
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Ontogenia de los mecanismos de
control de la secreción

adenohipofisaria

Lacau de Mengido, Isabel María

1988

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Biológicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Lacau de Mengido, Isabel María. (1988). Ontogenia de los mecanismos de control de la
secreción adenohipofisaria. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2192_LacaudeMengido.pdf

Cita tipo Chicago:
Lacau de Mengido, Isabel María. "Ontogenia de los mecanismos de control de la secreción
adenohipofisaria". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 1988.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2192_LacaudeMengido.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2192_LacaudeMengido.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2192_LacaudeMengido.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

Ontogenia de los mecanismos de control de
Ia secrecion adenohipofisaria

Autora: Isabel Iviari’aLacau de Mengido

Director: Prof. Dr. Carlos Libertun

Tesis presentada para optar ai titqu de
Doctora en Ciencias ioiógioas

Instituto de Biología y Medicina Experimental
Obligado 2490. Buenos Aires.

09.1952

¿(1.32­1988



A Santiago, José y Pablo,



MW
Quiero agradecer profundamente a todos los que hicieron

posible este trabajo de tesis. Especialmente:

al Doctor Libertun, quien me apoyó en todo momento y me

brindó su afecto;

a mis compañeros del Laboratorio, Damasia, Victoria,

Graciela, Estela, Pablo y Sandra, con quienes es un placer

trabajar;

a los que fueron compañeros de Laboratorio:

Gustavo, Marisa, Esteban, José Luis;

a todas las personas que trabajan en el IBYMEy me

acompañaron todos estos años;

a todos los integrantes de mi familia, directa y politica,
que siempre me apoyan y ayudan, sin quienes nunca hubiera

podido terminar la tesis.



INDICE

Parte I. Introduccióngeneral.....................
Control endócrino de la reproducción sexual...

1) Regulación de las hormonas hipofisarias
en adultaOOOGODOIIIIOIDOIo...OI.Hormonaluteinizante..................
Hormonafolioulo-estimulante........

OI OOJ COODOI I Ol I OI I l l OOl OO
l l | OOI I OI I OCOOOOi I OOUOI O

2) Desarrollopuberal...................
a-Control fisiológico de la pubertadenla rata hembra...................
b-Control fisiológico de la pubertadenla rata macho....................

3) Diferenciación sexual del encéfalo...
Parte II. Secciónexperimental.................

ob'ietiVOBOOIIIC.OUOOICCOOIJOIOUOOOOIIOIIOOI

Capitulo I: Patrones hormonales durante
el desarrollooliO.IIIOIOOIOIIOOIOOOOIOIODOO

Capitulo II: Control dopaminérzico de la secreciónde LHen ratas endesarrollo.......................38
Capitulo III: Regulación de FSHen la rata

.12

.14

.20

.22

.29

.30

.32

infantil.lobo-OOIOOOCOOOOICQollo¡tocloooocollolloooss

Capitulo IV: Diazepam y hormonas adenohipofisariasduranteel desarrollo..............................71
Capítulo V: Tratamiento crónico con un dompaminér

Efecto sobregico durante el periodo infantil.
las hormonasadenohipofisarias y sobre la eclosión
puberalObilIIIOCIOOOIIIÜDIOOOOIOOOOIODIOOOIOOOOOOI

Capitulo VI: Conclusiones¡enerales........
O l O I O I O O l O O I O O O O D O O O O I O O O I I O O O l O O O O O 0 I O C

I O I U I l O l O O I O O l I O 0 l O O O I O I O O O l O I I 0 O l O O O O I O

Bibliografial¡IUCOOOOCOCIOIOOOOAUCO¡bolloolnoholl

...129

..134

..137

..139



PARTE I

INTRODUCCION GENERAL



CONTROL ENDOCRINO DE LA REPRODUCCION SEXUAL

El proceso de reproducción sexual de los vertebrados su­

periores es uno de los fenómenos más complicados de la

fisiología integrativa. Nosólo son complejos los papeles de

cada una de las hormonas involucradas , sino que también hay

sistemas de integración que las coordinan entre si y con los

estímulos ambientales. Ademas, los mecanismosdifieren entre
los sexos.

Las estrategias y patrones desarrollados durante la

evolución de los vertebrados son múltiples y altamente adap­

tativos para posibilitar el máximoéxito reproductivo en la

gran variedad de hábitats colonizados. Inclusive hay diferen­

cias en los procesos reproductivos de especies muy

emparentadas; aquéllas constituyen la base del aislamiento

reproductivo que hace posible la evolución de especies

separadas dentro de una población simpátrica.

Basicamente: se ha establecido un eje de control

hipotálamo-hipófiso-gonadal que regula el proceso de reproduc­

ción y por medio de las conexiones del hipotálamo con el resto
del cerebro lo coordina con los estímulos ambientales. El

funcionamiento y la regulación de este eje presentan



variaciones que dificultan la generalización. Los modelos mas

estudiados pertenecen a la olase Mammalia,y dentro de éstos

se ha prestado especial atención a la rata, debido a su facil
cria comoanimal de laboratorio, y al hombre.

En este trabajo de investigación utilizamos comomodelo

experimental a la rata Rattus norveticus, cepa Sprague-Dawley,

Holtzman, del Instituto de Biologia y Medicina Experimental, y

estudiamos algunos aspectos de la ontogenia de la regulación

hipofisaria por el hipotálamo.

Las figuras 1 y 2 representan esquemas de la región

hipotálamo-hipofisaria de mamíferos mostrando los patrones

tipicos de las vias neurosecretoras. En la figura 1 se

muestran axones de neuronas hipotalámicas, que envian sus

productos de secreción a la región dorsal de la hipófisis, o

pars nervosa. De alli se vuelcan a la circulación general.

En la figura 2, se observan las fibras neurosecretoras que

vuelcan sus productos en la eminencia media, a la sangre del

sistema porta-hipofisario primario, que los lleva hasta la

para distalis y para intermedia. Estas dos últimas partes,

junto con la para tuberalis, forman la adenohipófisis, que es

responsable de la secreción de varias hormonas, entre las que

se encuentran las gonadotrofinas y la prolactina, que inter­

vienen directamente en la regulación de los procesos reproduc­

tivos. Los productos hipotalámicos que llegan a la hipófisis



anterior influyen sobre la secreción y liberación de las
hormonashipofisarias.

Es importante señalar que, aunque el sentido de cir­

culación dentro del complejo hipotálamo-hipofisario es princi­

palmente descendente (Houssay y col., 1935; Daniel, 1966) hay

evidencias de que, según el estado hemodinámicodel lecho vas­

cular, existe un flujo retrógrado que lleva la sangre desde la

hipófisis hacia el hipotalamo (Bergland y Page, 1979; Mezeyy

Palkovits, 1982; Oliver y col., 1977). Esto es de fundamental

importancia para explicar ciertas caracteristicas de la
regulación hormonal.

l) REGULACION DE LAS HORMONASHIPOFISARIAS EN LA RATA ADULTA:

A continuación describiremos brevemente la regulación de

la secreción de las hormonasadenohipofisarias involucradas en

la reproducción, gonadotrofinas y prolactina, y com­

parativamente, de una hormona metabólica, la hormona

tirotrófica (TSH). En la tabla I se observa un resumen de la

acción de algunos neurotransmisores sobre la secreción de LH,

FSH, prolactina y TSH. En cada sección se discutirán con más

detalle los aspectos que resulten de importancia para la mejor

comprensión de los experimentos realizados y de los resultados
obtenidos.



Hormona luteiniznnte LH :

Tanto en machos como en hembras, la secreción de las go­

nadotrofinas (LHy FSH)se realiza en forma pulsatil

respondiendo a la liberación, por pulsos, de su factor

liberador LHRH(Wildt y col., 1981). Este factor es un

decapéptido sintetizado por neuronas especializadas del
hipotálamo preóptico y liberado por ellas en el sistema
portahipofisario (Setalo y col., 1975; Hokfelt y col., 1986).

En la rata hembra se superpone a la secreción en pulsos de go­

nadotrofinas, un patrón de secreción cíclico característico
del ciclo estral (Gallo 1981 a y b).

Las gonadotrofinas inducen la secreción de esteroides go­

nadales que, a su vez, retroactúan sobre el hipotalamo y la

hipófisis, inhibicndo ln secreción de LHRH,LHy FSH, ejer­

ciendo el feed-back negativo. En la hembra, en determinado

momento,el feedback por estradiol se vuelve positivo y genera

un abrupto pico de gonadotrofinas que desencadena la

ovulación. Después predomina nuevamente el feedback negativo

y recomienza el ciclo. .

Las neuronas secretoras de LHRHson capaces, por si

mismas de secretar su producto en forma de pulsos (Estes y

001., 1982; Kalra y Kalra, 1983). Sin embargo, su secreción

puede ser modulada tanto por esteroides comopor distintos

neurotransmisores. Las evidencias experimentales sugieren que

la acción de éstos sobre la secreción de LHRHdepende del



modelo utilizado y, fundamentalmente, del ambiente estroaénico

del individuo. Por ejemplo, la noradrenalina puede tener un

efecto estimulador sobre LHRH(Vijayan y McCann, 1978; Leung y

col., 1982) aunque en algunas situaciones produce inhibición

(Gallo y Drouva, 1979). En general se acepta que juega un

papel importante en la regulación de las descargas pulsátiles

de LHRHy la inducción del pico preovulatorio de LH (Chappel,

1985).

Por otro lado, el papel de la dopamina en la regulación

de LHestá menos claro. Experimentos in vitro, en machos,

asignan un papel inhibitorio a esta catecolamina (Negro-Vilar

y col., 1979), lo mismoque experimentos farmacológicos in

vivo, aumentando el turnover de dopamina (Simpkins y

col.,1983). Sin embargo, en machos y en hembras pretratadas

con estrógenos se observó una clara liberación de LH y LHRH

producida por dopamina (Schneider y McCann, 1970; Vijayan y

McCann, 1978). También en hembras se encontró una intima

relación entre los aumentos de LH y LHRHy el aumento del

turnover de dopamina (Negro-Vilar y col., 1982) y se observó
estimulación in vitro de LHRHpor dopamina (Negro-Vilar y

Ojeda, 1978).

También en la modulación de la liberación de LHpor

serotonina se han observado tanto componentes inhibitorios

(Arendash y Gallo, 1978) comoexcitatorios (Wuttke y col.,

1978; Hery y col., 1978; Becú-Villalobos y col., 1984; Becú­

Villalobos y Libertun, 1986).



El papel de los péptidos opioides endógenos 96­
endorfinas, encefalinas y dinorfinas) en la regulación de LH

parecería ser inhibitorio y actuarian tanto a nivel de LHRH

como en la modulación de la respuesta de LH a LHRH(Kato y

001., 1982; Sylvester y 001., 1982; Kalra y Kalra, 1983).

Por otro lado, el neurotransmisor GABA(acidoJ/­

aminobutirico) ejerce una acción inhibitoria sobre la

liberación de LH (Donoso y Banzán, 1984). Se sugirió que su

acción podria ser a nivel de las terminales noradrenérgicas y

que su papel fisiológico seria el de sincronizar las descargas

de LHRH(De Feudis, 1984).

Hornona foliculoestinulante FSH:

La FSH responde al mismo factor liberador que la LH y por

lo tanto ambas presentan, frecuentemente, patrones de

secreción paralelos (Van Rees y de Koning, 1985). También

responde, de manera similar a la LH, a los controles

esteroideos negativos y positivos. Sin embargo, en

determinadas situaciones, se observan cambios de FSHsin
variaciones concomitantes de LH (Welschen y col., 1980). Se

han postulado varios mecanismospara explicar estas diferen­

cias en la secreción de LHy FSH (Chappel, 1985) y se ha en­

contrado un péptido, producido por las células de Sertoli en

machos (Steinberger y Steinberger, 1976) y por las de la

granulosa en hembras (Erickson y Hsueh, 1978), que ha sido

denominado"inhibina", que inhibe selectivamente la secreción



de FSHy que actuaria tanto a nivel hipofisario como

hipotalamico (de Jong y col., 1985). También se postula, aun­

que no ha sido demostrada, la existencia de un factor

hipotalámico liberador de FSH, distinto del LHRH(Mizunumay

001., 1983).

No esta claro aún, el papel que juegan los diversos

neurotransmisores en la modulación de la regulación de FSH, ya

que el tema no ha sido tan estudiado como en lo referente a

LH. La noradrenalina y el GABA,al regular la liberación por

pulsos de LHRH,estarian participando en la modulación de la

relación de secreción LH/FSH(Chappel, 1985).

Entre los pocos trabajos existentes sobre la

participación del sistema serotoninérgioo en la regulación de
la FSH,se han descripto componentesinhibitorios, facili­

tatorios y nulos, dependiendo del entorno hormonal del modelo

utilizado (Martini, 1969; Kamberi y col., 1971; Niaraki y

001., 1982; Franks y col., 1980).

Tampocoestá clara la modulación de la secreción de la

FSHpor el sistema dopaminérgico. Tratamientos con dopamina o
agonistas de su receptor, produjeron tanto aumento comoausen­

cia de cambios en la secreción de FSH (Kamberi y col., 1971;

Clayton y Bailey, 1984) y con antagonistas se observaron tanto

efectos inhibitorios (Dickermany 001., 1974; Beatie y col.,

1976; Kun y col., 1985) comoexcitatorios (Clayton y Bailey,

1984).

En cuanto a la regulación por opiáceos, se ha encontrado



que tendrian una acción inhibitoria sobre la secreción de la

FSHal igual que sobre la LH, ya que el antagonista naloxone

aumenta ambasgonadotrofinas en distintas situaciones (Bruni y

col., 1977; Marini y col., 1984; Bhanot y Wilkinson, 1983;

Cacicedo y Sánchez Franco, 1986). Sin embargo, en algunas

oportunidades se observó aumento de la LHsolamente, sin

variaciones en la FSH (Marini y 001.,1984; Piva y col., 1985 y

1986; Muraki y 001., 1979; Ieri y 001., 1980).

