

2015,1i1,49,3i1,316,3i2,4439i22,3vs

VS VS VS VS

moooo

4403630

2618,2i4,91381t126,716,3t2,42220i280

(7)(10)(8)(10)

VS VS VS VS VS

CDDUOD

anuncio

Mediai errorestandard. Númerodedeterminacionesentreparéntesis.
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cativo en la concentración de 5-HTtanto en hipotálamo como en hi

pófisis entre los 20 y 25 dias de edad (Figura 13). Mientras que

dicho contenido es semejante a los 18 y 20 dias, se puede ver un

incremento progresivo a los 25, 30 y 35 dias de edad.

Discusión

Trabajos previos demostraron 1a incapacidad de las hormonas

ováricas para inducir liberación de LHantes de los 22 dias de e

dad, indicando que a esta edad alcanzan madurez las estructuras

nerviosas involucradas en ese mecanismopositivo (16,149. Estos

resultados coinciden con aquellos, dado que la administración de

E2-P disminuyó los niveles de LH en ratas de 16, 18 y 20 dias de

edad y los elevó significativamente a partir de los 26 dias.

La administración de PCAalteró significativamente la ontogg

nia del mecanismode retroalimentación positivo esteroideo, yacmm

a los 18 dias de edad, no se observa una disminución en los nive

les de LHpor administración de E2-P en animales pretratados con

PCA,y la aparición del efecto positivo esteroideo se puede obse;

var ya a los 20 dias de vida, 2 dias más temprano que en animales

control, quienes a esa edad todavia exhiben el efecto negativo e

jercido por E2-P sobre la secreción de LH. Estos resultados, y



FIGURA 13.
(S-HT) en
dades.

100

Contenido hipotalámico e hipofisario de serotonina
ratas hembraprepúberes de diferentes e

l l I ÑIÍ I
220 _

".9 180 — _

O
.9
¿7 11.0 — _
U
E\
8
3 100 — _
e
9
[

55 60 - —
Hípotcïlurno

20 
1 1 l l l

18 20 25 30 35

Edad (días)

Cada punto representa la media de 7-10 animales i
dard.
vs 25, 30 y 35 días, son significativas (p<0.0l).

error estan
Las diferencias entre los valores a los 18 y 20 dias



101

los obtenidos en ratas de 26 dias, en los que se ve que la admi

nistración de 5-HTPreduce la liberación de LHpor E2-P, mientras

que el pretratamiento con PCAla potencia, nos permiten concluir

que la S-HT ejerce un efecto inhibitorío sobre el desarrollo del

mecanismode retroalimentación positivo, asi comosobre ese meca

nismo una vez maduro. Al respecto, se vio previamente que la Px,

que suprime la fuente principal de melatonina, derivada de la 5

HT, adelanta el inicfiapuberal (100) y la madurez de los neamüsmos

involucrados en el efecto positivo esteroideo sobre la liberación

de LH. La administración de melatonina inhibe dicho mecanismo

(ver 2.A.2.).

Es interesante notar que aunque la PCApotencia la libera

ción de LH por administración de E2—Pa los 20 días de edad, a

los 18 días no se observan diferencias significativas entre las

ratas control y las tratadas con PCAy Ez-P. Al respecto, se sa

be que los esteroides ováricos ejercen, en la rata hembra, un e

fecto negativo sobre 1a secreción de GRhasta aproximadamente los

20 dias de edad (54). A los 22 días, los esteroides ováricos ya

inducen una influencia estimulante sobre la secreción de LH que

aumenta progresivamente hasta los 26-28 días. Antes del inicio

del mecanismode retroalimentación positivo, existe un período de

transición, entre los 20 y 22 dias de edad, en el cual los este
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roides fallan en modificar los niveles de LH.

Dado que 1a administración de PCAadelanta el desarrollo del

mecanismopositivo, es probable que en las ratas asi tratadas, el

periodo de insensibilidad de la liberación de LHa los esteroides

sexuales ocurra más temprano que en las ratas control. El hecho

de que la administración de E2-P no modifique la concentraciái de

LHen ratas pretratadas con PCAa los 18 dias de edad, en lugar

de inducir un efecto de retroalimentación negativo, parece indi

car que en este grupo el periodo de insensibilidad ocurre alrede

dor de esta edad. Consecuentemente, el efecto potenciador dleCA

sobre la liberación de LHpor E2-P puede ser detectado luego de

los 18 dias de edad. Teniendo en cuenta que el efecto positivo g

jercido por los esteroides sexuales sobre la secreción de GRes g

no de los principales eventos involucrados en el desarrollo pube

ral de la hembra, podria postularse que la inhibición del desarrg

llo de ese mecanismo por acción de la 5-HTen ratas prepúberes,pg

dria representar una acción modulatoria del sistema serotoninérgi

co sobre el inicio puberal de la rata hembra.

La administración de PCAno modificó los niveles basales de

LHy esto sugiere que no existiría una acción tónica de la S-HT

sobre dicha secreción. Esto podria indicar que 1a probable part;

cipación regulatoria del sistema 5-HTes principalmente sobre los
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mecanismospor los cuales los esteroides ováricos inducen libera

ción de LH.

La administración de 5-HTPproduce liberación de LHa 10515,

18 y 20 dias, pero no a partir de los 26 días de edad. Podria

considerarse que entre los 20 y 26 días tienen lugar, en la rata

hembra, fenómenos relacionados con el control hipotalámico de la

secreción de GR(la madurez del mecanismo de retroalimentación pg

sitivo esteroideo, por ejemplo), que están conectados, probable

mente con modificaciones en el efecto de los distintos neurotrang

misores sobre esas hormonashipofisarias. Al respecto es intere

sante recordar que también ocurre un cambio en el efecto de la mg

latonina sobre la secreción de LRHentre hembras prepúberes y a

dultas, que posiblemente esté conectado con la madurez del siste

ma reproductivo (150,116).

El contenido hipotalámico e hipofisario de S-HTes significa

tivamente menor en ratas hembra de 18 y 20 dias de edad que en a

nimales más grandes. Entre los 20 y 25 días, se observa un incrg

mento significativo en la concentración de 5-HT, tanto en hipotá

lamo comoen hipófisis. Esto indicaría que entre ambas akfiestig

nen lugar cambios fisiológicos en el contenido de 5-HTa nivel del

eje hipotálamo-hipofisrio, probablemente relacionados con la madg

rez del sistema 5-HTy/o con su actividad funcional.
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Las modificaciones en la respuesta liberadora de LHa la ad

ministración de 5-HTP, que disminuye progresivamente desde los 16

a los 20 días y desaparece luego de esta edad, podrían estar relg

cionadas con los cambios en la concentración de 5-HT observados

luego de los 20 días de edad. Se podría postular, entonces, que

en la rata hembra existen modificaciones en el efecto ejercido por

el sistema serotoninérgico sobre la secreción de LHluego de kim;

durez del mecanismode retroalimentación positivo esteroideo, y

que las mismas son acompañadas por cambios en la concentración del

neurotransmisor en el eje hipotálamo-hipofisario. Faltaria deteg

minar si ese efecto de la serotonina representa o no una acción

regulatoria de la misma, que es característica de la hembra como

consecuencia de la diferenciación sexual del hipotálamo en el ti

po cíclico de control gonadotrófico. El hecho de que en ratas mg

cho no se haya encontrado liberación de LHpor acción de la admi

nistración de 5-HTP, le da soporte a esa presunción.

Papel de la diferenciación sexual del hipotálamo en el efecto e

iercido por el sistema serotoninérqico sobre la secreción de LH

en ratas hembra y macho prepúberes

Existen evidencias de la existencia de diferencia sexual
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en el contenido cerebral de 5-HTen ratas prepúberes, suponiéndo

se que la mismapodria estar relacionada con la diferenciación se

xual del SNC(151,152).

Comose vio anteriormente, la administración del precursor de

serotonina, 5-HTP, estimula la liberación de LHen ratas henmmade

16, 18 y 20 dias de edad, pero no a partir de los 26 dias. La res

puesta liberadora parece responder a diferencias sexuales, dado

que no se la observa en ratas macho de la misma edad. El mecanig

moresponsable en estas diferencias no se conoce, pero pudiefiiser

que la capacidad del 5-HTPpara inducir la liberación de LH sea

representativa de un efecto regulatorio de la 5-HTsobre el tipo

cíclico de control hipotalámico de la secreción de GR, caracterig

tico de la hembra.

Dadoque la diferenciación hipotalámica responsable del con

trol cíclico o tónico de la Secreción gonadotrófica depende de la

interacción de los esteroides sexuales con el hipotálamo durante

los primeros días de vida de la rata (153,154), nuestro propósito

consistió en examinar el rol ejercido por la exposición neonaufl.a

andrógenos en la determinación de la respuesta liberadora de LHa

la administración de 5-HTPen ratas prepúberes.

Materiales y Método
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Se utilizaron ratas machoy hembra prepúberes de la capa del

Departamento de Fisiología, que crecieron en viveros de la Faculá

tad de Medicina en las condiciones ya descriptas. El dia del na

cimiento (dia l) se redujo el número de crias a 10 por madre.

Se separaron machos y hembras neonatos según los distintos

grupos de tratamientos a realizar (quirúrgicos o manipulaciones

hormonales).

Se castraron machos recién nacidos (dentro de las primeras 48

horas de vida) bajo anestesia por frio; otro grupo fue sometido

a operación simulada (control).

Se inyectaron hembras recién nacidas con l mg de propionato

de testosterona disuelta en aceite por via s.c.; otro grupo rec;

bió solamente el vehiculo oleoso (control).

Se administró 5-HTP (75 mg/kg de peso) disuelto en solución

salina, por via i.p., una hora antes del sacrificio. Los aninales

utilizados comocontrol recibieron solamente solución salina.

Todos los animales se sacrificaron por decapitación a las 5

de la tarde cuando tenian 16 y 20 dias de edad. Se recogió kasag

gre del tronco y se determinó LH en suero por RIA según ya se de;

cribió. Los resultados (en ng/ml de suero) se compararon estadig

ticamente utilizando el test "t" de Student.
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Resultados

Se pueden observar en la Tabla VII, los efectos de la admi

nistración de 5-HTPsobre los niveles de LHen ratas hembra norma

les y androgenizadas al nacer, ratas machonormales y castrmkm al

nacer, a los 16 y 20 días de edad.