Prolactina:

La regulación de la secreción de prolactina por el

hipotálamo, tiene comocaracteristica principal y particular
su modalidad, tónicamentc inhibitoria. La destrucción del

hipotúlumo medio basal, la sección del tallo hipofisario o el

transplante de la hipófisis a un lugar distante del hipotálamo

llevan a una hiperprolactinemia prolongada (Chen y col., 1970;

Weiner y Ganong, 1978). Hasta ahora, se acepta que el factor

hipotalámico inhibidor de la secreción de prolactina (PIF) más
importante es la dopamina (MacLeod, 1976; Libertun y 001.,

1980), ya que antagonistas dopaminérgicos producen un aumento

muy importante de la prolactinemia (McCanny col., 1974; Del

Pozo y Lancranjan, 1978). La pregunta que aún queda por

responder es si es el único factor fisiológico inhibidor o
coexiste con otro(s). Otros neurotransmisores modifican la

secreción de prolactina. La serotonina, por ejemplo, estimula

10



la secreción prolactinica en ciertas circunstancias, por ac­
ción a nivel hipotalámico, pero no hipofisario (Krulich y

col., 1979; Pilotte y Porter, 1979). Por otro lado, los

péptidos opioides también liberan prolactina, y el mecanismo
de acción sugerido seria a través de una inhibición del

sistema dopaminérgico (Deyo y col., 1980; Ieri y col., 1980).

El neurotransmisor inhibitorio GABA,por su parte, puede

intervenir inhibiendo o estimulando la secreción prolactinica

según su sitio de acción. Cuandoactúa a nivel hipotalámico

(microinyecciones en el tercer ventrículo o incremento del

GABAendógeno por bloqueo de su degradación) inhibe al sistema

dopaminérgico y por lo tanto se observa un aumento de la

prolactinemia. Cuandosu acción se ejerce directamente sobre

la hipófisis, inhibe la descarga de prolactina por el lac­
totropo (Libertun y col., 1979; Demeneixy col., 1986).

Ademásde estos neurotransmisores, otros factores pueden

afectar la secreción de prolactina. Se han demostrado, acción

inhibitoria de la somatostatina y acciones estimuladoras del

factor hipotalámico liberador de tirotrofina (TRH),y del VIP

(péptido intestinal vasoactivo), directamente a nivel
hipofisario (Enjalbert y col., 1982). Estos factores estarian

involucrados en la regulación de la liberación de prolactina

durante la succión (deGreef y van der Schoot, 1985; Chiocchio,

1988).

Finalmente, existe una autorregulación, feed-back in­

hibitorio corto, de la secreción de prolactina ya que ésta



actúa sobre el hipotálamo, estimulando el turnover de dopamina

(deGreef y van der Schoot, 1985).

Tirotrofina (TSH):
La secreción de la TSHse encuentra estimulada en forma

tónica por un tripéptido hipotalámico, el TRH(thyrotropin
relensing hormone) o tiroliberina (Szabo y col., 1978; Mori y

col., 1978; Harris y col., 1978). Este péptido es sintetizado

por todo el hipotálamo medio basal, desde el área preóptica

hasta la región mamilar (Hokfelt y col., 1986).

La secreción de la TSHpuede ser modificada por diversos

neurotransmisores. Datos concordantes indican un efecto

estimulador de la secreción de esta hormonapor noradrenalina

(Weiner y Ganong, 1978). Para la serotonina, por otro lado,

se han observado tanto efectos estimuladores (Woolf y Lee,

1977) como inhibidores (Bennet y col., 1975). La dopamina, en

cambio, parecería ser inhibidora y actuaria modulandola

secreción de TRHen la eminencia media (Krulich y col., 1977;

Tuomisto y Mannisto, 1985). Por otro lado, los péptidos
opioides estarian involucrados en la regulación fisiológica de

la respuesta de la TSHa los cambios de temperatura y al

estrés (Tuomisto y Mannisto, 1985).

También se ha observado que el GABAmodifica la TSH

plasmática, y que no actuaria directamente sobre la hipófisis

sino a nivel del hipotálamo medio basal, inhibiendo la

liberación de TRH(De Feudis, 1984).



2) DESARROLLO PUBBRAL:

La puesta en marcha de la fertilidad y el periodo de

rapido desarrollo que la precede se han denominado, en con­

junto, pubertad. Los limites de este periodo son dificiles de

determinar, ya que se trata de la aceleración de un proceso de

desarrollo que ha comenzado mucho más temprano y que culmina

con el establecimiento de la fertilidad funcional del animal,

fisiológica y comportamentalmente (Bronson y Rissman, 1986).

Este periodo es muyvariable entre los mamíferos e, inclusive,

varia entre los dos sexos de una misma especie. El problema

común a todas las hembras de mamíferos para determinar el com­

ienzo de la edad fértil es la preparación necesaria para
afrontar el drenaje energético que supone la lactancia. Este

problema no se presenta para los machos que, en general,
tienen que hacer frente a problemas del tipo comportamental y

disputar con otros machos en sus mismas condiciones el

privilegio de aparearse. En los animales de laboratorio, las

condiciones ambientales son uniformes, con lo cual la

variación entre los individuos de la mismaespecie no es tan

grande. Por supuesto, la diferencia entre los dos sexos exis­

te y juegan un papel importante la variación genética indi­



vidual y los diferentes estados emocionales.

Aunque desde un punto de vista amplio, el comienzo de la

fertilidad puede ser considerado comola culminación de la in­

teracción de fuerzas genéticas y ecológicas, los factores que

directamente regulan la pubertad son, fundamentalmente,
hormonales.

A- El control fisiológico de la pubertad en 1a rata hembra.

El desarrollo, desde el nacimiento hasta la pubertad, de

la rata hembra puede dividirse en cuatro etapas de acuerdo con

sus caracteristicas fisiológicas y morfológicas. Dichos per­
iodos son (figura 4): neonatal, primera semana de vida; in­

fantil, desde el dia 8 hasta el 21 de edad; juvenil, desde el

dia 22 hasta el dia 30-32; y peripuberal, desde este momento

hasta la eclosión puberal propiamente dicha, esto es la

primera ovulación (Ojeda y 001., 1980). En la rata hembra, el

signo visible de que la etapa fértil se puso en marcha, es la
apertura de la vagina que ocurre alrededor del dia 38-40.

Antes del nacimiento, alrededor del día 12 de gestación,

empieza a producirse 1a LHRH(Aubert y col., 1985) y, al­

rededor del día 17 se detectan gonadotrofinas circulantes,

cuyos niveles permanecerán bajos hasta el nacimiento (Salis­

bury y 001., 1982).



El período neonatal:

En este período empieza a aumentar la secreción de go­

nadotrofinas, pero el ovario es relativamente insensible a
ellas hasta alrededor del 5° dia de vida (Funkenstein y col.,

1980). A partir del 5' dia la FSHempieza a ser capaz de

estimular a la aromatasa, que produce estradiol a partir de

testosterona. A pesar de que el ovario produce estrógenos, el

control negativo por estradiol de la secreción gonadotrófica
es inefeotivo debido a la presencia en el suero de alfa­

fetoproteínas que unen fuertemente a los estrógenos

tornándolos biológicamente inactivos (Raynaudy col., 1971).

El númerode receptores para gonadotrofinas en el ovario

empieza a aumentar rapidamente hacia el final de este periodo

(Smith-White y Ojeda 1981b) y se hace evidente la respuesta

esteroidogénica del ovario a las gonadotrofinas (Funkenstein y

col., 1980).

Ademásdel control hormonal del ovario, se observa un

control nervioso directo a juzgar por la presencia de fibras

VIP-érgicas y noradrenérgicas en el ovario neonatal (Ojeda y
col., 1986).

Se ha encontrado que, en este periodo se establece un
tercer control del ovario. Se trata de un control inhibitorio

ejercido por LHRHde origen materno, que llega a la cría por

la leche, cruzando la pared gastrointestinal y, alcanzando por

sangre, el ovario donde se une a receptores especificos,

deprimiendo la función ovarica (Ojeda y col., 1986).



El periodo infantil:
Esta etapa se extiende desde el dia 7 hasta el 21 de

edad. Desde el comienzo de este periodo aumenta rapidamente

la FSHque alcanza su máximo alrededor del dia 12 (Ojeda y

Ramirez, 1972). Esos niveles altos de FSHson fundamentales

para el reclutamiento y crecimiento de los foliculos que van a

ovular en la pubertad. En este periodo el ovario responde a

la FSHcon una elevada actividad de aromatasa (Andrews y col.,

1981a).

Mientras la FSHse encuentra elevada y se secreta en

forma tónica, la LHempieza a presentar picos de secreción

esporádicos (Dohler y Wuttke, 1975). Estos picos parecerian

reflejar eventos del tipo central, comopor ejemplo aumentos

en el recambio de norepinefrina que se observan en el área

preóptica hipotalámica (Honmay col., 1979), y descargas no

sincronizadas de LHRH,que podrian ser las responsables tanto

de los niveles elevados de FSH, comode los picos esporádicos

de LH (Hompesy col., 1982). No estarían relacionados con

mecanismosde feedback positivo por estradiol, ya que éstos no

son posibles de generar antes del dia 15 de vida (Andrews y

001., 1981b). Este patrón de secreción con alta FSHsostenida

y picos esporádicos de LHcaracteriza el período infantil.
La FSHaumentada está relacionada tanto con un feedback

negativo por estradiol ineficiente debido a la presencia de

16



alfa-fetoproteinas, comocon la ausencia de inhibina, que com­
ienza a detectarse en el ovario recién alrededor del dia 23 de

vida (Sander y 001., 1984). Durante este periodo, el único

feedback negativo esteroideo que es parcialmente efectivo, es

el producido por los andrógenos aromatizables que secreta el

ovario (Andrews y Ojeda, 1981a).

Por otro lado, en este periodo, la hipófisis de la hembra

es especialmente sensible a 1a estimulación de sus go­

nadotrofos por LHRH(Debeljuk y col., 1972b; Ojeda y

col.,1977). Dicha sensibilidad decrece paulatinamente a

partir del día 15 de vida.

Estas observaciones sugieren que el periodo infantil es

el primer periodo de activación gonadotrófíca previo a la

pubertad, y que esta activación es la consecuencia de eventos

de origen central (Ojeda y col., 1986).

El periodo juvenil:

Al principio de este periodo, alrededor del dia 21 de
edad, disminuyen los valores de FSH, desaparecen los picos

esporádicos de LH, y decrecen los niveles de alfa­

fetoproteinas, liberando el estradiol que aumentasu actividad

biológica. Alrededor del dia 22 de vida, la hembra es capaz

de responder al estradiol con una liberación de LHsimilar a

la que se produce en el dia del proestro, por un claro

mecanismo de feedback positivo (Andrews y col., 1981b).



Aunque los niveles de LHen esta etapa, son bajos, su

patrón de secreción es claramente pulsátil y hacia el final de

este periodo aumentan, tanto los niveles basales, comola

amplitud de los pulsos durante la tarde (Urbansky y Ojeda,

1985a). A nivel ovarico, se observa un aumento de los recep­

tores de LH (Smith-White y 0jeda,1981b), que junto con el

patrón de secreción de LHse traducen en una mayor

esteroidozénesis (Urbansky y Ojeda 1985b). Además, se observa

una disminución de los receptores ováricos de LHRH(Smith­

White, 1981a) que junto con el progresivo destete del animal

disminuyen el control inhibitorio de LHRHsobre el ovario.

No se puede dejar de nombrar la influencia de la prolac­

tina, cuyos niveles bajos desde el nacimiento empiezan a

aumentar a partir del dia 20, durante este periodo. Esta
hormonajunto con la somatotrofina son facilitadoras de la ac­

ción estimuladora de las gonadotrofinas sobre la función

ovárica, durante el desarrollo juvenil (Advis y col., 1981a y

b; Ojeda y 001., 1986).

Por otro lado, a nivel central, se observa un aumento del
turnover de catecolaminas hipotalámicas (Wuttke y 001., 1980)

y de la capacidad secretora de LHRH(Andrews y Ojeda, 1978).

Simultaneamente, disminuye la sensibilidad hipofisaria a la

LHRH(Debeljuk y col., 1972b).

El aspecto más importante de los sucesos neuroendócrinos

del período juvenil es el claro establecimiento de un ritmo

circadiano de secreción de la LHy del feedback positivo por
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estradiol (Ojeda y col., 1986).

El periodo peripuberal:
A partir de la diferenciación de un ciclo diurno de

secreción de LHdurante el periodo juvenil, primera

manifestación de la cercanía de la pubertad, entramos en el

período peripuberal, alrededor del día 30 de edad. Al princi­

pio de este periodo el patrón de secreción circadiano de LHse

establece clara y regularmente. Este patrón es independiente
del control esteroideo y es dirigido centralmente (Ojeda y

col., 1986), al igual que el patrón, similar al de LH, de

secreción de prolactina (Kimura y Kawakami, 1980).

Estos pulsos de secreción aumentados durante la tarde

son, en última instancia, los responsables de la ocurrencia de

la ovulación. Ellos estimulan al ovario para que secrete más

estradiol. A su vez, estos cambios en los niveles de

estradiol son capaces de producir por feedback positivo, picos

de secreción de LH. Al mismo tiempo, se observa un máximo

número de receptores para FSHy LH en el ovario (Smith-White y

Ojeda 1981b), lo que se traduce en una maxima respuesta

esteroidogénica del mismo. Aumentanmarcadamente los niveles

de estradiol, y moderadamentelos de progesterona y

testosterona (Andrewsy col., 1980). Esta última, seria la

responsable de la canalización de la vagina (Ojeda y col.,

1986).
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Los niveles aumentados de esteroides afectan

profundamente al hipotálamo. Se observa un aumento importante

de la actividad noradrenérgica y serotoninérgica (Advis y

col., 1978) y de la consecuente liberación de LHRH. Por otro

lado, el día anterior a la primera ovulación, aumenta mar­

cadamente la sensibilidad hipofisaria a la LHRH(Sarkar y

Fink, 1979). Este aumento de sensibilidad se lleva a cabo al

mismo tiempo en que se observan los máximos niveles de

estradiol y cuando empieza la gran descarga de LHRH. Final­

mente, esto culmina con el pico de gonadotrofinas de la tarde

del proestro y la consecuente ovulación.

B- El control fisiológico de la pubertad gg la rata nacho:

El macho alcanza su madurez sexual por un proceso gradual

de maduraciónde su eje hipotalamo-hipófiso-testicular. Este

proceso culmina en la pubertad, cuando se libera la primera

generación de espermatozoides a la luz de los túbulos semi­
níferos y maduranpasando a los vasos deferentes. En la rata,

esto ocurre normalmente entre los 50 y 60 dias de edad.

En la rata macho, se detectó LHRHen el hipotálamo a los

17 dias de gestación (Chiappa y Fink, 1977), antes de que se

establezca completamente la conexión vascular entre el

hipotálamo y la adenohipófisis. En este momentose observan

altos valores de testosterona, directamente responsables de la
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diferenciación encefálica masculina (Weisz y Ward, 1980).

La hipófisis neonatal es capaz de responder a un estimulo

de LHRHcon liberación de LH y FSH (Root y col., 1975), y su

sensibilidad va aumentando gradualmente con la edad (Debeljuk

y col., 1972a).