La administración de S-HTPincrementó significativamente los

niveles séricos de LHen ratas hembra control de 16 y 20 dias de

edad, siendo la respuesta significativamente más baja a los 20<mm

a los 16 dias. La androgenización neonatal de 1a hembra, abolió

la liberación de LHpor administración de 5-HTPen ambas edades.

Por otro lado, mientras que la administración de 5-HTPno pq;

vocó cambios en los niveles de LH en ratas macho normales de 16 y

20 días, en animales castrados neonatalmente indujo una libera

ción de LH tanto a los 16 como a los 20 dias de edad. El perfil

de secreción fue similar al de la hembra control, o sea, menor l;

beración a los 20 que a los 16 dias de edad.

Discusión

Se considera que la interacción de los andrógenos testicula

res con el hipotálamo poco después del nacimiento en la rata ma



TABLAVII.

de16y20díasEfectode5-HTP

sobrelaLiberacióndeLH(ng/m1)enRatasPrepúberes deedad. 16Días

20Días

CONTROL

Valor

5-HTPdep

CONTROL

5-HTP

Valor dep

Hembra Normal HembraAndrg genizada* Macho Control Macho Castrado*

28,6i3,7

(9)

15,3i3,4

(9)

21,4i5,2

(7)

1278:254,3

(10)

92%3i120,2<0.01

(9)

24,3i4,2N.S.

(10)

19,2:3,9N.S.

(10)

3925i614,3<0.01

(10)

29,8i3,6

(7)

21,5:5,3

(10)

20,4:4,9

(10)

13251280,3

(10)

52,2:6,1

(10)

24,5:5,4

(10)

15,3:2,7

(10)

2706,41354

(10)

<0.01 <0.01

Mediai errorestandard. *Castradosoandrogenizadosdentrodelas48horasdevida.

Númerodedeterminacionesentreparéntesis.
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cho, permite solamente el desarrollo del tipo tónico de control

de la secreción de GR(153,154). Por otro lado, el tipo cíclico

de control gonadotrófico por el hipotálamo, resultado de la falta

de exposición a altos niveles de esteroides sexuales durante los

primeros dias de vida, muestra comocaracteristica en el animal a

dulto, al efecto de retroalimentación positivo ejercido por los

esteroides ováricos sobre la secreción de LH. Este mecanismoin

volucrado en el inicio puberal de la hembra, madura entre los 20

y 22 días de edad en el caso de la rata (78,16).

Comose vio anteriormente, la administración de 5-HTPfue cg

paz de provocar la liberación de LH en ratas hembra de 16 y 20

dias de edad,pero no en machos de esa misma edad. Sin embargo la

castración del machodentro de las primeras 48 horas de vida, pe;

mitió la estimulación de la secreción de LHpor 5-HTPen esas edg

des, de manera similar a la observada en hembras control. Másahh

ambos grupos presentan mayor liberación de LHpor administración

de 5-HTPa los 16 que a los 20 dias de edad. Por otro lado, las

hembras androgenizadas al nacer no respondieron a la admhfistnmfión

de 5-HTP a los 16 ni a los 20 dias de edad.

Estos resultados demuestran que la diferencia sexual en la

respuesta secretoria de LHa 5-HTPen ratas prepúberes es debida

a la exposición neonatal a andrógenos. Ha sido descripto previa
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mente que la concentración de 5-HTcerebral en ratas prepúberes,

muestra una diferencia sexual y que la mismaestaria conectadacmn

el proceso de diferenciación sexual del SNCinducido por los an

drógenos en los primeros dias de vida (151,152). De acuerdo a

nuestros resultados, y considerando que la liberación de LHpor a;

ministración de 5-HTPpodria estar relacionada con la influencia

regulatoria de la serotonina sobre el hipotálamo de la hembra, es

probable que la diferenciación sexual del hipotálamo, que permite

el desarrollo del control cíclico de regulación hipotalámica sdxe

la secreción de GR, también involucre 1a diferenciación de un sig

tema regulatorio para el control cíclico, en el cual la 5-HTesté

implicada.

A pesar de los resultados obtenidos, y con el fin de clarif;

car el efecto de la administración de 5-HTPen ratas macho, seria

necesario estudiar qué ocurre con distintas dosis y distintos pe

riodos de tiempo luego del tratamiento con el precursor de la se

rotonina, o con la hora del dia en que se realizan los experimen

tos, dado que existe un ritmo diario del sistema serotoninérgico

central que puede influir sobre 1a respuesta al 5-HTPexógaxfll39).

Aún teniendo en cuenta que otras condiciones experimentales

pueden proveer mayor información sobre el efecto del sistema serg

toninérgico sobre la secreción de LHen ratas hembra y macho, se
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puede ver a partir de estos resultados, que existe una diferencia

sexual en la liberación de LHpor administración de 5-HTPque es

tá relacionada con 1a exposición neonatal a andrógenos. Sobre eg

ta base, se puede suponer que con la diferenciación sexual del h;

potálamo en el tipo cíclico de control gonadotrófico, también se

desarrolla un mecanismoregulatorio para este tipo de control, en

el cual está involucrada 1a serotonina.

En conclusión, todos estos hallazgos sostienen el concepto

de una participación del sistema serotoninérgico en el control de

la secreción de LHen ratas hembra prepúberes, ejerciendo una in

fluencia inhibitoria sobre el inicio del efecto positivo esteroi

deo sobre dicha secreción y un efecto inhibitorio sobre ese meca

nismo una vez que hubo madurado. Además, la administración de 5

HTPestimuló la liberación de LHhasta los 20 dias de edad en la

hembra pero no en el macho, efecto relacionado con 1a diferencia

ción sexual del hipotálamo en el tipo de control cíclico de secrg

ción de GR.

Ese efecto estimulante del S-HTPsobre la secreción de LHdg

saparece ya a los 26 dias de edad. Dado que entre los 20 y 26dfias

madura el mecanismopositivo esteroideo sobre la secreción de LH,

es probable que la falta de respuesta a la acción del 5-HTPobseg

vada luego de los 20 dias esté conectada con cambios en la regula
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ción de la secreción de GRque tienen lugar durante el desarrollo

de ese evento fisiológico.

2.A.4. ACCION DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES ENDOGENOS

Introducción

Se conocen tres grupos principales de péptidos opioides endé

genos en la rata: endorfinas, encefalinas y dinorfinas, que son

sintetizados en neuronas especificas. Cada uno de ellos posee u

na distribución determinada en el cerebro de la rata.

La P-endorfina es un péptido de 31 aminoácidos con alta af;

nidad por los receptores opiáceos P, k y á. Es la endorfina que

inhibe con mayor potencia la liberación de LHen la rata machaca;

trada (155). Los cuerpos celulares de estas neuronas están loca

lizados en la región del núcleo arcuato que proyecta dentro de la

EM,donde la p -endorfina es secretada dentro de los vasos porta

les. Estas neuronas inervan menos densamente el núcleo paravanmi

cular y moderadamente la región POM, septum, AHAy el núcleo SQen

donde se han encontrado altas concentraciones de f3-endorfhïi(156),

En el septum y el área POM,los niveles de dicho péptido flucuinl

de manera circadiana, con picos alrededor de la media noche aso
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ciados con el aumento de LRHen el HMB.

Los dos pentapéptidos, metionina-encefalina y leucina-encefg

lina, están distribuidos ampliamenteen el cerebro de la rata. Se

han localizado en neuronas separadas y los niveles del primero e;

ceden en gran porcentaje a los del segundo. Muestran especial a

finidad por los receptores tipo 5 y moderada afinidad por los del

tipo }L. Los cuerpos celulares con inmunorreactividad del tipaeg

cefalina han sido encontrados en el área POM,SQ, AHA,núcleo ar

cuato, etc. En cambio, las fibras están distribuidas uniformemeg

te en el área PO, HMBe inclusive en la capa externa de la EM. Los

niveles de metionina-encefalina en el HMBy la región POA Y AHA,

fluctúan diariamente, paralelamente con la LRHen el HMB; los pi

cos ocurren durante la media noche, con concentraciones bajas du

rante el dia. Se han encontrado concentraciones considerables de

encefalina en la hipófisis anterior de ratas macho, donde los ni

veles aumentangradualmente durante el desarrollo. La castración

disminuye los niveles hipofisarios de metionina-encefalina. Dado

que son degradadas con facilidad en los tejidos y fluidos corporg

les, los efectos de las encefalinas sobre la liberación de LH"in

vivo" han sido difíciles de estudiar. Hayquienes observaron una

disminución en la concentración de LHluego de la inyección de mg

tionina-encefalina en la rata machonormal. Análogos sintéticos
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de la misma, que presumiblemente resisten la degradación, inhiben

la secreción de LH (157).

La dinorfina fue aislada por primera vez a partir de hipófi

sis de porcino y ha sido encontrada en distintos lugares del cerg

bro de la rata (158). Está localizada especialmente dentro del

núcleo arcuato. Se han encontrado terminales inmunorreactivas en

dicho núcleo y en el área POM. Comoen el caso anterior, los ni

veles hipotalámicos muestran una periodicidad diaria con altascog

centraciones durante la noche. A pesar de su localización en el

área POMy núcleo arcuato, y su mayor afinidad por los receptores

k, el efecto de las dinorfinas sobre la liberación de LHno está

demasiado estudiado.

Los tres tipos de opioides descriptos se encuentran distri

buidos además en la hipófisis anterior, donde también se encontra

ron receptores especificos. Tambiénhay evidencias de que lospép

tidos opioides hipofisarios pueden afectar la respuesta de los go

nadotropos a LRH(159).

La presencia de receptores opiáceos y de neuronas producto

ras de péptidos opioides en regiones del SNCque participan en la

regulación neuroendócrina de la liberación de LRH(núcleos SQ, a;

cuato, área POM,etc.) ha sugerido que los POEpodrian participar

en el control de la secreción de GR. Varias evidencias en la ra
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ta, sugieren que los POEejercen un efecto tónico inhibitorio de

la secreción de LH (160,161,162), pudiendo ser un componente den

tro del circuito que ejerce un control inhibitorio sobre la secrg

ción de LRH.

E1 opioide sintético morfina, suprime la liberación de LHen

la rata hembra castrada (155). Del mismo modo, con excepción de

leucina-encefalina y metionina-encefalina, varios análogos de la

última y otros péptidos naturales, suprimen 1a liberación pmüátil

de LH en estos animales.

La supresión de la secreción de LHpor acción de 1a (B-endo;

fina es diferente de 1a ejercida por los esteroides gonadales. A

diferencia del estradiol, la infusión continua de este péptido por

via intraventricular, suprimió amboscomponentes (amplitud y frg

cuencia) de 1a liberación pulsátil de LHen la hembra castrada.

El sitio de acción de los POEu agonistas de los mismos, pa

rece ser en algún lugar vecino a las neuronas LRHdentro de la\úa

septo-preóptico-tuberal, siendo las neuronas adrenérgicas el lu

gar donde posiblemente se encuentran los receptores opiáceos(l63L

La observación de que disminuye la liberación pulsátil de LHlue

go de la microinyección de morfina dentro del núcleo dorsal dele

fe de la hembra castrada (fuente de 1a mayoria de las fibras 5-HT

que inervan al hipotálamo), indicaria que el sistema serotoninér
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gico cerebral también mediaria el efecto de los POE(164).

Aunqueparecería que está involucrado más de un tipo de re

ceptor a opiáceos, existe mayorpreferencia para los receptorele

y K sobre los Á y E en la transmisión de los efectos inhüfixonkm

de los POEsobre la secreción de LHen la hembra castrada. Es pg

sible que existan múltiples subtipos de receptores a POE en las

terminales adrenérgicas de la via septo-preóptico-tuberal.

En ratas tratadas previamente con estradiol, el antagonista

de receptores opiáceos Naloxona, estimuló rápidamente la libenxfión

de LH, en cambio, se necesitó más de una inyección del antagonis

ta para provocar la mismarespuesta en hembras adultas no tratadas

previamente con estradiol (165). Se ha encontrado que la Naloxo

na es capaz de provocar la liberación de LHen varios estadios del

ciclo estral (162). La magnitud de dicha liberación fue similar

entre diestro y proestro y ésto contrasta con el aumentoprogres;

vo de la liberación de LHen respuesta a LRHdurante este periodo

(162). Se ha sugerido que la cantidad de LRHliberada por admi

nistración de Naloxona puede disminuir gradualmente a medida que

aumentanlos niveles de estradiol y los de progesterona caen aula

circulación entre diestro y proestro (166). Estas suposiciones

coincidirian con el punto de vista de que los POEejercen un efeg

to negativo sobre 1a liberación de LHa través del ciclo (155),cg
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yo tono varia de acuerdo a1 tenor de esteroides circulantes. Se

ha encontrado, confirmando lo anterior, que hay una variación en

los niveles de POEen determinadas áreas del hipotálamo dunmúeel

ciclo estral y luego de la administración de estrógenos en la hem

bra castrada (167,168).

Varias evidencias demuestran que existe un aumento en la ac

tividad de las neuronas adrenérgicas en relación con el incremen

to en los niveles de LRHen el HMBprevio al pico preovulatorio

de LH (36). Aunqueno se sabe concerteza qué procesos neurales con

trolan o inducen dicho aumento, los POEparecen ser uno de los e

lementos involucrados en el aumentode la actividad catecolaminé;

gica en el HMBy área PO en proestro (155) y hay evidencias de

que los POEejercen una influencia tónica inhibitoria sobre la li

beración de LH y que la NAy A pueden mediar su influencia sobre

las neuronas LRH(161) (Figura 14). La morfina y los POEblamman

la secreción de LHy LRHpreovulatorias (169), la ovulación y el

pico de LHinducido por esteroides ováricos en 1a hembra castrada

(170). Estos efectos probablemente se manifiestan mediante la su

presión del aumento del recambio de NAy A (170), más que por la

respuesta de las neuronas LRHa estos neurotransmisores. Está a

valado el hecho de que los opiáceos pueden modificar la liberacüül

de NAy A en las proximidades de las neuronas LRHen las regiones
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FIGURA14. Probable mecanismo de inhibición de la secreción

de LH por opiáceos.
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Neurona NA
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del área POMy EM-arcuato, por hallazgos de que estas CAy la clg

nidina, agonista de receptores d.-adrenérgicos, rápidamente acti

varon la liberación de LHen ratas tratadas con morfina (171). 1g

versamente, la interrupción de la influencia inhibitoría delosEOE

mediante el uso de Naloxona, aumentó rápidamente el recambio ¿ECA

hipotalámicas (170) y la salida de NAy A desde el área PO e HMB,

lo que probablemente a su vez, induzca 1a liberación de LRH(166).

Además, la reducción previa del depósito liberable de NAy A enel

área POMy EM-arcuato o el bloqueo de receptores.x -adrenérgicos,

impidió la liberación de LH y LRHpor administración de Naloxona(161).

Estudios recientes, utilizando la respuesta liberadora de LH

a Naloxona comoindice de su influencia sobre la liberación deIRH,

también sugirieron alguna reducción de la influencia inhibitoría

de los POEantes y durante el pico de LH en proestro o inducido

por E y P en hembras castradas (162).2

La morfina bloqueó el aumento de LRHen el HMBinducido por

progesterona en hembras castradas pretratadas con estradiol (161).

Dado que la morfina inhibe el recambio de NAy A (170), ésto su

giere que la supresión del aumento de LRHen el HMBpuede deber

se a deficiencias de 1a señal noradrenérgica, observación semejag

te a lo encontrado luego de la supresión de NAya sea con inhibi

dores a; la DBHo con 6-hidroxidopamina (172).

Ha sido observado un aumento significativo en los niveles de
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P-endorfina en la EMde ratas en proestro y en asociación con la

descarga preovulatoria de LHinducida por esteroides ováricos en

hembras castradas. Aunquedichos aumentos son dificiles de inter

pretar, dado que la Naloxona falló en liberar LHdurante este pe

riodo (162), pudiera ser que la disminución en la liberación de

P -endorfina pueda permitir un aumento transitorio en los niveles

de LH en el HMB.

Tomandolos datos precedentes en conjunto, se sugiere que en

algún momentode la mañanadel proestro, la influencia inhibitoria

de los POEes interrumpida localmente en regiones del área POM y

EM-arcuato, para permitir un aumento en el recambio de CA, siendo

éste un paso inicial en la secuencia de eventos neurales que cul

mina con la descarga masiva de LHen la tarde del proestro.

En ratas hembra prepúberes, los POEparecen jugar un rol im

portante entre los mecanismosque controlan el desarrollo pflnrdh

Se vio que la administración perinatal de Naloxona, provocó ade

lanto puberal en esos animales (173).

El trabajo descripto a continuación ha sido realizado con el

propósito de determinar la influencia ejercida por los POE sobre

la madurez del mecanismode retroalimentación positivo ejercido por

los esteroides sexuales sobre la secreción de LH, siendo éste uno

de los principales eventos involucrados en el pico preovulatorio
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de LHy el inicio puberal de la hembra. Se describirá el efecto

ejercido por 1a administración de Naloxona, antagonista especifi

co de receptores opiáceos, sobre los niveles de LHen ratas hem

bra tratadas con Ez-P a distintas edades de la etapa prepuberal.

Materiales 1 Método

Se utilizaron ratas hembraprepúberes de la cepa del Departg

mento de Fisiología de la Facultad de Medicina de Buenos Airesxnm

crecieron en viveros en las condiciones ya descriptas.

El benzoato de estradiol fue administrado por via s.c. 76 hg

ras previo al sacrificio, en dosis de lO pg/rata y la progestero

na, por la misma via en dosis de l mg/rata, 5 horas previo al sa

crificio. Los animales control fueron inyectados con el vehiculo

oleoso.

La Naloxona (Endo Lab., Garden City, N.Y., USA) disuelta en

0.87 %de ClNa, se administró en dosis de 5 mg/kg de peso coqual

por via i.p., 30 minutos previo al sacrificio.

Todos los animales fueron sacrificados por decapitación a las

5 de la tarde, teniendo en ese momento 14, 20 y 25 dias de edad.

Se recogió la sangre del tronco y luego de la retracción del coá

gulo se determinaron los niveles de LHen suero por RIA tal como



fuera descripto anteriormente. Los resultados se compararonesta

disticamente utilizando ANOVAy el test de Tuckey (114,115).

Resultados

En la Tabla VIIl se pueden observar los efectos de la admi

nistración de Naloxona y Ez-P sobre los niveles de LHen ratasrem

bra prepúberes de 14, 20 y 25 dias de edad. La administración de

Ez-P en ratas de 14 dias provocó un efecto de retroalimentaciáing

gativo sobre la secreción de LH, dado que los niveles de esa hor

monafueron significativamente menores que en ratas control (p <

9.01). Por otro lado, la administración de Naloxona en estos an;

males, produjo un incremento significativo en los niveles basales

U: (D LH, que fue bloqueado por la administración simultánea de E2—P.

l'l Ju este último caso, las ratas tratadas con Naloxona y E2-P mos

rf :aron niveles de LHsemejantes a los del grupo tratado solamente

con Ez-P.

A los 20 dias de edad, 1a administración de E2-P no produjo

cambios significativos en la secreción de LHmientras que la Nalg

xona los incrementó. La inyección de E2-P en ratas de 20 diastna

tadas con Naloxona, provocó un incremento en los niveles de LH,

siendo éste significativamente mayor que el observado cuando se



TABLAVIII.EfectodeNaloxonayE2—Psobre1aSecrecióndeLHenRatas

HembraPrepúberes.