Durante el periodo infantil, segunda y tercera semanas de

vida (figura 4), empiezan a aumentar los niveles de FSH, que

estaban muybajos en el periodo neonatal, y también aumentan

dos o tres veces sus receptores testiculares (Ketelslezers y

col., 1975). Estos procesos son de fundamental importancia

para la compleción de la espermatogénesis.

Los niveles de LHson variables durante los periodos

neonatal e infantil (Dohler y Wuttke, 1974), y los niveles de

testosterona bajan hasta encontrarse en un minimoen la

transición entre los dos periodos (Dohler y Wuttke, 1975).

El período juvenil, empieza el dia 21 y termina el dia 35

de edad, se caracteriza por un aumento notable de los recep­

tores testiculares de LH, inducidos por la FSHque alcanza sus

máximosvalores (Ketelslegers y col., 1975). De ahí en más,
la FSHdecrece gradualmente hacia la pubertad. También la

prolactina, que aumenta gradualmente a partir del dia 20, in­

duce la formación de receptores de LHen las células de Leydig

(Bartke, 1980). En este periodo, los datos sobre los niveles

de LHno son concordantes. Algunos autores observaron un

aumento de los mismos (Dohler y Wuttke, 1974), mientras que

otros no detectaron cambios (Ketelslegers y col., 1975).
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Finalmente. el periodo puberal se inicia alrededor del

día 35. momentoen el cual aumentan rapidamente los niveles de

testosterona (Ketelslegers y col., 1975), y empiezan a

aparecer los primeros espermatozoides libres en los túbulos

seminiferos. Este periodo termina entre los 55 y 60 días de

edad, cuando los espermatozoides han madurado y llegan a los

vasos deferentes.

El aumento gradual de las gonadotrofinas durante el

desarrollo del machodesde el nacimiento hacia la pubertad, es
la consecuencia de una decreciente sensibilidad de la unidad

hipotálamo-hipofísaria al feedback negativo esteroideo. De
este modo, cada vez se secretan mas gonadotrofínas y se

necesitan mayorescantidades de testosterona para inhibir
dicha sintesis. La señal gonadotrófica se ve, además,

amplificada por el aumento de los receptores para LHdurante

la etapa juVenil, lo que desencadena la gran elevación de

testosterona que caracteriza la pubertad masculina (Ojeda y
col., 1980).

3) DIFERENCIACION SEXUAL DBL ENCEFALO

El desarrollo de los fenotipos sexuales en los mamíferos

euterios está mediado por las hormonas gonadales. El proceso

de diferenciación sexual empieza con la fecundación, momento
en el cual se establece el sexo cromosómico. Las fórmulas
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cromosómicas sexuales de mamíferos son XXpara la hembra y XY

para el macho. El cromosomaY es el responsable del desa­

rrollo del testículo a partir de los primordios gonadales. En
ausencia del cromosomaY el embrión se desarrolla en forma

femenina. Al diferenciarse el testículo, aparece su principal

producto endocrino, la testosterona. Esta es la responsable

de la diferenciación sexual masculina, tanto a nivel

periférico (diferenciación de conductos de Wolff, próstata y
genitalia externa) comocentral (diferenciación sexual del

encéfalo) . Ademas,el testículo embrionario secreta un fac­

tor peptídico, el factor de regresión Mulleriano, que actúa

inhibiendo el desarrollo de los conductos femeninos a partir

de los conductos de Muller (George y Wilson, 1986).

En la rata, la diferenciación sexual del encéfalo se pro­
duce en los días cercanos al nacimiento (figura 3). Si en

este momento,hay testosterona circulante, el cerebro se

diferenciará en forma masculina; si no, será un cerebro

femenino. Un encéfalo diferenciado en forma masculina regirá

un comportamiento típicamente masculino y una secreción tónica

de gonadotrofinas. Un cerebro femenino sera responsable de un

comportamiento femeninio y una secreción cíclica de go­

nadotrofinas. Si a una rata hembra, se le administra

testosterona al nacer, su patrón de secreción gonadotrófica

será tónico, como en los machos, y tendra un comportamiento

masculino (McEwen, 1981; MacLusky y Naftolin, 1981). A la in­

versa, la castración neonatal de un machoproducirá un animal
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con secreción gonadotrófica ciclica y comportamiento femenino

(Harris, 1964). Es importante mencionar que la acción mas­

culinizante de la testosterona a nivel central está, paradoji­

camente, mediada por su aromatización in situ a estradiol

(Roselli y col., 1985). Dicho proceso puede ser logrado

artificialmente por la administración neonatal de estrógenos o

andrógenos aromatizables y prevenido por antiestrógenos o por

inhibidores de la aromatasa (Doughty y col., 1975; Liebeburg y

col., 1977).

En resumen, el cerebro de la rata al nacer, esta poten­

cialmente preparado para diferenciarse femeninamentey

producir un patrón cíclico de secreción gonadotrófica y

prolactinica en la adultez. Si el individuo es sexualmente

macho (XY)y sus testículos se desarrollan en forma normal,

producen testosterona que, a su vez, en las células

cerebrales, se aromatiza a estradiol y produce la mas­

culinización o "defeminización" del encéfalo, suprimiendo el

centro cíclico de regulación y generando una secreción tónica

de las gonadotrofinas.



Figura l: Diagramade 1a región hipotálamo-hipofiaaria de
vertebrados, en sección sazital: Patrones de fibras
neurosecretoras que envían sus productos a la para nervosa
(PN) de 1a hipófiais. NP: núcleo paraventricular; NS: núcleo
aupraóptico; OC: quiaama óptico; SFO: órgano aubfornícal; HR:
región habenular; HB:cerebro posterior; 3'V: tercer
ventrículo; EM:eminencia media; PD: para diatalia; PI: para
intermedia; V: vena. (adaptado de Gorbmany 001., 1983).
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Figura 2: Diagramade la región hipotalamo-hipofiaaria de
vertebrados en sección sagital. mostrando los patrones de
fibras neuroaeoretoraa que envian sus productos a la región de
la eminencia media (EM), donde son recogidos por los vasos
portales largos (VPL)y llevados a la para distalis (PD) de la
hipófiaia. AC: comisura anterior; POA:area preóptica; PV:
núcleo paraventricular; HTA:área hipofiaotropa; MB:cuerpos
mamilarea; SO: núcleo aupraóptioo; 0C: quiaama óptico; A:
arteria; VPC:vasos portaIea cortos; PN: para nervoaa. (adap­
tado de Gorbman y 001., 1983).
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Figura 3; Etapas del desarrollo postnatnl en ratas machosy
hembras.
d.s.e.: diferenciación sexual encefálica.
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PARTE II

SECCION EXPERIMENTAL



OBJETIVOS

A partir de lo expuesto en la introducción, nos

planteamos los siguientes objetivos:

1- Caracterizar los patrones hormonales normales,

durante el desarrollo en nuestro modelode trabajo

(Rattus norvegicus, cepa Sprague-Dawley Holtzman, del

Instituto de Biologia y Medicina Experimental). Des­

cribiremos la evolución de LH, FSH, prolactina y TSH, en

machos y hembras, desde el nacimiento hasta la edad

adulta.

2- Investigar la participación del sistema

dopaminérgico en la regulación de la LHdurante el desar­

rollo, comparativamente en machos y hembras.

3- Estudiar la influencia de los sistemas

dopaminérgico, serotoninérzico y opiaceo sobre la

regulación de FSH en machos y hembras inmaduros.

4- Examinar el efecto del Diazepam, una ben­
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zodiazepina, sobre LH, TSHy prolactina en distintos mo­

mentos del desarrollo, y paralelamente, estudiar la

ontogenia post-natal de los sitios de unión para ben­

zodiazepinas en el hipotálamo.

5- Estudiar los efectos endócrinos, a corto y a largo

plazo, de un tratamiento crónico con un agente

dopaminérgicodurante distintas etapas de los periodos

neonatal e infantil, en la rata hembra. (Este objetivo
surgió del análisis de los resultados obtenidos una vez

cumplidos los cuatro primeros, en los cuales observamos

la existencia de un periodo particular en cuanto a la
regulación gonadotrófica, alrededor del dia 12 de edad en
la rata hembra).



CAPITULO I

PATRONES HORMONALES BASALES DURANTE EL DESARROLLO

Para comenzar con la sección experimental, analizaremos

brevemente el patrón de desarrollo de los niveles hormonales

en nuestra cepa de trabajo. Para ello fueron decapitados

animales de distintas edades, por la mañana, y fueron medidas

las distintas hormonas por radioinmunoensayo, en suero de

sangre troncal. Los métodos utilizados se comentan en las

secciones "Materiales y Métodos"de los capitulos posteriores.

Las curvas evolutivas de prolactina se muestran en la

figura I-1, y no difieren de las encontradas por otros inves­

tigadores (Ojeda y McCann, 1974; Dohler y Wuttke, 1975).

Tanto en hembras como en‘machos, los niveles son bajos al

nacer y permanecen bajos durante las dos primeras semanas de

vida. A partir de los 20 dias empiezan a aumentar hasta al­
canzar los niveles adultos.

La LH (figura I-2), en los machos se mantiene baja

durante las primeras semanas de vida y aumenta levemente en

los adultos. En la hembra, los niveles no son sig­
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nificativamente distintos de los observados en machos, pero,

durante el periodo infantil, se registran variaciones indivi­
duales debidas a los picos espontáneos de la hormona que se

producen a esta edad y que se traducen comoaltos errores
estandar en las mediciones.

Por otro lado, se observa la clara diferenciación sexual

en la secreción de FSH (Figura 1-3). En los machos, aumenta

gradualmente hasta sus máximosvalores, alrededor del dia 28,

mientras que en las hembras sus niveles son moderadamente

altos al nacer, crecen hasta encontrar un máximoalrededor de

los 12 dias de edad, y vuelven a bajar permaneciendo bajos

hasta la pubertad.

En cuanto a la TSH, no se observan diferencias sexuales

durante el desarrollo (figura 1-4). En ambos sexos se ve un

incremento de la hormona alrededor de los 20 dias de vida,

coincidiendo con las observaciones de Advis y Ojeda (1978) y

de Walker y col. (1980).‘ Finalmente, en los adultos, los
niveles son significativamente superiores en los machos.
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Finura I-l: NiVeles de prolactina durante el desarrollo en
ratas machos y hembras. En esta figura y las siguientes se
muestran los valores medios de entre 9 y 15 muestras por
edad. Las lineas verticales representan los errores estándar
de ls medición de cada edad. Las muestras fueron tomadas por
decapitación, entre las 10.00 y las 12.00 hs. Se usaron ratas
de 1, 4, 12, 20, 28, 38 y 60 dias de edad.
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Fígura 1-2: Evolución de los niveles de LH, desde el
nacimiento hasta la adultez, en machos y hembras. Nótense los
altos errores estándar en las hembras de 4 y 12 dias de edad.
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Figura 1-3: Niveles de FSHdurante el desarrollo de ratas
machos y hembras. Se observa claramente la diferencia sexual
en los patrones evolutivos de la hormona. En los machos
aumenta gradualmente mientras que en las hembras se encuentra
muy elevada a los 12 días y después baja marcadamente.
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Figura 1-4: Patrones de secreción de TSHdurante el desar­
rollo en machos y hembras. No se observan diferencias
sexuales.
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CAPITULO II

CONTROL DOPAMINERGICO DE LA SECRECION DE LH EN RATAS

EN DESARROLLO

Tal comovimos en la sección introductoria, el papel de

la dopamina en ci control de la secreción de LHno ha sido,

todavia, perfectamente establecido. Algunos resultados de la

bibliografia indican que el sistema dopaminérgico inhibe la

secreción de LH, mientras que otros demuestran lo contrario.

Por ejemplo, Beck y Wuttke (1977) lograron inhibir la

secreción de LHen ratas hembras adultas tratandolas

cronicamente con agonistas dopaminérgicos. Por otro lado, en

ratas machos, la dopaminaestimuló la liberación de esta

hormona (Negro-Vilar y co}., 1979; Rotsztejn y col., 1977).
Cuandose utilizaron antagonistas dopaminérgicos se bloqueó el

pico de LHque se produce el dia del proestro y la con­

siguiente ovulación; este efecto fué revertido por un

tratamiento previo con el agonista dopaminérgico bromocriptina

(Krieg y Johnson, 1981; Krieg y Cassidy, 1984). Se ha

demostrado ademas, que la dopamina modula los receptores

hipofisarios de estradiol y de LHRH( De Nicola y col.,1981;
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Clayton y Bayley, 1984).

Estos experimentos fueron realizados en animales adultos.

Sin embargo, en los animales jóvenes, la regulación endócrina,

asi comotambién el sistema dopaminérgico, tienen carac­

teristicas especiales (Beck y Wuttke 1977; Becú-Villalobos y

Libertun, 1986; Blank y col., 1979; Ojeda y col., 1977; Wuttke

y col., 1980). Nuestro interés se centró en determinar si el

Haloperidol podia modificar la LHsérica en ratas prepúberes y

si existían diferencias sexuales en la respuesta a la droga.
Tambiénestudiamos las diferencias sexuales en el efecto

hiperprolactinémico del neurotrópico y la participación de la
diferenciación sexual encefálica sobre las diferentes

respuestas de prolactina y LH.

MATERIALES Y METODOS

1) ANIMALES: MODELOS EXPERIMENTALES

Se usaron ratas de la especie Rattus norvegicus de las

cepa Sprague-Dawley del IBYME. Los animales se encontraban en

condiciones controladas de temperatura, ciclo luz-oscuridad

(12hs:12hs, las luces se encienden a las 7.00 hs y se apagan a

las 19.00 hs) y recibieron comida y agua a voluntad.

Se pusieron a aparear en jaulas 5 ratas hembras por
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mucho. Las ratas preñadas se separaron en cajas individuales

48 horas antes del parto. Las crias permanecieron con sus

madres hasta el momentodel experimento o hasta cumplir los 22

dias de vida. A esta edad fueron destetadas y agrupadas por

sexo, hasta 10 ratas por jaula.

Machos y hembras de 12, 20 y 28 dias fueron inyectados en

forma intraperitoneal con Haloperidol (0.25 mg/Kg) o con

solución salina. A los 50 minutos de la inyección fueron

decapitados.
En ratas de 12 dias se probó también el antidopaminérgico

Sulpiride, en dosis de 1 mg/Kg, en forma de inyección sub­

cutánea. Los animales se decapitaron dos horas después.

Para la segunda parte de los experimentos se castraron

machos antes de cumplir las 24 horas de vida, bajo anestesia

por frio y se androgenizaron hembras con una inyección de 100

pg de propionato de testosterona al dia de edad. Estos
animales se utilizaron al cumplir 12 dias de edad. Recibieron

una inyección intraperitoneal de Haloperidol (0.25 mg/Kg) o de

solución salina, y se decapitaron 50 minutos más tarde.
En todos los casos se recolectó sangre troncal,

separaron los sueros por centrifugación y se congelaron a

-ZO°C. Los niveles hormonales se determinaron por radioin­

munoensayo n



2 DROGAS UTILIZADAS

Las dosis fueron elegidas de acuerdo a experiencias

previas de nuestro laboratorio.

Haloperidol: antidopaminérgico del grupo de las butirofenonas

(Janssen), inyectado intraperitonealmente en dosis de 0.25
mg/Kgen solución salina.

Sulpiride: antidopaminérgico, antagonista especifico de los

receptores D2 (donado por RoemmersArgentina), inyectado por

via subcutánea en dosis de 1 mg/Kgen solución salina.

Propionato de Testosterona:(Sigma, Missouri) inyectado por via

subcutánea en dosis única de 100 pg /animal, disuelto en
aceite de maiz.

3 RADIOINMUNOENSAYOS

Se utilizó el radioinmunoanálisis por doble anticuerpo
(Libertun, 1980) las muestras fueron evaluadas por duplicado

en alicuotas de suero de rata que oscilaban entre 20 y 100 pl.

PROLACTINA:Se cuantificó usando el juego de reactivos

provistos por el NIADDK,Instituto Nacional de Salud,

Maryland, Estados Unidos.
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A continuación se describira el procedimiento de mar­

cación, que es similar para prolactina, LH, FSHy TSH. Al des­

cribir los radioinmunoensayos de LH, FSHy TSH sólo se men­

cionaran aquellos puntos que difieran. Lo mismose aplica para

la preparación de antisueros y standards de referencia.

Para la marcación se utilizó prolactina de rata

purificada (NIADDKrPRL-I-S), 5 pg, con una actividad

biológica de 30 UI/mgpor el análisis de Nicoll del buche de

paloma, y contaminación mínima con somatotrofina y

tirotrofina. La hormonaliofilizada fué disuelta en solución

de COJHNB0.01M a una concentración final de 200 pg/ml. La

marcación se efectuó en tubos de vidrio, bajo campana. Se usó

1251 (NewEngland Nuclear), libre de portador y apto para mar­

car proteínas. Las soluciones empleadas fueron: buffer fos­

fato 0.5M pH 7.5; buffer fosfato 0.05MpH 7.5; buffer fos­

fosalino compuesto por buffer fosfato 0.01M, ClNa 0.15M y

Mertiolate 0.01%pH final 7.4; solución de transferencia: 100

mg de IK, 0.8 g de sacarosa, Hzo csp 10 ml; solución de

cloramina T: 100 mg/100 ml de buffer fosfato 0.05M preparada
inmediatamente antes de su uso; solución de metabisulfito de

sodio: 25 mg/lO ml de buffer fosfato 0.05M.

La columna de cromatografía usada para la separación de

la hormona marcada del 1351 libre fue de Biogel P60, 100-200

mesh, en buffer fosfato 0.05M. Los sitios activos de dicha

columna fueron saturados previamente mediante el pasaje de 2

ml de buffer fosfosalino con EDTA0.05M y 2%de seroalbúmina
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bovina.

El procedimiento fué el siguiente: a la hormonadisuelta

en la solución de COaHNase le añadieron 25 pl de buffer fos­

fato 0.5M y luego 1 mCi de l“I. La oxidación se efectuó con

10 pl de la solución de cloramina T, bajo agitación suave

durante 60 segundos. La reacción fué detenida con 25 pl de

metabisulfito de sodio. Luego se agregaron 100 ul de la

solución de transferencia, y el contenido del tubo de mar­

cación fué pasado a la columna de separación. El buffer de

corrida fué el buffer fosfato 0.05M. Se recogieron

aproximadamente 500 pl de eluido por tubo, y ae leyeron 10 pl

de cada uno en un contador gamma. Con estas columnas de

separación se obtenía una buena separación del pico de la

hormona marcada y del 1251 que no habia sido incorporado. Los

mejores tubos de la marcación se reunieron en uno y se con­

gelaron en alicuotas para posterior dosaje de actividad
radioinmunológica.

El primer antisuero contra prolactina de rata fué ob­

tenido en conejos (NIADDK-anti-rPRL-S-Q). Se diluyó en buffer

fosfosalino, EDTA0.05M con 2%de suero de conejo normal, pH

7.4, a la concentración previamente establecida comoóptima de

trabajo (entre 1:1500 y 1:2500). El standard de referencia

fué prolactina de rata NIADDK-rPRL-RP-3,con una actividad

biológica de 30 UI/mg. Los patrones, que iban de 0.0396 ng a

10 ng por tubo, se prepararon en buffer fosfosalino con 1%de

albúmina de huevo. La separación se logró por segundo
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anticuerpo, usando antisuero de oveja contra globulina de co­

nejo, a diluciones de trabajo establecidas previamente.

El protocolo de rutina fué el siguiente: el primer dia se
agregaba el primer anticuerpo a los sueros preparados; luego

de una incubación de 24 horas a 4°C, se agregaba la hormona

trazadora; el tercer dia el segundo anticuerpo; y luego de 48

a 72 horas se separaba la hormona libre de la acomplejada por

centrifugación. El sobrenadante era aspirado y se leia la

radioactividad en el precipitado, correspondiente al complejo

hormona-anticuerpo, en un contador gamma.

LH: El ensayo y los buffers usados para su medición

fueron esencialmente los mismos, con las siguientes modifica­

ciones: se usó el método heterólogo desarrollado por Niswender

y col. (1968). La hormona trazadora fué, en este caso, LH

purificada aislada de glándulas ovinas por Reichert y col.

(LER1056). Comoprimer antisuero se utilizó el obtenido por

Niswender y col. inmunizando conejos con LHovina emulsionada

en adyuvante de Freund completo. Dicho antisuero reacciona no

sólo con la LHde la oveja sino con la de numerosas especies,

incluyendo la rata y el mono. Las diluciones de trabajo

fueron de 1:20000 a 1225000. Comopreparación de referencia se

usó la LHpurificada de hipófisis de rata (NIAMDD-rat-LH-RP­

2), con una potencia de 61 x NIADDK-r-LH-RP-l, con minimos

contaminantes de FSHy TSH. La curva patrón se extendía de 4 a

0.008 ng por tubo.
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RESULTADOS

El efecto de una inyección aguda de haloperidol sobre los

niveles séricos de LHse muestra en la figura II-l. Obser­

vamos que solamente en las hembras de 12 días existe un

aumento significativo de la hormona. En las hembras de 20

días se observa una respuesta menor, estadísticamente no sig­

nificativa. A los 28 dias no se observa respuesta, ni tampoco

en los machos de ninguna edad.

En el caso del Sulpiride, a los 12 días de edad,

solamente se observa respuesta en las hembras, pero no en los

machos (Figura II-2).

En todos los grupos tratados con haloperidol se observó

hiperprolactinemia creciente con la edad, siendo mayores los

niveles de prolactina sérica en hembras que en machos a los 20

y a los 28 dias de edad (Figura II-3).

El haloperidol no tuvo efecto sobre la liberación de LHa

los 12 dias de edad, en las hembras androgenizadas al nacer.

En los machos castrados neonatalmente los niveles basales de

LHse encontraron elevados y el haloperidol produjo un aumento
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significativo (Figura II-4). En estos grupos también el

haloperidol elevó los niveles séricos de prolactina (figuraa
DISCUSION

Nuestros resultados indican que en las hembras menores de

20 dias el sistema dopaminérgico es de importancia en la

regulación de la secreción de LH. El haloperidol produce

liberación de LH en las hembras de 12 dias y, en menor medida,

en las de 20 dias. Por el contrario, en los machos de las

mismas edades no se observa respuesta de LHal haloperidol,

sugiriendo la inexistencia de un control dopaminérgico in­
hibitorio de la secreción de la hormonao una falta de

sensibilidad de los receptores dopaminérgicos involucrados en
el control de la secreción de LH. Los resultados similares

obtenidos con Sulpiride en los animales de 12 dias indican que
el efecto del haloperidol sc debe a su acción

antidopaminérgica y no a efectos colaterales inespecificos.
En ratas hembras adultas el haloperidol, administrado el

dia del proestro, bloquea el pico de LHy la consiguiente

ovulación (Krieg y Cassidy, 1984), mientras que no tiene

efectos sobre los niveles de LHen machos adultos (Weiner y

Ganong, 1978). Otros antagonistas dopaminérgicos como la
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domperidona o el butaclamol tampoco alteran los niveles

basales de LHen ratas adultas (Carter y col, 1982; Drouva y

Gallo, 1977).

Sin embargo, se ha demostrado que la regulación de la LH

en las hembras inmaduras tiene caracteristicas especiales con

respecto al sistema dopaminérgico. Por ejemplo, Wuttke y col.

(1980) describieron que se puede inhibir la secreción de LH

con dosis de Piribedil o Apomorfina inefectivas en los

adultos. Se ha visto además, que los niveles de LHen las

hembras prepúberes son muysensibles a varias drogas

neurotrópicas, especialmente en el periodo de los 10 a los 18

días de edad. En esta etapa el hipotúlamo es hipersensible a

la acción liberadora de LHdel naloxone (Blank y col.,1979) y

de la serotonina (Deco-Villalobos y Libertun, 1986) y hay una

maxima respuesta de la hipófisis al LHRH(Debcljuk y col.,

1972, Ojeda y col., 1977). La liberación de LHen respuesta a

LHRH,naloxone y serotonina disminuye gradualmente a partir de

la tercera semana de vida. En el caso del haloperidol vemos

que la respuesta de LHa la droga sigue el mismo patrón, ya

que es máxima a los 12 dias, un poco menor a los 20, y ha

desaparecido por completo a los 28 dias de edad.

Nuestros resultados indican que la diferencia de

respuesta de LHal haloperidol entre machos y hembras

prepúberes está relacionada con la exposición neonatal a los

andrógenos. A los 12 dias de edad, cuando la respuesta es

máximaen las hembras, las hembras androgenizadas al nacer no
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responden, de la misma manera que tampoco lo hacen los machos.

En el caso dc los muchoscustrados al nacer, cl halopcridol

libera LHa pesar de los altos niveles basales de la hormona.
Estos niveles altos de LHse deben a la castración neonatal,

que produce, en el macho, valores de LHmayores aún que los

producidos por una castración mas tardía y que afecta la

respuesta de LHa los estrógenos durante la adultez (Lescoat,

1983; Weiland y Barraclough,1984).

Es interesante destacar que en los machosprepúberes el

5-hidroxitriptofano y el naloxone no tienen acción sobre la LH

a diferencia de lo que sucede en las hembras; la

androgenización neonatal de las hembras masculiniza el efecto

de estas drogas, mientras que la castración neonatal de los

machos facilita su acción liberadora de LH (Becú-Villalobos y

col., 1984; Sylvester y col., 1985). Estos resultados en con­

junto con nuestros datos sugieren que las ratas hembras

prepúberes (10-18 dias de edad) son particularmente sensibles

al efecto liberador de LHde algunas drogas, y que esta

sensibilidad está sexualmentediferenciada.

Estos resultados también sugieren que el avance de la

pubertad producido por tratamiento con sulpiride o pimozide

(Advis y col., 1981; Advis y Ojeda, 1978) podria estar

relacionado, no sólo con modificaciones de la secreción de

prolactina, sino también con pequeños cambios en la secreción

de LH. En este aspecto Ojeda y col. demostraron que cuando el

animal se acerca a la pubertad existen cambios en el patrón de
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secreción de LH (Andrews y Ojeda, 1981; Urbansky y Ojeda,

1985; Urbnnsky y Ojeda, 1986).

Por otro lado, la liberación de prolactina en respuesta

al haloperidol 0.25 mg/Kg fué mayor en las hembras que en los

machos; esta diferencia sexual aumentó con la edad tal como lo

habíamos descripto usando haloperidol 1 mg/Kg(Becú-Villalobos

y Libertun, 1982).

En conclusión, describimos una diferencia sexual en el

control de la secreción de LHen ratas prepuberes. Sugerimos

que la LHestá bajo un control dopaminérgico inhibitorio en la

hembra, durante las segunda y tercera semana de vida, y que

este control se debilita a medida que el animal madura.

Ademasla androgenización temprana de las estructuras

cerebrales que controlan la secreción de LHseria responsable
de las diferencias sexuales encontradas.
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CAPITULO III

REGULACION DE LA FSH EN LA RATA INFANTIL : CARACTERISTICAS ES­

PECIALES DE SU ESTIMULACION POR DROGAS NEUROTROPICAS EN LA

HEMBRA.

Desde el dia 5 hasta el dia 17-18 de vida, la secreción

de FSHse encuentra aumentada en la rata hembra (Dohler y

Wuttke, 1975). Este patrón de secreción es esencial para el

desarrollo normal de los foliculos ováricos (Ojeda y col.,

1980; Hage y col., 1978). Tanto la LHRHcomo los estrógenos y

la inhibina, están involucrados en el control de esta

secreción. Se ha demostrado que la respuesta de la FSHa la

LHRH,tanto in vivo como_in vitro, está aumentada durante las

dos primeras semanas de vida y es máxima entre los 10 y 15

dias de edad (Ojeda y col., 1977; Dullaart, 1977). Por otro

lado, los valores altos de FSHestarian relacionados con un

control de retroalimentación (feed-back) negativo por
estradiol relativamente inefectivo, y un control androgénico

parcialmente efectivo (Andrewsy Ojeda, 1981; Caligaris y

col., 1973). A partir del dia 15 madura el control por



estradiol y disminuyen los niveles de FSH. Finalmente, se ha

demostrado, que la inhibina y sus péptidos relacionados no

estarian presentes inhibiendo la secreción de FSHentre los

dias 5 y 10 de vida, tal como lo demuestran estudios de in­

munoneutralización (Rivier y Vale, 1987). También se ha ob­

servado que cuando disminuyen los niveles de FSH es cuando

aumentan los de inhibina (Rivier y Vale 1987; Sander y 001.,

1985).

Estos datos sugieren que la regulación_de FSHen la hem­

bra infantil es diferente que en la hembra adulta, comotam­

bién lo es el control de LH: hay una gran sensibilidad de LH

al efecto liberador de la LHRH(Ojeda y col., 1977; Dullaart,

1977), naloxone (Blank y col., 1979; Ieri y col., 1979),

serotonina (Becú-Villalobos y Libertun, 1986) y haloperidol
(ver sección anterior).