LH(ng/m1suero)

Naloxona

EdadCONTROLE2-PNaloxona+E2-P

(días)(A)(B)(c)(D)

ValordeP

<0.01<0.02

1443,7:9,16,5:0,7242,5:3,76,7:1,0

(9)(7)(9)(8)

VS VS VS VS VS

IDUDUD

<<<CDU

2022,0i2,843,0:11,5103,1:17,4771,8:248,3

(7)(7)(9)(9)

vsCvsD vs vs VS

UDUD

44mm

2520,1:4,11904,8t290,361,7:9,63075,3i282,4

(7)(8)(8)(8)

vsBvsD vs vs vs VS

¡QUEDO

<<<CDU

Mediat errorestandard.Númerodedeterminacionesentreparéntesis.
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administró Naloxona solamente (p<0.02).

En animales de 25 dias de edad, la administración de Ez-P ig

dujo un efecto de retroalimentación positivo sobre la secreción

de LH. A esta edad, la administración de Naloxona resultó en un

aumento de los niveles basales de LHy además provocó una poten

ciación significativa de la liberación de esa hormonapor adminig

tración de E2-P.

La liberación de LHpor acción de la Naloxona fue disminuyen

do desde los 14 a los 25 dias de manera significativa.

Discusión

En el inicio puberal de la rata hembra están aparentementeig

volucrados dos fenómenos importantes: una disminución del efecto

inhibitorio ejercido por los esteroides gonadales sobre la secrg

ción de GR(174) y el desarrollo del mecanismode retroalimenta

ción positivo ejercido por los esteroides sexuales sobre la libe

ración de LHy FSH. Trabajos previos han demostrado que las es

tructuras nerviosas involucradas en este mecanismomaduran alre

dedor de los 20 dias de edad,luego de lo cual los esteroides indg

cen liberación de LH (78,16).

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con datos
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previos, dado que la administración de E2-P produjo una disúumcnül

en los niveles de secreción de LHa los 14 dias de edad, no modi

ficó dichos valores a los 20 dias e indujo liberación de LHa los

25 dias de edad.

Los péptidos opioides endógenos, que ejercen un efecto inhi

bitorio sobre la secreción de GR,parecen tener un rol fisiológi

co en el inicio puberal de la rata hembra, dado que 1a administra

ción perinatal de Naloxona, provocó un aumento en la concentración

sérica de LHy adelantó la edad de inicio puberal determinada de

acuerdo al dia de apertura vaginal y primer estro. Dichos anima

les mostraron mayores niveles de LHy FSHen el primer proestro

que las ratas control (173).

Este trabajo confirma datos previos, dado que se puede obse;

var un aumento significativo en los niveles de LHa los 14, 20 y

25 días de edad luego de la administración de Naloxona (63). La

inyección de E2-P anuló la respuesta liberadora de LHpor Naloxo

na a los 14 dias de edad, a pesar de que existe evidencia de que

el efecto negativo ejercido por los esteroides ováricos estarialqg

diado en parte por los péptidos opioides hipotalámicos (175,176).

En nuestro caso, el hecho de que la Naloxona no haya modificado

la inhibición inducida por administración de E2—Psobre la secre

ción de LHa los 14 dias de edad, indica que el efecto negativo
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esteroideo no seria dependiente de 1a mediación opioide. Más ev;

dencia al respecto ha sido también presentada (177).

La administración de esteroides ováricos en ratas tratadas con

Naloxona a los 20 días de edad indujo una liberación de LH, indi

cando que la inhibición opioide es capaz de adelantar la madurez

del mecanismode retroalimentación positivo ejercido por los estg

roides ováricos sobre la secreción de LH. Más aún, la administra

ción de Naloxona potenció la liberación de LHpor acción de E2-P

a los 25 dias de edad, lo que confirmaría la existencia de un e

fecto inhibitorio opioide sobre ese mecanismo. Dicha inhibición

podria estar conectada con la conocida acción regulatoria de los

péptidos opioides sobre el inicio puberal de la rata hembra.

Es interesante notar que la liberación de LHen respuesta a

Naloxona fue disminuyendo entre los 14 y 25 dias de edad, en coin

cidencia con lo hallado por otros autores (63). Esta reducción

quizás represente una disminución en el efecto inhibitorio ejerc;

do por el sistema opioide sobre la secreción de LH (175,176), que

podria estar relacionada con el desarrollo del mecanismopositivo

esteroideo sobre la secreción de esa gonadotrofina.

Estos resultados, en los que encontramos que los opioides eg

dógenos podrian ejercer una influencia inhibitoria de la madura

ción del mecanismode retroalimentación positivo, y el hechockaque
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la liberación de LHen respuesta a Naloxona se observe solamente

en la rata hembra prepúber (177), permite especular que el efecto

regulatorio de los opiáceos sobre el desarrollo del mecanismopo

sitivo esteroideo sobre la secreción de GRpodria estar también

asociado con la diferenciación sexual del hipotálamo en el tipo ci

clico de control de la función gonadotrófica.

2.A.5. ACCION DE LA HIPERPROLACTINEMIA

Introducción

En la mayoria de los mamíferos, la secreción de prolactina

(PRL)se encuentra bajo el control inhibitorio del hipotálam)(l78)

y el principal mediador parece ser 1a DAliberada desde las neurg

nas dopaminérgicas del sistema túbero-infundibular (TIDA), cuyos

cuerpos celulares están localizados en el núcleo arcuato y los a

xones terminan en la capa externa de la EM(179).

La biosintesis de DAse produce dentro de los terminales axé

nicos que liberan el producto dentro de los capilares del sistema

porta-hipofisario y desde alli a los lactotropos de la hipófisis

anterior, en concentraciones suficientes para inhibir la secnxúón

de PRL. La capacidad de la DApara inhibir dicha secreción se dg
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mostró tanto "in vivo" como"in vitro" (180,181), hallándose re

ceptores de alta afinidad para DAen los lactotropos de distintas

especies, inclusive el ser humano(182).

Dado que 1a liberación de PRLno está regulada por señales

negativas provenientes de sus órganos blancos, el mecanismode rg

troalimentación corto que opera por medio de la regulación hipotg

lámica (via flujo retrógrado) adquiere especial importancia. En

dicho mecanismo, 1a PRLaltera la liberación de DAy asi controla

su pnxúa secreción. Altas concentraciones de PRLprovocan una mg

yor liberación de DApor el hipotálamo, la cual suprime posterior

mente la liberación de PRLdesde la hipófisis, y viceversa, silos

niveles de PRLdisminuyen. Este mecanismo se demostró primero en

la rata (183) y luego se confirmó en el ratón y el hamster. Pos;

blemente opere el mismo mecanismo en primates.

El control hipotalámico de la secreción de PRLes predominan

temente inhibitorio tónico, pero también parece ser necesario el

rol funcional de ciertos factores liberadores, sobre todo durante

la actividad secretora aguda.

Existe evidencia experimental en varias especies, inclusiwaen

el ser humano, de que la TRH,serotonina, péptidos opioides endó

genos, histamina, ocitocina, angiotensina y otras sustancias, pug

den estar involucradas en el control de 1a secreción de PRL. De
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todas ellas sólo se ha identificado adecuadamente a la TRHy al

VIP (péptido intestinal vasoactivo) comofactores liberadores de

esta hormona.

Varios neurotransmisores y neuromoduladores parecen estar ig

volucrados en el control hipotalámico de la liberación de PRL. La

integración entre ellos, controlaria la secreción de esta hormona

bajo diferentes condiciones fisiológicas.

El aumento de la actividad serotoninérgica provoca un aumen

to de la secreción de PRL(184). Dichos efectos son independien

tes de 1a via dopaminérgica. Las señales parecen provenir del ná

cleo dorsal del Rafe, y 1a liberación de 5-HTse produce en las

terminales del HMB(185).

Los péptidos opioides estimulan la liberación de PRL(186). g

videncias experimentales indican que el control opiáceo de 1a se

creción de PRLen 1a rata, está mediado a través de la inhibición

del recambio de DAy de su liberación por las neuronas del siste

matúberoinfundibular.

La administración intraventricular de histamina en la rata

induce liberación de PRL, mientras que la difenhidramina, bhxnmag

te histaminérgico, anula la liberación de PRLinducida por estrés

(187). Otro antagonista, la cimetidina, induce liberación de PRL

y galactorrea (188).
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La PRLes liberada en forma de pulsos de distinta magnitud,

superpuestos a una secreción basal continua. La mayor concentra

ción de PRL en plasma humano ocurre durante el sueño nocUnnK>(189).

En la primera hora de vigilia, la mismacae para alcanzar los ni

veles más bajos en la media mañana. Este tipo de ciclo se obser

va en niños y niñas prepúberes, púberes y adultos.

Varios estímulos de estrés tales comoel ejercicio fisico,c¿

rugia, hipoglucemia y anestesias inducen secreción de PRL, tanto

en el hombre como en la mujer.

Durante la pubertad de la mujer, el nivel medio de PRLGHISQQ

ro aumenta hasta alcanzar el nivel adulto. Este cambio no ocurre

en el hombre. Aunqueexisten evidencias sobre la existencia de

un pequeño pico de PRLen mitad del ciclo, con mayores niveles dg

rante la fase luteal, no hay grandes cambios en la concentración

de PRLdurante el ciclo sexual de la mujer (190). En cambio, en

la rata se observa un aumento significativo de PRLjunto con LH

y FSHdurante el proestro (191).

Los estrógenos promueven tanto la sintesis comola liberación

de PRLpor 1a hipófisis, tanto en la mujer comoen la rata (192).

Este efecto es dosis-dependiente. La influencia estimulante de

los mismossobre esa glándula, parece deberse a una acción direc

ta sobre el lactotropo, aumentando la sintesis de DNAy RNAmensg
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jero y asi la sintesis de PRL. También, posee un efecto anti-do

paminérgico, disminuyendo marcadamente 1a liberación de DAy la

habilidad de la misma para inhibir la secreción de PRL(193). La

administración conjunta de progesterona, luego de la de estrógenos,

provoca una liberación aguda de PRLasi como de LH (194).

Estudios realizados tanto en animales de laboratorio comoen

la mujer, sugieren una relación inversa entre 1a secreción de GR

y la de PRL(195,196,197). En el caso de la mujer, niveles eleva

dos de PRLprovocan en general un sindrome anovulatorio con ameng

rrea y galactorrea (196). Se ha sugerido que la hiperprolactine

mia afecta los mecanismoshipotalámicos involucrados en el efecto

de retroalimentación positivo ejercido por los esteroides ovári

cos sobre la secreción de LH, necesario para inducir 1a ovulmfión

(197). También se han presentado evidencias de que la hiperpro

lactinemia afecta directamente la función ovárica (198,199), lo

que a su vez podria ser responsable de las alteraciones observa

das en el mecanismopositivo esteroideo.