Hasta que no se demuestre lo contrario, se acepta que FSH

y LHcomparten el mismo factor liberador. Fué entonces muy

interesante estudiar el efecto de drogas neurotrópicas, que no

tienen o tienen poco efecto sobre la FSHen la adultez (Piva y

001., 1985; Jimenez y Walker, 1985; Dickerman y col., 1974;

Moguilevsky y col., 1985) y tienen efecto liberador de LHen

la hembra inmadura (cap. I), sobre la secreción de FSHen la
hembrainfantil.

Por otro lado, como el patrón de secreción de FSHdurante

el desarrollo en el macho, es totalmente diferente al de la

hembra (Dohler y Wuttke, 1975) no sólo estudiamos los efectos



de las drogas durante el desarrollo sino también sus diferen­
cias sexuales.

MATERIALES Y METODOS

ILÍANIMALES: MODELOS EXPERIMENTALES

Se usaron ratas machos y hembras adultas y de 1, 12, 20 y

28 dias de edad de la cepa Sprague-Dawley del IBYME. Cuando

se usaron hembras adultas, se controlaron los ciclos por ex­

tendidos vaginales diarios, se seleccionaron las ratas con

Ciclos regulares de por lo menos dos semanas, y se usaron en

diestro. Los experimentos se realizaron siempre entre las

10.00 y las 12.00 hs.

Ratas de las diferentes edades se inyectaron con naloxone

(2 mg/Kg, sc), 5-hidroxitriptofano (50 mg/Kg, sc), haloperidol

(0.25 mg/Kg, ip) o solución salina en volumen equivalente.

Las dosis y las vias de inyección fueron elegidas de acuerdo a

experiencias previas de nuestro laboratorio. Todas las drogas
se disolvieron en solución salina. Los animales fueron

decapitados a los 30, 60 y 50 minutos de las inyecciones de



cada droga, respectivamente. Se hicieron controles para los

diferentes tiempos de decapitación y para las diferentes vias
de inyección. Comono se encontraron diferencias entre con­

troles de cada edad, los resultados se agruparon para la ratas

de 1 dia. Se recolectó sangre troncal, se separaron los

sueros por centrifugación y se congelaron a -20"C hasta su

procesamiento. Para estos experimentos se usó un total de 770
animales.

2 DROGAS UTILIZADAS

Haloperidol: antidopaminérgico del grupo de las butirofenonas

(Janssen), inyectado intraperitonealmente en dosis dc 0.25

mg/Kgen solución salina.

Naloxone: N-alil-noroximorfona, antagonista opiáceo (Dupont

Pharmaceuticals), inyectado por via subcutánea en dosis de 2

mg/Kgen solución salina.

5-hidroxitriptofano: precursor biosintético de la serotonina
(Sigma, Missouri), inyectado por via subcutánea en dosis de 50

mg/Kgen solución salina.



3) RADIOINMUNOENSAYOS

El método utilizado para medir FSHfué similar a los

anteriormente descriptos para prolactina y LH. A continuación

lo describimos brevemente con las variaciones pertinentes.

El esquema patrón para marcación y protocolo es similar

al usado para prolactina, con las siguientes variaciones: la
hormona trazadora fue NIADDK-rFSH-I-S,con potencia biológica

de 100 x NIH-FSH-Sl (ensayo de elevación por HCG) y con­

taminación por rLH o rTSH menor al 1% y por rPRL o rGH menor

al 0.1%. El primer antisuero fue obtenido en conejo contra

FSHpurificada de rata (NIADDK-anti-rFSH-S-ll), siendo la

dilución de trabajo de 1:2000 a 112500. El standard de

referencia fue FSHpurificado de rata (NIADDK-rFSH-RP-Z)con

una potencia de 45 x NIAMDD-rFSH-RP-l. La curva patrón se ex­

tendió desde 15.04 a 0.1175 ng por tubo.

Para las ratas de 1 día de edad cada determinación se
realizó (por duplicado) juntando el suero de tres de ellas

para conseguir el volumennecesario.



Mi
Los niveles basales de FSHde las hembras fueron altos al

nacimiento (dia 1) y a los 12 días de edad y bajaron mar­

cadamente a los 20 dias, mientras que en los machos fueron

aumentando gradualmente desde el nacimiento hasta los 28 dias

de edad.

En las hembras, el haloperidol produjo un aumento sig­
nificativo de FSHa los 12 dias de edad. A los 20 dias el

efecto se esbozó, pero no fue estadísticamente significativo.

No tuvo efecto a ninguna otra edad ni en los machos (figura

III-1).
Del mismo modo, tanto el naloxone como la 5­

hidroxitriptamina, liberaron FSHa los 12 dias de edad en las

hembras. A los 20 días no se observó el efecto. Los machos

no respondieron a ninguna edad (figuras III-2 y III-3).

Cuando se repitieron los experimentos en machos y hembras
adultos no se encontró que las drogas utilizadas produjeran

ninguna modificación de los niveles de la FSH(figuras III-4 y

III-5).



9.12MB

Estos resultados muestran que la estimulación de FSHpor

agentes neurotrópicos en la hembrainfantil tiene carac­

teristicas particulares que son propias y únicas de este per­
iodo y sexo. A los 12 dias de edad, el Haloperidol, el

naloxone y el 5-hidroxitriptofano producen una clara

liberación de FSHque no se repite a ninguna otra edad ni en
los machos.

En cuanto al efecto del antagonista opiáceo naloxone

sobre la FSH, en la bibliografia se encuentran datos con­

tradictorios. Algunos autores describen que el naloxone puede

alterar simultaneamente la LHy la FSHmientras que otros

opinan que sólo es capaz de modificar la LHsin alterar la

FSH. Por ejemplo, aumentos de ambas gonadotrofinas se obser­

varon en: ratas machos (Bruni y col., 1977), después de un

tratamiento prolongado (Marini y col., 1984), en ratas hembras
castradas (Bhanot y Wilkinson, 1983) y en experimentos in

vitro (Cacicedo y Sanchez Franco, 1986). En cambio, no se

vieron cambios en FSHaunque si en LHpor inyecciones sub­

cutáneas o intraventriculares en machos (Marini y col., 1984;

Piva y col., 1986) y en diferentes fases del ciclo estral en

hembras (Piva y col., 1985; Muraki y col., 1979; Koves y col.,

1981; Ieri y col., 1980). Las discrepancias probablemente se
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deban a que el entorno hormonal es diferente en cada caso e

influye en la regulación de las gonadotrofinas (Blank y

col.,1979; Piva y col., 1985; Piva y col., 1986; Petraglia y

col., 1984; Spencer y Whitehead, 1986). En nuestros experi­

mentos, el naloxone no fué capaz de liberar FSHen los

adultos, en los cuales el control de FSHpor inhibina y de

ambasgonadotrofinas por el feedback negativo esteroideo está

bien establecido, contrastando con la situación de la hembra

infantil en la cual el feedback negativo por estradiol es re­
lativamente inefectivo y se encuentran bajos los niveles de

inhibina (Ojeda y col.,1980; Caligaris y col.,1973; Andrewsy

Ojeda, 1981; Rivier y Vale, 1987; Sander y col. 1985).

Entre los pocos trabajos existentes sobre la regulación

de FSHpor serotonina, se han descripto efectos inhibitorios,

facilitatorios y nulos. Por ejemplo, implantes de serotonina
en la eminencia media de machos castrados tuvieron como

resultado un descenso en la cantidad de FSHen la hipófisis

(Martini, 1969) y una inyección de la droga en el tercer
ventrículo produjo una disminución de la FSHsérica en ratas

machos (Kamberi y col., 1971). Por otro lado, un exceso de

serotonina aumentó la FSHsérica en ratas machos (Niaraki y

col., 1982) y un pretratamiento con 5-hidroxitriptofano en

hembrascastradas tratadas con estradiol aumentóla respuesta

de FSHa la progesterona (Franks y col., 1980). No se en­

contraron efectos de la serotonina ni del 5-hidroxitriptofano
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en machos, ni en hembras ovariectomizadas (Franks y col.,

1980; Porter y col., 1971/1972; Ruszas y col., 1982).

Nuestros resultados en adultos están de acuerdo con una ausen­

cia de efecto del indol sobre FSH , pero los experimentos con

ratas infantiles ponende manifiesto un papel facilitatorio
del 5-hidroxitriptofano sobre la FSHen la situación endócrina

particular de la hembraa esta edad.

Se ha descripto que también la dopamina tiene efecto dual

sobre la secreción de FSH asi como de LH (Weiner y Ganong,

1978; Steger y Morgan, 1985). Después de una inyección in­

traventricular de dopaminaa ratas machos se observó tanto

estimulación como ausencia de alteraciones de la FSH (Kamberi

y col., 1971) mientras que el agonista dopaminérgico

bromocriptina no modificó los niveles de la hormona en hembras

ni en machos adultos (Clayton y Bailey, 1984). En experi­

mentos usando agentes antidopaminérgicos los resultados

tampoco son concluyentes: una inyección de haloperidol o

pimozide disminuyó los niyeles de FSH (Dickerman y col.,1974;

Beatie y col., 1976; Ojeda y McCann, 1973), el pimozide no

afectó el pico preovulatorio de FSH (Kun y col., 1985) y la

domperidona y la metoclopramida no tuvieron efecto sobre la

hormonacirculante pero aumentaron la FSHhipofisaria (Clayton

y Bailey, 1984). De nuestros resultados se desprende que las

neuronas dopaminérgicas no participarian directamente de la

regulación de FSHen el adulto aunque tendrian un rol
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inhibitorio en la hembrainfantil.

Tomadosen conjunto, estos resultados sugieren que los

niveles altos de FSHen la hembra infantil, estan bajo control

opiáceo y dopaminérgico, ya que sus respectivos antagonistas

producen un aumento significativo de la hormona. Esto podria

estar relacionado con el control androgénico previamente men­

cionado (Andrews y Ojeda, 1981). Por otro lado hay una alta

sensibilidad al efecto liberador no sólo de LHRHsino de 5­

hidroxitriptofano. Esta droga podria estar actuando a través
de la liberación de LHRH. A medida que madura el feedback

negativo por estradiol y aumenta la influencia de la inhibina

(Caligaris y col., 1973; Rivier y Vale, 1987; Sander y col.,

1985) el incremento de FSH producido por LHRHy 5­

hidroxitriptofano disminuye. Por otro lado, los controles

inhibitorios opiáceo y dopaminérzico de la gonadotrofina se

hacen cada vez más inefectivos a medida que el animal madura,

tal comose describió para el control opiáceo (Bhanot y

Wilkinson, 1983) y dopaminérgico (ver cap I) de la LH . Estas
variaciones podrian, en parte, explicar el cambio de una domi­

nancia relativa de FSHhacia una de LH que ocurre durante el

desarrollo prepuberal (Dullaart, 1977).
Finalmente, las marcadas diferencias sexuales observadas

pueden estar relacionadas con los altos valores de

testosterona presentes en el plasma de los machos hasta a1­

rededor del dia 17 de vida, a diferencia de las hembras en las
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cuales son muybajos los niveles de andrógenos (Dohler y

Wuttke, 1985), y por los distintos niveles de inhibina que son

altos en el machoen la etapa infantil y luego disminuyen

(Rivier y col., 1988). Los niveles de estrógenos, en cambio,

son muysimilares en ambos sexos durante el desarrollo. Las

diferencias sexuales en los patrones de secreción de go­
nadotrofinas en la rata inmadura también fue relacionada con

el tamaño de los gonadotropos (Dada y col., 1985) y con las

diferentes concentraciones hipofisarias de FSHque son mucho

mayores en las hembras que en los machos inmaduros (Dada y

col.,1985; Aubert y col., 1985). Por otro lado, las diferen­

ciación sexual del encéfalo podria ser responsable de las

diferencias sexuales encontradas tal comose describió para

los efectos LH-liberadores del Haloperidol (ver cap. I),

naloxone y 5-hidroxitriptofano en las ratas prepúberes (Syl­

vester y 001., 1985; Schultz y col., 1985; Moguilevsky y 001.,

1987).
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MM

DIAZEPAH Y HORMONASADENOHIPOFISARIAS DURANTE EL DESARROLLO

Tal como vimos en la sección introductoria, el GABA

participa en la regulación de la secreción adenohipofisaria.

Se ha demostrado que las benzodiacepinas (BDZ), drogas

ansioliticas de gran difusión en medicinapsiquiátrica, in­
teraccionan con la transmisión GABAérgica(Haefely, 1984;

Tallman y Gallager, 1985). Estas drogas se unen a un receptor

especifico (Braestrup y Squires, 1977; Mohler y Okada, 1977)

que forma parte de un complejo macromolecular con un sitio de

unión para GABAy un sitio de unión para BDZ acoplados a un

ionóforo para el cloro. En la figura IV-l se observa uno de

los esquemas propuestos para este receptor (Thomasy Tallman,
1984). Este complejo ha sido aislado en varias oportunidades

(Barnard y col, 1984; Thomas y Tallman, 1984) e inclusive fue

reconstituido en vesículas fosfolipidicas (Sigel y col.,
1985). También se han logrado anticuerpos monoclonales

específicos antirreceptor de benzodiacepinas (DeBlasy col.,

1985).

El ligando endógeno para este receptor no ha sido aún
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establecido con certeza. Se han aislado diversos compuestos
dc varios tejidos capaces dc interactuar con el receptor de

BDZ:Proteínas, bases púricas, nucleótidos, derivados in­

dólicos y, a veces, sustancias no identificadas (Hamony

Soubrié, 1985; Medina y col. 1986) con pesos moleculares entre

122 (nicotinamida) y 70000 daltons (ver tabla I, tomada de

Hamony Soubrié, 1985).

Se ha demostrado que existe heterogeneidad en los recep­

tores de BDZcerebrales. Existe un receptor de tipo central,

con alta afinidad para el antagonista especiïico Ro 15-1788 y

baja por el Ro 5-4864. Este receptor central ha sido sub­

dividido, según la unión diferencial de triazolopiridazinas,
en dos clases: de tipo 1 (con alta afinidad para las tri­

azolopiridazinas) particularmente abundantes en cerebelo y

córtex cerebral, probablemente relacionados con los efectos

ansioliticos y anticonvulsivos de las BDZ,y de tipo 2 (con

baja afinidad para las triazolopiridazinas) ubicados preferen­
cialmente en hipocampo y neostriatum e involucrados en la ac­

ción sedante de estas drogas (Klepner,1979; Squires y
001,1980; Lippa y 001.1982). Ambostipos estarian

relacionados con el receptor GABAérgico. Ademásexiste un

tipo de receptor llamado "periférico"con baja afinidad por el

Ro 15-1788 y alta por el Ro 5-4864, que se describió

primeramente en tejidos periféricos, pero que posteriormente
se encontró en sistema nervioso central (Shoemakery col.