La administración de PRLen ratas hembra, adelanta el inicio

puberal (71,73,200). El implante de PRLen el hipotálamo induce

liberación de LHy FSH (73,74) y sobre esta base, se ha sugerido

la existencia de un efecto estimulante directo de esa hormonaso

bre la secreción de LRH, como uno de los mecanismos posibles invg



lucrados en la inducción de pubertad precoz por hiperprolactine

mia en esos animales.

Otros autores han sugerido la existencia de un sitio ovárico

de acción de la PRLpara provocar pubertad precoz (72).

Dadoque el mecanismode retroalimentación positivo ejercido

por los esteroides ováricos sobre la secreción de GRes uno delos

eventos principales involucrados en el desarrollo puberal de la

hembra, el trabajo descripto a continuación tuvo por objeto dete;

minar si la hiperprolactinemia inducida por administración de Sul

pirida, antagonista de receptores dopaminérgicos, puede afectar

la madurezdel efecto estimulante ejercido por E2-P sobre la se

creción de LHen la rata.

Materiales 1 Método

Se utilizaron ratas hembra prepúberes de 1a cepa del Departg

mento de Fisiología de la Facultad de Medicina de Buenos Airamque

crecieron en las condiciones ya descriptas.

La hiperprolactinemia fue inducida por medio de la adminis

tración de Sulpirida que eleva los niveles de PRLendógena tanto

en la mujer (201) como en la rata (202). Dicha droga se adminis

tró por via s.c. en dosis de 7 mg/lOOg de peso por día (en dos ng
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yecciones, a las 8 hs y a las 14 hs), durante 6 dias consecutivos,

disuelta en solución fisiológica. Los grupos control fueron in

yectados con el vehiculo.

Los animales se sacrificaron por decapitación 3 horas des

pués de la última inyección de Sulpirida; tres dias antes se ad

ministró benzoato de estradiol en dosis de 10 Pg/rata por vías.cH

y 5 horas antes 1 mg/rata de progesterona, por la misma via. Se

realizó el tratamiento simultáneo de esteroides y Sulpirida, de

tal modoque en el 3° dia de administración de Sulpirida, se in

yectó el estradiol, y en el 6° día de inyección de la droga, se

administró la progesterona.

Un grupo de animales recibió solamente el tratamiento este

roideo y otro grupo, únicamente Sulpirida. E1 4° grupo se utili

zó como control.

En el momentodel sacrificio los animales tenian 14, 20, 24,

28 y 32 dias de edad. Se recogió la sangre del tronco y luego de

separar el suero se determinaron los niveles de LHy PRLpor RIA

por doble anticuerpo. La PRLsérica se dosó utilizando los equi

pos provistos por el NIAMDD,dependiente del NIH. La marcación

de PRLaltamente purificada de rata, se realizó en nuestro laborg

torio utilizando Cloramina T y Metabisulfito de sodio tal comose

describió previamente para la marcación de LH. Para cada ensayo
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se realizó una curva de referencia utilizando el estandard de PRL

provisto por el NIAMDD.Los resultados se expresaron en ng/ml de

suero en términos del Rat Prolactin RPl (estandard).

El análisis estadístico se realizó utilizando ANOVAy altest

de comparaciones múltiples de Tuckey (114,115).

Resultados

Comose puede observar en la Tabla IX, la administración de

7 mg/lOOg de peso de Sulpirida durante 6 dias consecutivos, pro

vocó un aumento significativo en los niveles de PRLsérica, compa

rados con los valores control, en todas las edades estudiadas (p<

0.01).

El tratamiento con esteroides (Ez-P) indujo la liberación de

PRLen animales control e hiperprolactinémicos por Sulpirida alos

24, 28 y 32 dias de edad, pero no en ratas más jóvenes. Los nivg

les de PRLen ratas tratadas con Sulpirida y E2-P a los 24, 28 y

32 dias de edad, fueron significativamente más elevados que en g

quellos tratados con Sulpirida solamente, o los que recibieron sg

lamente el tratamiento con esteroides.

La hiperprolactinemia por Sulpirida indujo una liberación de

LHpor administración de E2-P similar a la encontrada en animales
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2

Prolactina(ng/ml)

EdadControlE2—PSulpiridaSulpiridaValordep(*)
(días)(A)(B)(c)+E2-P(D)<0.01<0.05

AvsD BvsD

149,610,88,9tO,94o,o:3,e44,8:5,9Avsc

(6)(6)(6)(7)Bvsc

o; Ou

22l3,3il,821,3i5,681,413,7l38,0126,0AVSC;AVSD

(6)(6)(7)(8)BvsC;BvsD

2416,4i3,789,7i9,875,515,l125,0113,5AVSB;AVSCBVSD

(7)(6)(13)(9)AvsDCvsD

vsCBvsD vsD

2813,6:2,8138,0i26,0112,0:14,o236,0:24,0AvsB

(7)(7)(8)(7)AvsD

4 U

3215,715,4151,0i18,3108,2i12,8280,0134,2AVSB

(8)(8)(7)(8)AvsD

<
vsCBvsD vsD

U

Mediai errorestandard. *DeacuerdoaltestdecomparacionesmúltiplesdeTuckey. Númerodedeterminacionesentreparéntesis.
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normoprolactinémicos, en todas las edades estudiadas (Tabla x).

Se puede observar una disminución significativa en los niveles de

LH en ambos grupos de ratas a los 14 y 20 dias de edad, y una ac

ción estimulante a los 24, 28 y 32 dias de vida.

Nohay diferencias significativas en la concentración basal

de LHen suero entre ratas control e hiperprolactinémicas en las

distintas edades estudiadas (Tabla x).

Discusión

Nuestros resultados muestran que la hiperprolactinemia indu

cida por administración de Sulpirida no modifica ni los niveles

basales de LHni la edad en la que es posible inducir el efecto

estimulante de los esteroides sexuales sobre la secreción de LH

en la rata. Por otro lado, comoya se ha demostrado previamente

(203,204), los animales prepúberes presentaron niveles basales de

LHmás elevados en etapas tempranas de la etapa prepuberal que en

momentos más avanzados, y este fenómeno también se lo observa en

ratas hiperprolactinémicas (Tabla x). Esto parece indicar que el

tipo de hiperprolactinemia inducida por Sulpirida no afecta ellxg

fil de secreción basal de LHen la rata hembra prepúber.

Hay numerosas evidencias de que la hiperprolactinemia puede



TABLAX.

tinemiainducidaporSulpirida.EfectodeB2-PsobrelaLiberacióndeLHenRatasPrepúberesconHiperprolac

LH(ng/mlsuero)

Edad

(dias)

CONTROL

(A)

E2—P

(B)

Sulpirida

(C)

Sulpirida +Ez-P(D)

1485,217,3

(6)

17,7t3,4

(6)

85,5110,4

(6)

24,517,3A

(6)

ln

VS VS

U

Valordep(*)

(0.01

A C
VS VS

(0.05

2268,0i4,8

(6)

28,0:8,3

(6)

60,517,5

(7)

38,0i4,2

(8)

AvsB BvsC

o I o I
AvsD CvsD

2435,0i3,5

(7)

562,0180,0

(6)

35,3i7,5

(13)

545,0:52,2A

(9)

ID

VS VS

m

<0
VS VS

2825,2i4,l

(7)

4400,3i489,2

(7)

32.113,9

(8)

5242,3i632,2A

(7)

III

VS VS

II!

<0
VS VS

3220,3:3,2

(6)

3500,31320,1

(6)

22,3i4,8

(6)

293o,2:320,3A

(6)B

VS VS

U

<0
VS VS

Mediai errorestandard. *DeacuerdoaltestdecomparacionesmúltiplesdeTuckey. Númerodedeterminacionesentreparéntesis.
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adelantar el inicio puberal de la rata hembra (71,72,73,74,200).

Se ha sugerido la existencia de un efecto estimulante directo de

la prolactina sobre la secreción de LRH,comouno de los mecanis

mos posibles por los que 1a hormona puede adelantar la pubertad

(73,200). Sin embargo, también fue propuesto un efecto inhibito

rio de 1a PRL sobre la secreción de LH (71).

Nuestros resultados parecen indicar que la pubertad precoz

inducida por hiperprolactinemia, no está relacionada con cambios

en la madurez de los mecanismosinvolucrados en el efecto positi

vo ejercido por los esteroides ováricos sobre la secreción de LH.

Más aún, los niveles elevados de PRLno afectan el perfil de se

creción basal de LHdurante la etapa prepuberal de la rata hem

bra.

Seria importante estudiar la posibilidad de que la hiperpro

lactinemia induzca un adelanto puberal en la rata hembra, alteran

do mecanismos que no involucren la madurez del mecanismo positivo

esteroideo. Por ejemplo, otros autores (72) mostraron que en ra

tas hiperprolactinémicas por Sulpirida, hay un aumento en la sen

sibilidad ovárica a las GR,pudiendo esto indicar la existencia de

un sitio de acción ovárico de la PRLpara la inducción de puber

tad precoz.

Trabajos realizados por otros autores indican que la adminis
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tración de estrógenos no es capaz de aumentar los niveles de PRL

en ratas hembra menores de 24 dias de edad, mientras que los antg

gonistas dopaminérgicos comola Pimozida, pueden provocar libera

ción de PRLa partir de los primeros dias de vida (205). Nuestros

resultados confirman aquellos, dado que la administración de E2-P

no produjo elevación en los niveles de PRLsérica en ratas de 14

y 20 dias, mientras que en estas edades la administración de Sul

pirida estimuló dicha secreción.

Es interesante notar que la administración de esteroides ové

ricos elevó aún más los niveles altos de PRLinducidos por la in

yección de Sulpirida en ratas de 24, 28 y 32 dias de edad. Sepúeg

sa que tanto los estrógenos comola Sulpirida provocan liberación

de PRLactuando a nivel hipofisario y del SNC(206,207,208,209).