1981). Finalmente, Bowling y De Lorenzo (1982) describieron
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una cuarta categoria de sitios de unión para BDZcon afinidad

en el orden PM.

Mediante estudios autorradiozráficos se han mapeadolos

receptores benzodiazepinicos en el sistema nervioso y se ha

encontrado que el córtex cerebral y la capa molecular del
cerebelo los contienen en alta densidad. Les siguen, en

segundo lugar, el sistema limbico, el bulbo olfatorio, el

núcleo trigémino espinal, la medula espinal y el hipotálamo

(Young y Kuhar, 1980).

El estudio filozenético de Nielsen y col (1978) indicó la

presencia de receptores para BDZen el sistema nervioso cen­

tral de todas las especies vertebradas estudiadas, excepto en

Agnata, pero no en invertebrados. En cambio, cuando se

estudiaron en forma comparada los receptores de tipo

periférico en cerebro, no se encontraron en vertebrados no

mamíferos, lo cual sugeriría una tardía aparición de este tipo

de receptor (Bolger y col., 1985).

La ontozenia de estos receptores ha sido estudiada en

cerebro total de rata (Braestrup y Nielsen, 1978) y en córtex
cerebral y cerebelo (Candy y Martin, 1978). Además, se

estudió el desarrollo de receptores de tipo 1 y tipo 2 en

hipocampo,córtex cerebral, cerebelo y cerebro total de rata

(Lippa y col., 1981; Chisholm y col., 1983; Garret y Tabakoff,

1985).

Con respecto a los efectos de las benzodiacepinas sobre
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la secreción adenohipofisaria, no es mucholo que se ha des­

cripto. Se ha encontrado que algunas BDZdisminuyen los

niveles basales de prolactina (Lotz, 1982) e inhiben la

liberación de prolactina producida por estímulos

farmacológicos o fisiológicos (Grandison, 1982). También se ha

demostrado que si bien las BDZno alteran los niveles basales

de TSH, impiden la liberación de esta hormona por 1a ex­

posición del animal al frio (Camoratto y Grandison, 1983). En

humanos, se observó que un tratamiento con Diazepam estimula

la secreción de somatotrofina , dependiendo de los niveles de

estradiol circulantes (D'Armientoy col., 1984).

Estos experimentos fueron realizados siempre en

adultos. Comoen este trabajo nos hemos preocupado por la

regulación endócrina durante el desarrollo, y los efectos de

drogas neurotrópicas dependen del estado de maduración del

animal (tal comohemosvisto en las secciones anteriores), nos

dedicamos al estudio de la ontogenia de los efectos del

Diazepamsobre las secreciones adenohipofisarias, siempre en

forma comparativa entre los sexos. Ademásmedimos la
evolución de los receptores benzodiazepinicos hipotalámicos

considerándolos posible sitio de acción de la droga para ejer­
cer su efecto neuroendócrino.
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Sitio de unio’n para GABA

Dominio del
agonista Sitio de

unio'n
Dominio del para BDZ
antagonista

Receptor Receptorde GABA
de BDZ

Canal de Cloro (Sitlo de unlon para
Pícrotoxina)

Figura IV-l: Esquema del complejo receptor GABA­
benzodiacepina según Thomasy Tallman, 1984. En la parte su­
perior se muestra una aubunidad del complejo, cuya estructura
tetramérica se observa en la parte inferior del esquema.
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Posible liloodo Naturales. PH Acción Forlooolónioo

GABAnodulino proteina ¡6500 (nntn1oniotn)
B F-l proteina 40-70000 7
Fracción i 7 TOO-30000 7
Inhibidor oolpeti- péptido 3000 (ont-zonilto)
titivo (fracción 5)
Nicotinnlido piridino ¡22 nuoniltn
Inooinn purinn 268 oioniutn
Hipoxnntina purinn 136 sionista
Btil- -onrbolinn- fl-onrbolinn 228 onto¡oniotoJ-cnrboxiioto
Hnrnane flhcnrboiinn [82 ontnsoniota
Trp-¡li péptido 261 (sionista)
DIF (footer inhibi­
dor de Jl unión del 7 < 500 7
diazepnl).
Tronboxano A. iipido 352 (nntnuonioto)
Proltoilnndinn A. lípido 336 ?
Pro-tailandinn A. llpido 334 ?
L-tiroxinn nninoúuido 717 7

Cuando inn propiedades fnrnncolóulcnn oo conocen pnrcinincntc se lucntran entre
paréntesis. 81 signo de interrogación oilnifioa total-ente deooonooido.

TABLAIV-I: Posibles ligandos endógenos para el receptor de
benzodiacepinas, (tomada de Hamony Soubrié, 1985).



MATERIALES Y METODOS

1 ANIMALES: MODELOS EXPERIMENTALES

A- ESTUDIOS ENDOCRINOS

a- Estudios ontogénioos

Se pusieron a aparear en jaulas 5 ratas hembras por

macho. Las ratas preñadas se separaron en cajas individuales

48 horas antes del parto. Las crias permanecieron con sus

madres hasta el momentodel experimento o hasta cumplir los 22

dias de vida. A esta edad fueron destetadas y agrupadas por

sexo, hasta 10 ratas por Jaula.

a1- Ratas hembras y machos de 1, 4, 12, 20, 28 y 38 dias

de edad fueron inyectadas intraperitonealmente (ip) con

solución salina o con Diazepam (2.5 mg/Kg).

az- Para evaluar el efecto del Diazepamsobre la hiper­

prolactinemia producida por Haloperidol (HP), ratas de las

mismas edades que en a; se dividieron en tres grupos. El

primer grupo fué inyectado ip dos veces con salina, el segundo

con HP (0.25 mg/Kg) y salina y el tercero con Diazepam (2.5

mg/Kg) e inmediatamente con HP (0.25 mg/kg).

b- Estudios en animales adultos

bl- Stress por éter: Machosadultos y hembras adultas en



diestro fueron inyectados con Diazepam (5 mg/Kg, ip) o salina

y a los 30 minutos fueron sometidos a vapores de éter durante

10 minutos.

bz- Hiperprolactinemia por Serotonina o FK 33-824: Machos

adultos fueron inyectados con Diazepam (5 mg/Kg, ip) o salina.

A los 30 minutos fueron tratados con salina, serotonina (5

mg/Kg, ip) o FK 33-824 (1 mz/Kz, ip).

En todos los experimentos los animales, en desarrollo o

adultos, fueron decapitados a los 50 minutos del tratamiento

con Diazepam. Se recolectó sangre troncal, se separaron los

sueros por centrifugación y se congelaron a -20°C para su

posterior análisis por radioinmunoensayos. Para las ratas
menores de 12 dias fué necesario Juntar el suero de hasta 5 de

ellas para obtener una determinación por duplicado de cada
hormona medida.

B- ESTUDIO DE LOS SITIOS DE UNION A BENZODIACBPINAS

a- animales adultos .

a1- Machosadultos fueron decapitados e inmediatamente se

extrajeron los cerebros que fueron apoyados sobre hielo

molido. Se disecaron los hipotálamos, incluyendo el área

supraquiasmatica de la siguiente manera: se extrajo el area

delimitada, anteriormente, por el quiasmaóptico, lateral­

mente, por las fisuras hipotalámicas, y por un corte caudal a
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los cuerpos mamilares y dorsalmente, por el surco subtalamico;

luego se congelaron a -70'C hasta su procesamiento para la ob­
tención de la fracción cruda de membranas.

az- Se castraron hembras adultas y se dividieron en dos

lotes. Un lote fue inyectado, dos veces por semana durante

dos semanas, con benzoato de estradiol disuelto en aceite (10

ug/rata) por via subcutánea, y el otro, siguiendo el mismo

patrón de tratamiento, con aceite. Los animales se

decapitaron 48 horas después de la última inyección y se ex­

trajeron los hipotálamos tal comose describe en el punto
anterior.

En todos los casos de receptores en adultos se utilizaron

20 animales por Scatchard.

b- ontogenia

Se recolectaron hipotalamos de ratas de ambos sexos de 1,

4, 12, 20, 28 y 38 días tal como se describe para los animales

adultos. Se utilizaron un total de 874 hipotálamos.

2) DROGAS UTILIZADAS

Diazepam: benzodiacepina provista por RoemmersArgentina, in­

yectado intraperitonealmente en dosis de 2.5 o 5 mg/Kg.

Haloperidol: antagonista dopaminérgico (Janssen), inyectado



intraperitonealmente en dosis de 0.25 mg/Kg.

Serotonina: 5-hidroxitriptamina (Sigma, Missouri), inyectada

intraperitonealmente en dosis de 5 mg/Kgen solución salina.

FK33-824: [D-Ala3,MePhe‘,Met(0)°-ol]encefalina, agonista

opiáceo sintético de larga duración, inyectada en forma in­

traperitoneal en dosis de 1 mg/Kgen solución salina.

3) RADIOINMUNOENSAYOS

Se utilizaron los métodosdescriptos en las secciones

anteriores para medir prolactina y LH. Las variantes del
método de valoración de TSHse describe a continuación.

TSH: La hormona trazadora fué NIADDK-rTSH-I-B, con

potencia biológica de 35 UI/mg (analisis de McKenzieen ratón)

y con contaminación con rFSH menor al 1.5%, con rLH menor al

5%y con rPRL o rGH menor'al 0.1%. El primer antisuero fué

obtenido en conejos contra TSHde rata (NIADDK-anti-rTSH-S-S)

siendo la dilución de trabajo de 1:7000 a 1:9000. El standard

de referencia fué TSHpurificado de rata (NIADDK-rTSH-RP-Z)

con una potencia de 176 x NIAMDD-rTSH-RP-l,y la curva patrón

se extendía de 8 a 0.03125 ng por tubo .
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4) ESTUDIO DE LOS SITIOS DE UNION PARA BENZODIACEPINAS

Se estudiaron los receptores de Benzodiacepinas en

hipotálamo total de rata ,obtenido según se detalla en el

punto 1) inciso B de esta misma sección y desconzelado en el

momentode hacer la preparación de las membranas. Se

utilizaron fracciones crudas de membranaspreparadas de la

siguiente forma: se homogeneizóel tejido en una solución de

sacarosa 0.32Mmediante un homogeneizador de vidrio-teflón.

Los homogenatos se centrifugaron a 900 g durante 20 minutos y

los sobrenadantes se recentrifugaron a 30000 g durante 30

minutos. Toda la preparación se realizó entre 0 y 4°C. Los

precipitados finales fueron resuspendidos en buffer Tris-HCl

50 mM,pH 7.4 (a O'C). Estas suspensiones fueron incubadas

con el ligando radioactivo.

Se puso a punto el método de Braestrup y Squires (1977)

con modificaciones de Komïskey y McFarlan (1983). Se in­

cubaron 0.8 ml de la preparación de membranas de los animales

adultos, conteniendo de 0.8 a 1 mz de proteinas por tubo, con

0.1 ml de metil-ÜH-Diazepam y 0.1 ml de: buffer (para

determinar unión total) o Diazepam 3 pM (para determinar la

unión inespecífica). La incubación se realizó a O'C durante

30 minutos. El ligando radioactivo (metil-3H-Diazepam, New

England Nuclear, con actividad especifica de 76.6 Ci/mmol) se
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utilizó en concentraciones de 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.265 nM.

Para cada concentración del ligando, las determinaciones de

unión total e inespecífica se realizaron por triplicado. La
incubación se detuvo por filtrado al vacio a través de filtros
de fibra de vidrio WhutmanGF/B y se lavó dos veces con 2.5 ml

de buffer tris-HCl frío. Los filtros se ubicaron en viales de

centelleo, se dejaron secar al aire y después se les agregaron

7 ml de omnifluor-tritón-tolueno (31 : 250 ml :750 ml). Luego

de aproximadamente 12 horas se leyó la radioactividad en un

contador Beckmande centelleo liquido. Se midió la eficiencia

para cada tubo por el método de standard externo.

Para la medición de los receptores en hipotalamos de

ratas en desarrollo se adaptó la tecnica anterior para usar un
cosechador automatico de células comoelemento de filtración.

Se redujo el volumen de incubación a 0.3 ml por tubo (0.2 ml

de la preparación de membranasconteniendo entre 0.2 y 0.4 mi

de proteinas, 0.05 ml de metil-‘H-Diazepam y 0.05 ml de buff­

er con o sin Diazepam frio‘a FM). El tiempo y la temperatura
de incubación fueron los mismosque en el caso anterior. El

ligando radioactivo (metil-3H-Diazepamoon actividad

especifica de 85 Ci/mmol)se utilizó en concentraciones

decrecientes desde 18 hasta 1 nM. La incubación se detuvo por

filtración por medio de un "Cell Harvester Nuno"con filtro

WhatmanGF/B y se lavó dos veces con 0.3 ml de buffer tris-HCl

frio. Los filtros se ubicaron en viales plásticos con 3.5 ml
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de omnifluor-tritón-tolueno que a su vez se introdujeron en

viales de centelleo apropiados para contar en el contador Bec­

kmande centelleo liquido. La lectura de la radioactividad se

realizó al dia siguiente de 1a incubación y la eficiencia se

midió por el método de standard externo.

En todos los casos los resultados se analizaron por el

método de Scatchard (1949).

RESULTADOS

A- ESTUDIOS ENDOCRINOS

a- Ontozénicos:

81: El efecto de una inyección aguda de Diazepam en una

dosis de 2.5 mg/Kgsobre la secreción de prolactina en ratas

de ambos sexos en desarrollo se observa en la figura IV-Z.

Los niveles basales son similares a los normales descriptos en

el capitulo I. Se observó un efecto de la droga de tendencia

inhibitoria a partir de los 12 dias de edad en los machos y de

los 4 dias en las hembras, que alcanzó significación
estadistica solamente en los machos de 38 dias de edad.

En cuanto a la TSH, los niveles basales también fueron

similares a los normales, no teniendo efecto alguno el

tratamiento con Diazepam(figura IV-3).
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La droga tuvo un efecto liberador de LHa los 12 dias de

edad. Solamente en los machos alcanzó significación

estadistica (figura IV-4). En las hembras de 12 y 20 dias se

observa el efecto pero no es estadísticamente significativo.

Cuando se duplicó la dosis de Diazepam (figura IV-5), el

efecto es aún más marcado para las hembras pero tampoco llega

a ser estadísticamente significativo.

az: El Haloperidol liberó prolactina en todos los casos.

Esta liberación sólo fué inhibida por el Diazepamen los

machos de 28 días (figura IV-6). En las hembras de 12 dias el

antidopaminérgico liberó LHtal comoya vimos en el capitulo

II. El Diazepamno alteró esta liberación pero en los machos

de la misma edad se observó un aumento de la hormona cuando se

inyectaron ambas drogas (Haloperidol y Diazepam), aumento que

seguramente se debió al efecto del Diazepam tal como men­

cionamosen el párrafo anterior (figura IV-7).

b- Animales adultos:

b1: La hiperprolactinemia producida por stress por éter,

mayor en machos que en hembras, fue completamente bloqueada

por una previa inyección de Diazepamen los dos casos (figuraa
bz: Se observó que el Diazepam bloquea totalmente la

hiperprolactinemia producida por serotonina (figura IV-9), y
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parcialmente la producida por el agonista opiáceo FK33-824

(figura IV-lO).

B- ESTUDIO DE LOS SITIOS DE UNION A BENZODIACEPINAS

a- Animales adultos:

Se puso a punto la técnica para medición de receptores de

BDZen hipotalamo, utilizando (metil-3H)-Diazepam como ligando

radioactivo. Analizando los datos por el método de Scatchard

(1949) se determinó, en hipotalamos de machos adultos enteros

la presencia de un sitio de unión con un Ko de 7.7 1 3.7 nMy

una máxima unión o número total de receptores de 772 i 262

fmoles / mgde proteinas.
A1estudiar el efecto de los esteroides sexuales sobre

los receptores benzodiazepinicos hipotalámicos se determinó

comparativamente el Ko y el Bmáxen hembras castradas tratadas

con aceite o con benzoato de estradiol (figura IV-ll). No se

obtuvieron diferencias significativas para ninguno de los dos

parámetros.

b- Ontogenia:

Se midió la unión de (metil-3H)-Diazepam a membranas

hipotalámicas desde el nacimiento (dia 1) hasta el dia 38 de

vida en ratas de ambos sexos. En la figura IV-12 se muestran

graficos de Scatcard de un experimento representativo. Al

85



promediar los resultados de tres experimentos realizados

separadamente, se observó que mientras la afinidad se mantuvo

constante durante el desarrollo, el númerode sitios fué en
aumento hasta alcanzar una meseta a los 20 dias de edad

(figura IV-13). El númerototal de sitios en el nacimiento

era un 23 X del Bmáxdel dia 38 para las hembras y un 27% para

los machos. No se observaron diferencias sexuales en el

número total de sitios a ninguna edad. Aunque los valores de

Kn fueron siempre menores en los machos que en las hembras,

las diferencias no resultaron estadísticamente significativas
cuando se calcularon las medias de los tres experimentos

(tabla II).

DISCUSION

Algunosautores habian descripto efectos hipoprolac­

tinémicos de las BDZen la rata adulta (Chieli y col, 1980;

Grandison. 1981; Grandison, 1983). Estos efectos fueron

atribuidos a la unión de la droga a receptores de tipo cen­

tral, ya que se bloqueaban con el antagonista especifico Ro

15-1788 (Lotz, 1982). Por otro lado, se demostró que las BDZ

potencian in vitro el efecto estimulador de la secreción de

prolactina del muscimol (agonista GABAA),y no modifican la

subsecuente inhibición. Dicha potenciación fue antagonizada

por Ro 15-1788 demostrando la participación de receptores del
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tipo central (Andersony Mitchell, 1986). Nuestros resultados

agregan evidencias al efecto hipoprolactinémico de las BDZen

las ratas adultas ya que el Diazepambloquea la estimulación

de la hormona por vapores de éter, serotonina y FK 33-824.

Este efecto no parecería ser diferente en hembras y machos,

por lo menos en el caso del éter, ya que los otros fueron

probados sólo en machos.

La capacidad del Diazepamde inhibir en la secreción de

prolactina se observa, en los machos, desde los 12 dias de

edad. El efecto alcanzó significación estadistica recién a

los 38 dias. El antidopaminérgico Haloperidol, estimuló la

secreción de prolactina en todos los casos, siendo siempre

mayor la respuesta en hembras que en machos, tal como des­

cribiéramos anteriormente (Becú y Libertun, 1982). La inhi­

bición estadísticamente significativa por Diazepamen estos

animales se adelantó al dia 28 de vida en los machos, in­

dicando que el efecto hipoprolactinémico de la droga puede

evidenciarse mas tempranamente cuando los niveles de prolac­

tina se encuentran elevados. El Diazepamno logró disminuir

la prolactinemia de las hembras en forma significativa en el
caso de ser valores basales ni en el caso de estar estimulados

por el antidopaminérgico, indicando la existencia de diferen­
cias sexuales en el control de la hormona.

Con respecto a la TSH, el Diazepam no alteró sus niveles

en ninguno de los dos sexos a ninguna edad. Tampoco se habian
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encontrado efectos de las BDZsobre los niveles basales de

esta hormonaen machos adultos, pero sí se describió que el

Diazepam impedía el aumento de TSHproducido por frío

(Camoratto y Grandison, 1983). Experimentos in vitro habían

demostrado que también la estimulación de TSHpor su factor

liberador TRH,era inhibible por Diazepam (Roussel y 001.,

1986).

No se habían descripto, hasta ahora, efectos de las BDZ

sobre la secreción de LH. M. Valli y col. (1985) probaron

Clobazam en ratas machos adultas, en forma aguda y crónica,

sin encontrar ninguna variación de la LHsérica. La

liberación de LHpor Diazepam que encontramos a los 12 días de

edad en los machos fue muyllamativa. Resultados similares se

habían encontrado con Clonidina, un agonista ‘K-adrenérgico,

en machos de la misma edad (Schultz y col., 1982). En las

hembras el estímulo no logró resultados estadísticamente sig­

nificvativos, probablementedebido a los altos errores

estándares ocasionados por los picos esporádicas de LHpropios

de esta edad. Estos resultados indicarían que, tal comoen la

hembra (cap. II), también en el machoexistiría un período de

especial sensibilidad de la LHa ciertas drogas neurotrópicas,

entre los 10 y 20 días de edad.

Con relación a la unión del Diazepam tritiado a membranas

hipotalamicas, encontramos que el 25 Z del número de sitios

existentes a los 38 días de edad estaba presente en el

nacimiento. Al respecto, se ha postulado que los receptores
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neonatales de BDZson funcionales ya que se encuentran

acoplados a los sitios de unión a GABAy son modulados por

GABA(Smith y Gallager, 1987).

Hasta ahora no se habia investigado la existencia de

diferencias sexuales en los receptores benzodiazepinicos

durante el desarrollo; sólo se habian descripto diferencias en

el númerode sitios para la unión de flunitrazepam en ciertas

áreas del cerebro, entre ratas adultas de ambos sexos (Haefely

y col., 1985). Nosotros no encontramos diferencias sexuales

en la afinidad ni en el númerototal de sitios para la unión

de Diazepam en membranas hipotalamicas, a ninguna edad.

Tampocoencontramos que el estradiol produjera modificaciones

de estos parámetros en hipotálamos de hembras adultas.

Recientemente, Perez y col. (1988) encontraron que el

tratamiento de hembras ovariectomizadas con estradiol produjo

un aumento en el número total de sitios para la unión de

Diazepam en hipocampo y cerebelo, sin variaciones en el KD, y

que no se afectaron los mismos parámetros en cerebro medio ni
en córtex frontal.

Los resultados de los efectos endócrinos del Diazepamy

de la unión de 3H-Diazepama membranas hipotalamicas durante

el desarrollo, tomados en conjunto, sugieren que la maduración

del efecto hipoprolactinémico de la BDZpodria estar
relacionado con el aumento de los sitios de unión observado.

De todos modos, no se puede descartar un sitio de acción

hipofisario (Grandison y col. 1982, Schettini y col. 1984).
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Por otro lado, las diferencias sexuales observadas en el

efecto del Diazepamsobre la prolactinemia a los 28 y 38 dias

de edad y sobre la LHa los 12 dias no puede atribuirse a

diferencias en los receptores benzodiacepinicos hipotalámicos.
Estas diferencias se deben, posiblemente, a diferencias
sexuales inherentes al control de la secreción de cada
hormona.
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Figura IV-2: Efecto del Diazepam (2.5 mg/Kg, ip) sobre la
prolactinemia de ratas machos y hembras de diferentes edades.
X p < 0.05 con respecto al grupo control de la misma edad.
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Figura LV-3: El Dinzepnm (2.5 mz/Kg, ip) no tuvo efecto sobre
los niveles séricos de TSHen muchos y hembras de diferentesedades.
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Figura IV-4: Efecto del Diazepam (2.5 mg/Kg) sobre la LH
aérioa de machos y hembras de 1, 4, 12, 20 y 28 dias de edad.
* p < 0.05 con respecto al grupo control de la misma edad.
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Figura IV-5: Efecto de una dosis de Diazepam de 5 mg/Kg sobre
la LH de machos y hembras de 12 dias de edad.
t p < 0.05 con respecto al grupo control del mismo sexo.
En las hembrasel efecto no es estadísticamente significativo
debido a los grandes errores estándares observados. Estos son
causados por los picos de LHesporádicos característicos de la
hembra a esta edad .
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Figura IV-6: Efecto del Diazepam (2.5 mg/Kg) sobre la hiper­
prolactinemia producida por una inyecoión de haloperidol (0.25
mz/Kg) en machos y hembras en desarrollo.
t p < 0.05 con respecto al grupo hiperprolnctinémico de la
misma edad.
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F¿¡ugg IV-Z: Efecto del Dinzepnm (2.5 mg/Ku) sobre la Lu de
rntna machos y hembras de diferentes edades tratadas con
Huloperidol (0.25 mg/Kg).
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Figura IV-8: Efecto del Diazepam (5 mg/Kg) sobre la hiper­
prolactinemia producida por vapores de éter (ET) en machos
adultos y hembras adultas en diestro.
t p< 0.05 oon respecto al grupo hiperprolactinémico.
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Figura IV-9: Efecto del Diazepam (5 mg/Kg) sobre la hiper­
prolactinemia producida por Serotonina (5 mg/Kg) en machos
adultos. SAL:salina-salina, S-SER: salina-serotonina, D-SER:
diazepam-serotonina.
* p< 0.05 con respecto al grupo hiperprolactinémico.
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Figura IV-lO: Efecto del Diazepam (5 mg/Kg) sobre la hiper­
prolactinemia producida por el agonista opiáceo FK 33-824 (1
mz/Kg) en machos adultos.
t p< 0.05 con respecto al grupo hiperprolactinémico.
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Figura LV-ll: Gráficos de Scatchard para loa sitios de unión
a (metil-3H)-Diazepam en hipotálamo total de hembras castradas
(control) y hembrascastradaa tratadas con eatradiol
(estradiol).
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Figura IV-IZ: Gráficos de Scatohard de un experimento para
los sitios de unión a (metil-3H)-Diazepam en hipotálnmo total
de machos y hembras de 1, 4, 12, 20, 28 y 38 dias de edad.
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Figura IV-l3: Evolución del número total de sitios de unión a.
(metil-H-U-Diazepam en hipotálamo total de ratas machos y hem­
bras desde el nacimiento hasta los 38 dias de edad.
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Edad (dias) L Machos Hembras

Ku Bmax Kn Bmax

l 8.6 1 0.9 126 1 29 11.2 1 2.6 98 1 51

4 8.2 i 0.5 156 1 50 12.8 1 1.5 233 1 11

12 13.4 1 3.4 246 1 46 11.1 i 1.5 224 i 56

zo 8.8 1 0.9 462 1 65 13.2 i 1.7 41o 1 22

za 14411.8 433 i 19 14.3 1 2.1 387 i 59

33 11.0 i 2.9 4581 42 11o + ¿.3 501 1 103

Tabla IV-II: Unión máxima de (metil-3H)-Diazepam (Bmáx) y
constante de afinidad del receptor (Ku) en hipotálamo total de
ratas machos y hembras en desarrollo. Los valores representan
la media y el error estándar de tres experimentos realizados
separadamente.
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CAPITULO V

TRATAMIENTO CRONICO CON UN DOPAMINERGICO DURANTE EL PERIODO

INFANTIL. EFECTO SOBRE LAS HORMONASADENOHIPOFISARIAS Y SOBRE

LA ECLOSION PUBERAL.

Tal comovimos anteriormente, el periodo infantil de la

rata hembratiene caracteristicas especiales en cuanto a los

niveles hormonales y a su regulación. Resumiendo lo ya ex­

puesto: el periodo infantil se caracteriza por sus niveles
altos de FS“ (Dohler y Wuttke, 1975; Wuttke y col., 1980;

MacKinnony col., 1976) y por la presencia de picos

espontáneos de LHsimilares a los preovulatorios (Dohler y

Wuttke, 1975; Wuttke y col., 1980; Andrews y Ojeda, 1977;

MacKinnony col., 1976) inhibibles por altos valores de

prolactina (Wuttke y 001., 1976; Honmay 001., 1979). Estos

picos estan acompañadospor un alto turnover de norepinefrina

(Honmay col., 1979) indicando que la norepinefrina podria

estar involucrada en su regulación. Ademas,en este periodo,
tanto LH como FSH tienen una sensibilidad aumentada a la LHRH

(Ojeda y 001., 1977) y a la serotonina (Becú-Villalobos y

Libertun, 1986; Moguilevsky y col., 1987) y parecerian estar

bajo control opiáceo (Blank y 001., 1979; Ieri y col., 1979) y

dopaminérzico (ver capítulos II y III).

A medida que avanza el desarrollo y termina el periodo

infantil aumentanlos niveles de inhibina (Rivier y Vale,

104



1987; Sander y col., 1985) y decrecen los de las alfa­

fetoproteinas (Raynaudy col., 1971), disminuyendo con­

comitantemente los niveles de FSHy desapareciendo los picos

de LH. A partir de este momento empiezan a aumentar los

niveles de prolactina que se encontraban bajos durante el pe­

riodo infantil (Dohler y Wuttke, 1975).