Sin embargo, nosotros demostramos que la administración de E2-P

incrementó significativamente los niveles ya elevados de PRL por

el tratamiento con Sulpirida, siendo ésto una evidencia de la e

xistencia de diferentes mecanismos de acción para ambas susüumias.

El hecho de que la liberación de PRLpor acción esteroidea y por

la administración de Sulpirida madure en momentosdiferentes de

la etapa prepuberal de la rata hembra (205), refuerza ese punto

de vista. De todos modosno puede descartarse que la administra

ción de E2-P provoque una estimulación adicional sobre el mecanig
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2.B. ESTUDIOS SOBRE EL MECANISMO DE RETROALIMENTACION POSITIVO

EJERCIDO POR LOS ESTEROIDES SEXUALES SOBRE LA SECRECION DE

GONADOTROFINAS EN LA RATA ADULTA.

2.8.1. ACCION DE LA MELATONINA

Introducción

Ya hemos descripto la acción de 1a glándula pineal y suzxin

cipal hormona, la melatonina, sobre 1a secreción de LH en ratas

hembraprepúberes (Capítulo 2.A.2.).

El presente trabajo tuvo por objeto estudiar el efecto ejer

cido por 1a administración de melatonina sobre la liberación de

LHinducida por E2-P en ratas adultas castradas, siendo este meca

nismo de fundamental importancia para que se produzca la owflacfiüh

Por otro lado, y teniendo en cuenta que la desnervación sim

pática de la glándula pineal produce una disminución drástica de

la actividad metabólica de la glándula (101), estudiamos el efec

to de 1a administración de E2-P sobre la secreción de LHen ratas

hembracastradas sujetas a gangliectomia cervical superior (GCS).

Materiales y Método
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Los animales utilizados fueron ratas hembra adultas de la cg

pa del Departamento de Fisiología de la Facultad de Medicina de

Buenos Aires, mantenidas en viveros en las condiciones ya descrip

tas.

Las castraciones se realizaron bajo anestesia con éter tres

semanas antes del comienzo de los experimentos.

La melatonina fue administrada por via s.c. disuelta en eta

nol: salina (5:95) dos veces por dia a las 9 y 16 horas durante

6 dias consecutivos en dos dosis diferentes: 125 Pg y 250 Pg/lOO

g de peso corporal.

El benzoato de estradiol se inyectó en una sola dosis de 20

Fg/rata y 3 dias después se administraron 2 mgde progesterona.

Ambosesteroides se inyectaron por via s.c. al mediodia.

Los grupos control fueron inyectados con el vehiculo.

El tratamiento esteroideo se realizó simultáneamente con el

de melatonina. Al tercer dia de tratamiento con melatonina, se ag

ministró estradiol y al sexto dia, la progesterona.

La GCSse realizó bajo anestesia etérea una semana antes de

comenzar el tratamiento con melatonina. Se retrajeron las glándu

las salivales y se identificó el ganglio cervical superior en la

bifurcación de la arteria carótida comúnen sus ramas interna3re1

terna, removiéndoselo de ambos lados.
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Las ratas fueron sacrificadas por decapitación a las seis de

la tarde, habiendo recibido tres horas antes progesterona y/o dos

horas antes la última inyección de melatonina. Los grupos qmúrol

se sacrificaron en ese mismomomento.

Se recogieron las muestras de sangre y se separó el suenalug

go de la retracción del coágulo, donde se realizaron las determi

naciones hormonales de LHpor RIA por doble anticuerpo, como ya

fuera descripto en el Capitulo 2.A.1.b.

Las concentraciones de LHse expresaron en ng/ml de suero en

base al estandard provisto (RPl).

Los resultados se analizaron estadísticamente mediante ANOVA

luego de la transformación logaritmica de los datos (114) y el má

to de comparaciones múltiples de Tuckey (115).

Resultados

En la Tabla XI-1,se puede observar el efecto del tratamiento

con melatonina (125 Pg/lOO g de peso corporal durante 6 días con

secutivos, dos veces/día) sobre 1a liberación de LHinducida por

esteroides. La melatonina no modificó los niveles basales de LH

en las ratas hembracastradas, pero potenció 1a liberación de esa

hormona inducida por el tratamiento con E2-P.



TABLAXI.

Castradas.Efectode1aMelatoninasobre1aLiberacióndeLHenRatas

EXPERIMENTO1

EXPERIMENTO2

GRUPO

LHsérico(ng/m1)

GRUPOLHsérico(ng/m1)

Vehículo

g
Estradiol Progesterona

m CMelatonina

(250pg/lOOg)

DMelatonina+

Estradiol Progesterona

703i
2249i

518t
4222i

94 269 43 728

(9)AVehículo (9)

843i126(10)

Estradiol-3250t(8) Progesterona

m

744

(10)Melatonina(10)

(500pg/lOOg)

U

1008t233

(9)Melatonina+

Estradiol Progesterona

D

4712109(10)

AnálisisEstadístico:

p<0.05B p<0.01

4 4 m U
VS VS VS VS VS

Q ¡DOUO

AnálisisEstadístico:

AvsB

<0.0

p1 BvsD p<0.05BvsC

Lamelatoninaseinyectóendosisde250Pg/lOOg(Exp.1) día(Exp.2),durante6días. errorestandard.

ío500Pg/lOOg/

Losresultadossepresentancomolamediat

Entreparéntesis,númerodedeterminaciones.
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En un segundo experimento, se estudió el efecto provocado por

una dosis mayor de melatonina, 250 Pg/IOO g de peso corporal, dos

veces/dia durante 6 dias consecutivos (Tabla KPQ). La melatonina

en esta dosis, suprimíó el incremento en los niveles de LHinduci

dos por la administración de esteroides sexuales. Nuevamente,los

niveles de LHpostcastración se mantuvieron inalterados a pesar

del tratamiento con melatonina.

En un tercer experimento, se estudió el efecto de la GCSso

bre la inhibición provocada por la dosis mayor de melatonina so

bre el efecto de retroalimentación positivo ejercido por E2-P sg

bre la liberación de LH (Tabla XII). La administración de EZ4>en

ratas gangliectomizadas provocó un incremento en los niveles deIH

de magnitud similar a la observada en los animales control de la

Tabla XI. El tratamiento con melatonina en la dosis utilizada en

el 2° experimento, no fue capaz de bloquear el aumento en los ni

veles de LHen respuesta a E2-P. Por el contrario, se produjo un

incremento en los niveles de esa hormonasignificativamente supe

rior al encontrado cuando se inyectaron los esteroides solamente,

repitiéndose el efecto observado en el 1° experimento.

Discusión



TABLAXII.Efectode1aMelatoninasobre1aLiberacióndeLHen

RatasGangliectomizadas.

GRUPOLHsérico(ng/m1) Vehículo600t62(9) Estradiol+Progesterona1895i364(8) Melatonina515i83(8)

4 m U D

Melatonina+Estradiol-4467i884(8) Progesterona

AnálisisEstadístico:

Avs

vs vs

p<0.05

IIIUQ DO

B B Avs

<.1
pooCvs

Lamelatoninaseinyectóendosisde500Pg/lOOg/día,en2in yecciones,durante6días.Laganglíectomíaserealizó7días antesde1ainyeccióndemelatonina.Mediat errorestandard. Entreparéntesis,númerodedeterminaciones.
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Los resultados indican que en ratas ovariectomizadas traufias

con estradiol y progesterona, la melatonina ejerce un efecto bifé

sico dosis-dependiente sobre la liberación de LH, siendo la dosis

más baja estimulante y la más alta inhibitoria. La GCSque provg

ca la desnervación simpática de 1a glándula pineal y una reixrión

severa de su actividad metabólica, abolió el efecto inhibitorfiade

la dosis mayor de melatonina sobre la liberación de LHinducida

por esteroides, de modoque en estos animales, la dosis alta de

melatonina potenció la liberación de LHpor acción de Ez-P.

Se puedenpostular distintas interpretaciones para tratar de

explicar estos hallazgos. La melatonina exógena puede tener dis

tintos efectos, dependiendo de si actúa directamente sobre haglál

dula pineal o sobre una estructura extrapineal. A dosis bajas,la

melatonina podria facilitar el efecto positivo esteroideo sobre

la secreción de LHa nivel extrapineal, con ausencia relativa de

efectos pineales. Adosis altas, el indol podria estimular la li

beración de otro producto pineal sirviendo éste de hormonaantigg

nadal. La GCS,al impedir la actividad metabólica pineal, elimi

naria este segundo componente.

Varias observaciones dan sustento al concepto de que al me

nos algunos de los efectos de la melatonina se realizan mediante

cambios en la actividad secretora de la glándula pineal. Se vio
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que la melatonina es capaz de afectar el contenido de lípidos p;

neales (107), de los niveles de serotonina glandulares (108), etc.,

comotambién de provocar cambios ultraestructurales compatibhüscon

activación pineal (109). Ha sido publicado que la administración

intraventrícular de melatonina, aumenta los niveles de arginina

vasotocina dentro del LCR,péptido que posee un potente efecto ig

hibitorio sobre la liberación de LH(210). Pudiera ser también,

que la GCSafecte la actividad de 1a melatonina por otras rutas

que no sean la glándula pineal.

Existe otra interpretación de los resultados aqui presenta

dos. La melatonina administrada podría interferir con la melato

nina endógena (u otro producto pineai) o tener una determinada re

lación temporal con la secreción endógena de melatonina, para cag

sar cambios en el efecto positivo esteroideo en un sitio de aafión

extrapineal. La desnervación pineal, por impedimentode la act;

vidad secretora de la glándula, puede provocar cambios en la act;

vidad de la melatonina exógena. Al respecto, se puede mencionar

que el tratamiento con melatonina, reduce la unión de estnxfiol ma;

cado en hipófisis de ratas hembracastradas pinealectomizadas, su

giriendo que el indol puede afectar el mecanismoreceptor a este

roides en este tejido (99).

El hipotálamo es probablemente el principal sitio de acción
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de 1a melatonina. La misma se concentra dentro de esa estructura

luego de su administración, ya sea sistémica o dentro del UJI(211,

212), encontrándose sitios especificos de unión para melatonina en

fracciones de membrana del HMB(213). La melatonina induce en el

hipotálamo una variedad de cambios metabólicos, entre ellos, libg

ración de LRH. El efecto estimulante de la melatonina sobre la

liberación de LHpor acción de E2-P en ausencia de inervación sim

pática de 1a glándula pineal observado en este trabajo, es compa

tible con el incremento de la liberación de LRHpor perfusión "in

vitro" del HMBde la rata con esa hormona (214).

Todos los efectos de 1a melatonina exógena sobre el efecto

positivo esteroideo sobre la secreción de LH, pueden ser visas de

este modo, comoresultado de una acción facilitadora del indol a

nivel hipotálamo-hipofisario y de una acción inhibitoria que necg

sita la presencia de un sistema simpático cervical intacto, y<mm

opera a dosis altas.

2.B.2. ACCION DEL SISTEMA SEROTONINERGICO

Introducción

Ya hemos descripto la acción de 1a serotonina sobre la secrg
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ción de LHen la rata hembra prepúber (Capítulo 2.A.3.).

E1 objetivo de estos trabajos ha sido estudiar el efecto de

1a administración del precursor en la sintesis de serotonina, 5

HTPsobre la secreción de LHen la rata hembra adulta, como así

también el efecto de la destrucción de las neuronas serotoninérgi

cas mediante el uso de PCA,neurotóxico serotoninérgico, sobre

1a liberación de LHen respuesta a la administración de LRHen eg

tos animales.

Materiales y Método

Se utilizaron ratas hembra y macho adultas de la cepa del Dg

partamento de Fisiología de la Facultad de Medicina de Buenos Ai

res, que crecieron en nuestro vivero, en las condiciones ya rela

tadas.

Las ratas hembra fueron ovariectomizadas 30 días antes de cg

menzar las experiencias. En ellas se inyectó benzoato de estra

diol en dosis de 20 Pg/rata, 76 horas previo al sacrificio, y 2

mg/rata de progesterona 5 horas previo al sacrificio, ambos por

vía s.c.

E1 S-HTP, precursor inmediato de la serotonina, se adminis

tró en dosis de 75 mg/kg de peso corporal, disuelto en soluchüisg
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lina, por vía i.p., una hora previo al sacrificio.

PCA,neurotoxina serotoninérgica, capaz de reducir significa

tivamente sus niveles luego de 2 ó 3 días de administración (145),

se inyectó en dosis de 5 mg/kg de peso corporal disuelta en solu

ción salina, por vía i.p., al mediodía, durante 3 dias consecuti

vos.

Los animales control se inyectaron solamente con el vehículo.

En los experimentos en que se estudió el efecto de la admi

nistración de LRHsobre la liberación de LH, se utilizaron ratas

machoenteras y hembras castradas adultas. Se colocó una cánula

de Silastic en la vena yugular externa derecha de animales de 60

70 días de edad, de acuerdo a procedimientos ya descriptos por o

tros autores (215). Esto se realizó 48 horas antes de la recoleg

ción de las muestras de sangre. Luego de tomar la muestra basal,

se inyectó 100 ng de LRHsintético (Hoechst) dentro de la cánula

y se colocó a continuación solución salina conteniendo 500 UI de

heparina/ml para evitar la formación de coágulos dentro de 1a mig

ma. Se cerró el extremo de la cánula con una punta metálica y se

sujetó al dorso del animal hasta el comienzode la recolecciáude

sangre. Las muestras de sangre (300 P1), se extrajeron a los lO,

20 y 60 minutos de la administración de LRH. Luego de cada ex

tracción, se colocó igual volumende solución salina heparinizada
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para limpiar la cánula y reemplazar el volumen sanguíneo. Luego

de 1a última extracción se lavó cuidadosamente 1a cánula con solg

ción heparinizada, permaneciendocolocada para continuar los tra

tamientos.

Cuatro días después de la inyección de LRHse administró PCA

por via i.p., durante tres dias consecutivos en dosis ya descrip

tas. A1dia siguiente de la última inyección, se administró nue

vamente LRHdentro de la cánula y se extrajeron muestras de san

gre según el esquemaanterior.

Una vez recogidas todas las muestras de sangre, se separó el

suero donde se determinaron los valores de LHpor RIA por dobhaag

ticuerpo, según la metodologia ya descripta (Capítulo 2.A.1.b.).

Los resultados fueron comparadosestadísticamente utilizando

ANOVAy el test de Tuckey, o en otros casos, el test "t" de Stu

dent para muestras apareadas.

Resultados

La Tabla XIII muestra el efecto de la administración de E2—P

y S-HTPsobre la secreción de LHen ratas hembra adultas castra

das. Los esteroides sexuales provocaron una liberación significa

tiva de LHque fue totalmente bloqueada por la administración de



TABLAXIII. Efecto de 5-HTP sobre la Liberación de LH por

E -P en Ratas Hembra Adultas Ovariectomizadas.
2

LH (ng/ml)

CONTROL 5-HTP E2-P 5-HTP Valor de p
(A) (B) (C) +E2-P <0.01

(D)

465fiM56 268i58 2080:470 6131120 A vs B

(9) (9) (9) (9) A vs C

C vs D

Númerode determinaciones entre paréntesis.
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5-HTP. El 5-HTPredujo significativamente los altos niveles deIH

inducidos por la ovariectomía (p<0.01).

En 1a Figura 15, se pueden observar los efectos del trataúeg

to con PCAsobre la liberación de LHen respuesta a 1a administra

ción de 100 ng de LRHpor via venosa, en ratas macho y hembra a

dultas. Comose puede observar en la Figura 15A, la administra

ción de PCAprovocó un aumento significativo de la liberación de

LH en respuesta a LRHen ratas hembra en relación a los vahnes pq;

vios, a los 10 minutos (707 i 100 versus 458 i 43 ng/ml suero, rqi

pectivamente) y 20 minutos (850 i 180 versus 335 i 45 ng/ml suero

respectivamente) de la administración de LRH.

Contrariamente, no se observan diferencias significativas en

la liberación de LHpor administración de LRHen ratas macho an

tes y después del tratamiento con PCA(Figura 15B).

Discusión

Los resultados obtenidos muestran un efecto inhibitorio eje;

cido por la administración de 5-HTPen ratas hembra adultas en si

tuaciones en las que existe un incremento significativo de la li

beración de LH, comoser, luego de la castración y del tratamieg

to con esteroides ováricos. Estos hallazgos concuerdan con datos



155

FIGURA15. Efecto de la PCAsobre la liberación de LH en res
puesta a 100 ng de LRHen ratas hembra castradas
(A) y macho normales (B).

Pre-PCA O

_ Post-PCAo

600 - _

LH(ng/nusuero)
300 -B _

o l l
basal 10 20 60

fiempoth)

Cada punto representa la media de 6 ó 7 determinaciones i error
estandard. Las diferencias en A a los 10 y 20 minutos son sig
nificativas (p<0.01).
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previos sobre el efecto inhibitorio ejercido por el precursor de

1a serotonina sobre el efecto positivo ejercido por los estenfides

sexuales sobre la liberación de LHen hembras prepúberes (ver 2.

A.3.), en las que además el tratamiento con PCAadelantó el desa

rrollo de dicho mecanismo. También se ha descripto un efecto in

hibitorio de la serotonina sobre la liberación de LHinducida por

1a estimulación electroquimica del área POM(216) y sobre 1a se

creción episódica de LH (125,126) en ratas hembra adultas ovarieg

tomizadas.

Los experimentos realizados administrando LRHparecen indi

car que el efecto inhibitorio ejercido por el precursor serotoni

nérgico sobre la liberación de LHinducida por E2-P y por la ova

riectomia en la rata, está al menosen parte conectado con un e

fecto inhibitorio del neurotransmisor sobre 1a respuesta liberadg

ra de LHa la administración de LRH,dado que el pretratamiento

con PCAincrementó significativamente la liberación de LHpor ad

ministración de LRHen estos animales. Este efecto no se observa

en las ratas macho, lo que guarda coherencia con aquellos resulta

dos en los que se observó que el precursor serotoninérgico no mo

difica los niveles de LHen machos prepúberes y con 1a falta de

respuesta liberadora de LHpor administración de serotonina en rg

tas machoadultas (217).



2.B.3. ACCION DE LA HIPERPROLACTINEMIA

Introducción

En el Capitulo 2.A.5., hemosanalizado el efecto de la hiper

.prolactinemia sobre la secreción de LHen ratas hembra prepúhues.

En este trabajo se estudió el efecto de la hiperprolactine

mia inducida por administración de Sulpirida sobre el mecanismo

hipotálamo-hipofisario involucrado en el efecto estimulante ejer

cido por E2-P sobre la secreción de LHen ratas hembra adultas o

variectomizadas.

Materiales Y Método

Se utilizaron ratas hembra de la cepa del Departamento de Fi

siologia de 1a Facultad de Medicina de Buenos Aires, que crecienmi

en viveros en las condiciones ya descriptas.

Todos los animales fueron castrados bajo anestesia con éter

a los 70 dias de edad.

La hiperprolactinemia fue inducida por medio de la administn;

ción del antagonista de receptores dopaminérgicos Sulpirida en el

agua de bebida, en dosis de 1 g cada 2 litros, comenzando 1 mes
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después de la castración y 15 dias antes del tratamiento con estg

roídes.

Tanto los animales control comolos tratados con Sulpirida,

fueron inyectados con 20 Pg/rata de benzoato de estradiol por via

s.c., 76 horas previo al sacrificio y 2 mg/rata de progesterona,

por la mismavia, 3 horas previo al sacrificio.

Unavez completados los tratamientos, se sacrificó a los an;

males por decapitación recogiéndose la sangre del tronco, donde g

na vez retraido el coágulo se separó el suero y se detenúnanmu los

niveles de LHy PRLpor RIA por doble anticuerpo, según ya se de;

cribió anteriormente (Capítulos 2.A.1.b. y 2.A.5.).

Los resultados (en ng/ml de suero) se compararon estadistica

mente utilizando ANOVAy el test de Tuckey (114,115).

Resultados

Comopuede observarse en la Tabla XIV, la administración de

Sulpirida elevó significativamente los niveles de PRLen las ra

tas hembracastradas. Por otro lado, el tratamiento con esteroi

des indujo una liberación de PRLen ratas control e hiperprolacti

némicas. Consecuentemente, los niveles de PRLen ratas tratadas

con Sulpirida y esteroides fueron significativamente mayores que



TABLAXIV.Efectode1aHíperprolactinemiaInducida

porSulpiridasobrelaSecrecióndeLHen RatasHembraAdultasCastradas.

GrupoLH(ng/m1suero)PRL(ng/m1suero) ACONTROL538,3140,2913,3i2,8

(9)(9)

BE2-P3968,3i653,2772,3i86,3 CSULPIRIDA672,2i63,2286,3t36,3 DSULPIRIDA3725,3i538,23850,2i148,3

+E2_P(a)(a)

Valordep<0.01<0.01

AvsB AvsD BvsC CvsD

VS VS VS VS VS VS

moooac

<4<mmo

Mediai errorestandard.Númerodedeterminaciones entreparéntesis.
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en aquellas tratadas solamente con Sulpirida.

La administración de E2-P indujo una liberación significati

va de LHtanto en ratas control comohiperprolactinémicas, no ob

servándose diferencias significativas entre ambosgrupos.

Discusión

Estos resultados muestran que la hiperprolactinemia inducida

por Sulpirida no modifica el mecanismode retroalimentación posi

tivo ejercido por los esteroides sexuales sobre la secreción de

LHen ratas adultas ovariectomizadas.

Unavariedad de evidencias indica la existencia de una rela

ción inversa entre la liberación de PRLy de GRen los mamíferos.

Por ejemplo, en ratas durante la lactancia post-parto, la PRLsé

rica se encuentra relativamente alta, mientras que la LHy FSHse

hallan bajas (218,219). El estimulo de la lactancia eleva los n;

veles de PRLpero inhibe los de GR. Cuando se suspende la suc

ción, se produce una caída en los niveles de PRLsérica, aumento

de LHy FSHy reaparición de los ciclos estrales.

En mujeres con hiperprolactinemia inducida por Sulpirida, g

si comoen pacientes con el sindrome de amenorrea-galactorrea con

hiperprolactinemia, se encuentra inhibido o completamenteabolido
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el mecanismopositivo esteroideo sobre la secreción de LH (220).

Teniendo en cuenta que dicho mecanismo opera a nivel hipotalánúco,

se ha propuesto que el efecto deletéreo de la PRLocurre a ese ni

vel (197,220). Sin embargo, es importante tener en cuenta de que

también hay evidencias de alteraciones de la función ovárica por

acción de los niveles elevados de PRL(198,199).

Las experiencias aquí descriptas fueron realizadas en ratas

adultas ovariectomizadas, con el fin de determinar el efecto pro

ducido por los niveles supranormales de PRLinducidos por adminig

tración de Sulpirida, sobre el mecanismohipotálamo-hipofisarhaig

volucrado en el efecto positivo ejercido por estradiol y progestg

rona sobre la secreción de LH. Nuestros resultados indican qmala

hiperprolactinemia por Sulpirida no modificó la secreción de LHes

timulada por la administración de esteroides sexuales. Estos re

sultados sostienen el punto de vista de que en la rata, la hiper

prolactinemia no afecta el mecanismode retroalimentación positi

vo esteroideo.

Quedaría por determinarse si la posible inducción de una se

creción ovárica anormal por los niveles elevados de PRLcirculan

te,puede afectar posteriormente los mecanismoshipotalámicos invg

lucrados en la liberación de LHpor acción de los esteroides se

xuales.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

El desarrollo del control ciclico ejercido por el hipotálamo

sobre la secreción de GRhipofisarias (LHy FSH) es consecuencia,

en el caso de la rata hembra, de la falta de andrógenos circulan

tes durante los primeros dias de vida postnatal. Este control

muestra comocaracteristica fundamental al mecanismode retroali

mentación positivo ejercido por los esteroides gonadales sobre la

secreción gonadotrófica, responsable de la ovulación y la conser

vación de los ciclos sexuales.

Los resultados presentados en este trabajo de Tesis se pue

den resumir de la siguiente manera:

1) la administración de estradiol ya sea solo o combinado con

progesterona induce una liberación de LHen ratas hembra a partir

de los 22 dias de edad, indicando que en este momento compleUMISu

desarrollo las estructuras nerviosas involucradas en el mecanismo

positivo esteroideo sobre la secreción de GR.

Estudiando el efecto producido por la administración de es

tradiol sobre la incorporación de aminoácidos a proteinas en dis

tintas áreas del hipotálamo de ratas hembraprepúberes, observa

mos que la hormona indujo un aumento significativo sobre dicho pg
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rámetro en el área anterior del hipotálamo a partir de los 15<fias

de edad. Dada 1a naturaleza peptídica del factor liberador de LH

y FSH, se puede inferir que el estradiol estaria estimulando su

sintesis. Este hecho seria un reflejo del desarrollo del mecanis

mode retroalimentación positivo ejercido por el estradiol sobre

áreas rostrales del hipotálamo de la hembra, donde promovería la

síntesis de LRH.

2) la administración de melatonina, principal hormonasecretada

por la glándula pinea1,a ratas hembraadultas, ejerció un efecto

bifásico dosis-dependiente sobre la secreción de LHinducida por

E2-P,siendo la dosis más baja estimulante y la más alta inhibito

ria. También observamos que la ablación pineal en hembras prepú

beres provocó un adelanto significativo en la madurez del mecanis

mode retroalimentación positivo esteroideo. Por el contrario,1a

administración de melatonina tuvo un efecto inhibitorio sobre el

mismo. Esto último indica que la glándula pineal estaría inhi

biendo la madurez de los mecanismos nerviosos involucrados en la

descarga ovulatoría de LHy por lo tanto el desarrollo puberal de

la hembra, probablemente a través de la secreción de melatonina.

3) el estímulo de 1a vía serotoninérgica mediante 1a administra
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ción del precursor de la serotonina, 5-hidroxitriptofano y su in

hibición, mediante el uso de 1a neurotoxina serotoninérgica para

cloroanfetamina, mostraron que existen diferencias sexuales en el

efecto producido por el sistema serotoninérgico sobre la secnafión

de LHen ratas tanto prepúberes comoadultas. La administración

de 5-HTPestimuló la liberación basal de LHen ratas hembra prepá

beres menores de 26 días de edad. La administración de PCApoteg

ció la liberación de LHen respuesta a LRHen hembras adultas.

Ninguno de estos efectos fueron observados en ratas macho. Por g

tro lado, observamosun efecto inhibitorio del precursor serotoni

nérgico en situaciones de gran incremento de la liberación de LH,

comoluego de la ovariectomia o la administración de esteroidassg

xuales. Aparentemente este efecto es ejercido, al menosen guie,

a nivel hipofisario, dado que la destrucción de 1a via serotoni

nérgica por administración de PCApotenció 1a liberación de LHen

respuesta a LRH. Sobre esta base, se puede postular que la sero

tonina posee, en la rata hembra, un rol inhibitorio sobre la se

creción de LH. Observamosque la inhibición del desarrollo del

control cíclico en la rata hembra, anuló el efecto ejercido por

el precursor serotoninérgico en este sexo. Este hecho permite su

poner que tal desarrollo involucra a la vez, la aparición de un

control de este mecanismopor parte de la serotonina.
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4) con el objeto de determinar el efecto ejercido por los pépti

dos opioides endógenos sobre la madurez del mecanismode retroali

mentación positivo esteroideo sobre 1a secreción de LH, utiliza

mos un antagonista de receptores opioides, la Naloxona. Observa

mosque esa droga elevó significativamente los niveles basales de

LHen ratas hembra de distintas edades dentro de la etapa prepubg

ral (14, 20 y 25 dias). La administración de E2-P bloqueó la li

beración de LH por acción de la Naloxona a los 14 dias de edaL ig

dicando que el efecto de retroalimentación negativo no seria de

pendiente de 1a mediación opioide, tal comofuera propuesto por

otros grupos. Por otro lado, la administración de Naloxona indu

jo una aparición precoz del efecto positivo ejercido por los estg

roides sexuales sobre la secreción de LHy potenció la liberación

de esta hormona por acción de E2-P una vez que dicho mecanismo bg

bo madurado. Amboshechos muestran la probable existencia de un

efecto inhibitorio ejercido por los péptidos opioides endógenos

sobre el mecanismocentral ovulatorio, que podria estar conectado

con la acción regulatoria de estos péptidos sobre el inicio pube

ral de la rata hembra, sugerida por otros trabajos. Nuestros da

tos también muestran que la liberación de LHen respuesta a Nalo

xona fue disminuyendo entre los 14 y los 25 dias de edad. ESta re

ducción representa probablemente, una disminución del tono inhib;
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torio opioide sobre la secreción de LHque podria estar conectada

con la madurez del mecanismode retroalimentación positivo de los

esteroides sexuales sobre la secreción de GR.

la hiperprolactinemia inducida por administración de Sulpiri

da, antagonista de receptores dopaminérgicos, no modificó ni la se

creción basal de LHen la rata hembra prepúber ni la edad en

que normalmente se desarrolla el mecanismopositivo esteroideo.

la

Sobre esta base, es probable que la alteración en el inicio pube

ral provocada por niveles altos de prolactina no esté conectada

con modificaciones en el desarrollo de los centros hipotalámicos

involucrados en dicho mecanismo.

tas hembraadultas,

Los estudios realizados en ra

para determinar el efecto de niveles elevados

de prolactina circulantes sobre el mecanismopositivo esteroideo,

indican que la hiperprolactinemia por Sulpirida no modificó 1a li

beración de LHpor acción de estradiol y progesterona. Por lo tag

to, estas observaciones sostienen el punto de vista de que el eje

hipotálamo-hipofisario no seria en principio el responsable üalas

alteraciones en el mecanismode retroalimentación positivo obser

vadas en estados de hiperprolactinemia en la rata hembra.

de descartarse a partir de estos experimentos, que sea una

ción ovárica anormal

NOEMÉ

secre

inducida por los altos niveles de prolacti
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