Se sabe que los niveles altos de FSHdel periodo infantil

son fundamentales para el normal desarrollo de los foliculoa

ovaricos (Ojeda y col., 1980; Hage y col., 1978) pero todavia

se desconoce la importancia de los picos de LHque ocurren a

esta edad. Nosotros pensamosque podrían ser críticos para la

normal eclosión puberal del animal y su posterior vida

reproductiva.
Wuttke y col. (1980) postularon que existiría una

relación entre el turnover de dopamina que aumenta a partir

del día 20, cuando aumentan los niveles de prolactina, y el

momentode eclosión puberal. Nosotros elegimos un agonista

dopaminérgico de larga duración, el pergolide (L’Hermite y

Debuschere, 1982) y tratamos ratas infantiles con el objeto de
adelantar la activación de los receptores dopaminérgicos y ob­

servar las posibles alteraciones en el desarrollo de la

pubertad. Además, ya que habiamos observado que las go­

nadotrofinas son sensibles al haloperidol en esta etapa (ver

capitulos II y III), esperábamos encontrar una modificación de

los niveles gonadotróficos con un tratamiento dopaminérgico a
esta edad.
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MATERIALES Y METODOS

1) ANIMALES: MODELOS EXPERIMENTALES

Se usaron ratas preñadas de la cepa Sprague-Dawley del

IBYME. Después del parto y antes de las 48 horas de vida, se

seleccionaron las crias hembras y se repartieron 8 por madre.

Las camadas se dividieron en tres grupos que recibieron el
tratamiento en distintos momentosde su desarrollo:

Grupo l: fueron tratadas del dia 1 al 10 de vida (periodo

neonatal)

Grupo 2: tratadas del dia 6 al 15 de edad (principio del pe­

riodo infantil)

Grupo 3: tratadas del dia 11 al 20 de edad (periodo in­
fantil).

Trataniento:

En cada camadalas crias se dividieron aleatoriamente en

dos grupos: control y pergolide. El pergolide fue inyectado

diariamente en forma subcutanea en una dosis de 0.05 mg/Kg.dia
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disuelto en agua destilada en un volumen de 0.1ml/10g. A las

ratas controles se les inyectó agua destilada en un volumen

equivalente y usando la mismavia de inyección.

Comocon los primeros resultados observamos que el

pergolide fue efectivo en adelantar la eclosión puberal

solamente en el grupo 3, el resto de los experimentos se

realizó en ratas tratadas en la etapa que va desde el dia 11
al 20 de edad.

Determinaciónde apertura vaginal I posterior ciclicidad:

Las ratas inyectadas durante las tres etapas se revisaron

diariamente a partir del dia 30 de edad para ver apertura
vaginal.

Cuandose repitieron los experimentos con ratas tratadas

del dia 11 al 20, se pesaron en el dia de su apertura vaginal

y se hicieron extendidos vaginales desde ese dia hasta cumplir

8 ciclos consecutivos después del primer estro.

Tona de nuestras: (de aqui en adelante, todos los experimentos

se realizaron con ratas del grupo 3).

Las inyecciones se realizaron siempre entre las 9 y las

10 de la mañana. Los dias 13, 16 y 19 (3°, 6' y 9° dia de
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tratamiento) por la tarde, se decapitó un grupo de animales y

se recolectó sangre troncal. Otro grupo fue decapitado los

días 21, 22, 23 y 25 de vida (1', 2°, 3' y 5° posteriores a

la finalización del tratamiento); y un tercer grupo a los 29,

33 y 36 dias de edad. En este caso fueron descartadas las

ratas que hubieran abierto vagina. De esta manera estudiamos

los niveles hormonales durante y después del tratamiento y en

el periodo prepuberal.
La sangre se centrifugó y se guardaron los sueros a -20°C

hasta su procesamiento para medir FSH, LHy prolactina.

Teat de sensibilidad al Haloperidol:

Se dejó llegar un grupo de animales tratados (siempre del

dia 11 al 20), hasta los tres meses de edad. Se los usó para

determinar si los receptores dopaminérgicos involucrados en la

regulación de prolactina habian sufrido alguna alteración

permanente por el tratamiento crónico con el pergolide. Con

este fin se realizó un test de sensibilidad al efecto prolac­
tinoliberador del haloperidol. Las ratas, controles y

pergolide, en diestro, fueron inyectadas con haloperidol en

dosis de 0.25 o 1 mg/Kg o con solución salina. Los animales

fueron decapitados 50 minutos después de la inyección y se

recolectó sangre troncal.
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Test de sensibilidad a la LHRH:

Se utilizaron ratas adultas del grupo 3 para ensayar la

influencia del tratamiento crónico con pergolide durante la

etapa infantil, sobre la sensibilidad de las gonadotrofinas a
la LHRHdurante la adultez. Las ratas, en proestro, se

pesaron y anestesiaron con vapores de éter. Se tomó una

muestra inicial de sangre de vena yugular y luego se inyectó

LHRHdisuelta en solución salina en una dosis de 0.5 ug/Kg en

forma endovenosa. Después de 15 minutos, se obtuvo una

segunda muestra de sangre y se inyectó LHRHen una dosis de 5

ug/Kg. Quince minutos después se decapitaron los animales y

se recolectó sangre troncal. La mitad de los animales fueron

inyectados con solución salina comocontrol.

RESULTADOS

Efectividad del pergolide en adelantar 1a pubertad:

En el grupo 1 de animales, tratados en el periodo neona­

tal, del dia l al 10 de vida, no se observaron diferencias

significativas en la fecha de apertura vaginal entre los
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animales controles y tratados con pergolide [controlesz 39.2 1

0.84 dias de edad (n=12), peruolide: 39.8 1 1.03 dias (nzll);

figura V-lJ. Tampocodlfiricron entre si las edades de

apertura vaginal de los animales controles y pergolide del
grupo 2, tratados del dia 6 al IS de vida, durante la etapa

infantil temprana [controlesz 40.3 1 3.89 dias (n=10),

perzolide: 39.4 i 2.77 dias (n=11); figura V-2]. En el grupo

3, tratado entre los 11 y los 20 días de edad se observó un

adelanto de la fecha de apertura vaginal (35.96 i 0.49) y del

primer estro (37.54 1 0.57, n=28) en las ratas tratadas con

pergolide con respecto a las ratas control (ap.vag. 39.19 1

0.60 y 1°estro 40.61 1 0.76, n=26; figura V-3). El peso cor­

poral de las ratas el dia de la apertura vaginal fue menor en

las pergolide que en las control (control:126.53 i 2.55 g ,

pergolide: 114.67 + 1.99 g).

Niveles séricos de ¡onadotrofinas z prolactina durante el
tratamiento con pergolide.

El pergolide, inyectado por la mañana, inhibió en forma

marcada ambas gonadotrofinas en la tarde de los dias 13 y 16

de vida, siendo el efecto especialmente claro para la LH. A

los 19 dias de edad. ya no se observó el efecto (figuras V-4a

y V-4b).

Por otro lado, los valores de prolactina fueron en
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aumento en las ratas control y, aunque el pergolide disminuyó

los valores de la hormonaen las ratas tratadas, ei efecto no

alcanzó significación estadistica, probablementedebido a los

bajos niveles busnles propios de esta edad (figura V-4c).

Niveles séricos de gonadotrofinas I prolactina inmediatamente

después del tratamiento con pergolide.

Al dia siguiente de la finalización del tratamiento con

pergolide, los valores de LHaumentaron en forma significativa

con respecto a los animales control (figura V-5a).

Los niveles de FSHtambién aumentaron pero la diferencia,

cuando se tomaron en conjunto tres experimentos diferentes, no

fue significativa (figura V-5b). Dos dias después, los

valores de LHy FSHfueron similares en ambos grupos (figuras

V-5a y V-5b).

Los valores de prolactina no difirieron entre los grupos
(figura V-5c).

Efecto del tratamiento crónico con pergolide sobre los niveles

séricos prepuberales de gonadotrofinas y prolactina.

Cuando medimos LH, FSH y prolactina en la tarde de los

dias 29, 33 y 36 no encontramos diferencias significativas
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entre los grupos (figuras V-6a, V-6b y V-GC). A los 36 dias

de edad dos de las nueve ratas tratadas con pergolide

mostraban gonadotrofinas elevadas, aunque no habian abierto

vagina. Estos animales fueron descartados ya que sus valores

no se consideraron basales.

Ciclicidad post-puberal z niveles hormonalesen diestro z

proestro en animales con pubertad temprana inducida por

pergolide 1 en animales controles.

En los dos grupos se encontraron ciclos regulares. En

las ratas controles, el porcentaje de animales que mostraron

ciclos regulares de 4 o de 5 dias fue de 94% (15 de 16

animales), y en las pergolide fue de 83% (15 de 18). La

diferencia no es estadísticamente significativa.

Tampocodifirieron entre los grupos, los niveles de LH,

FSHy prolactina en la mañanadel diestro ni del proestro

(figura V-7).

Test de sensibilidad al haloperidol.

Para evaluar si el tratamiento con pergolide durante el

periodo infantil produjo una alteración permanente de la

sensibilidad en los receptores dopaminérgicos de los lac­
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totropos, se inyectaron los animales adultos con haloperidol
0.25 o 0.1 mg/Kg, y se evaluaron los efectos sobre la prolac­

tinemia. Nose encontraron diferencias en los efectos hiper­

prolactinémicos de la droga entre el grupo control y el

tratado con pergolide (figura V-8).

Test de sensibilidad a la LHRH.

Se estudió la respuesta de las gonadotrofinas a la LHRH

en la adultez, en las ratas controles y pergolide. La LHRHen

la dosis baja fue capaz de aumentar los niveles de LH, pero no

los de FSH, en ambos grupos experimentales. Los niveles de

FS“ aumentaron, en los dos grupos, cuando se usó la dosis alta

de LHRH. No se encontraron diferencias en la magnitud de las

respuestas, entre los grupos (figura V-9).

DISCUSION

Estos resultados demuestran que un tratamiento crónico

con pergolide durante el periodo infantil (dias 11 al 20) pero

no durante los periodos neonatal (1 al 10) o infantil temprano

(6 al 15), es capaz de adelantar el momentode la eclosión

puberal en la rata hembra. Aunque el grupo de Ojeda (Advis y

col., 1981) demostró claramente que un tratamiento con otro
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agonista dopaminérgico comola bromocriptina, a partir del dia

22 hasta ln apertura vaginal, producía un retraso de la

pubertad, no hay contradicción entre estos resultados y los
nuestros ya que se refieren a tratamientos en periodos total­
mente distintos: ellos tratan en el período juvenil y

prepuberal y nosotros en el infantil. Ademas,mientras que el

tratamiento con bromocriptina en ratas juveniles y prepúberes

produce importantes variaciones en la prolactinemia, el

tratamiento con pergolide en las ratas infantiles modifica

principalmente LHy FSH, sin alterar los niveles de prolac­
tina.

Para una mejor comprensión de los efectos del

dopaminérgico, es importante referirse a los niveles de go­

nadotrofinas y prolactina propios del periodo infantil. Los

picos de LHentre los 10 y 20 dias de edad en las hembras,

ocurren principalmente durante la tarde, y su aparición en

cada individuo es relativamente irregular (Dohler y Wuttke,

1975; Wuttke y col., 1980; MacKinnon y col., 1976). También

hay un aumento de la sensibilidad de la LHa estímulos por

diversos factores y fármacos (ver secciones anteriores y Ojeda

y col., 1977; Becú-Villalobos y Libertun, 1986; Moguilevsky y

col., 1987; Blank y col., 1979; Ieri y col., 1979). Alrededor

del dia 20 dejan de aparecer los picos de LHy disminuye la

sensibilidad de sus mecanismosde control. Los niveles altos

de prolactina inhiben la aparición de los picos de LHen las

hembras infantiles (Wuttke y col., 1976). Se sugirió que el
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aumento de la prolactinemia que ocurre durante la tercera

semana de vida, estaria produciendo un aumento del turnover de

dopamina, que inhibiria los picos de LH (Wuttke y col., 1980).

Tal como expusimos, el tratamiento con el dopaminérgico

pergolide disminuye claramente los niveles de LHa los 13 y 16

dias de vida. Esto coincide con los resultados presentados

por Beck y col. (1978) que muestran que los dopaminérgicos

piribedil y apomorfina inhiben los valores de LHen las hem­

bras de 15 dias pero no en las adultas. Las neuronas que

poseen receptores dopaminérgicos y que participan en la

regulación de la LHpueden ser "desensibilizadas" por una ex­

posición crónica a un alto turnover de dopamina (Beck y

Wuttke, 1977), producido ya sea por altos valores de prolac­

tina (Honmay col., 1979; Beck y Wuttke, 1977; Advis y col.,

1981) o por un tratamiento crónico con un dopaminérgico (Beck

y col., 1978). Entonces, la acción inhibitoria de los agentes

dopaminérgicos sobre la secreción de LHdisminuye. Esta

desensibilización de los receptores de dopaminaque ocurre

normalmente, estaria relacionada con el momentode la eclosión

puberal (Wuttke y col., 1980). Comovimos en el capitulo II

de este trabajo, el haloperidol deja de liberar LHa los 20

dias de edad, y en estos resultados, el pergolide deja de in­

hibir la secreción de la hormona el dia 19 de edad, después de
9 dias de tratamiento. Estas observaciones estarian de

acuerdo con una desensibilización de los receptores

dopaminérgioos. La posibilidad de que el pergolide sea in­
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capaz de disminuir los niveles de LHa los 19 dias debido a

que los valores basalcs de la hormona están bajando a esa

edad, no puede ser descartada.

Todavia no ha sido establecido con certeza, el rol de la

dopamina en la regulación de la secreción de FSH. En las

ratas adultas se han descripto acciones tanto inhibitorias
como excitatorias (Weiner y Ganong, 1978; Steger y Morgan,

1985; Kamberi y col., 1971; Clayton y Bailey, 1984; Beatie y

col., 1976). En la rata infantil, en cambio, la regulación de

la hormonatiene caracteristicas particulares (ver capitulo
III). El haloperidol, antagonista dopaminérgico, incrementa

los niveles ya altos de la hormona en una forma muyclara

(capitulo III). La apomorfina, pero no el piribedil, inhiben

los niveles de FSHen las hembras de 15 días pero no en las

adultas (Beck y 001., 1978). En estos experimentos, el

pergolide fue capaz de disminuir los niveles altos de FSHa

los 13 y 16 dias sugiriendo que el mecanismo regulador de FSH

es mas sensible a estímulos dopaminérgicos en la rata in­

madura. También los receptores de dopamina que regulan FSH se

van desensibilizando, ya que el efecto del pergolide

desaparece a los 9 dias de tratamiento.

En conjunto, los resultados con respecto a LHy FSH

sugieren que el pergolide estaria actuando sobre los recep­

tores dopaminérgicos de las células liberadoras de LHRH,los

cuales son especialmente sensibles en las ratas infantiles y

se van desensibilizando precozmente por una exposición crónica
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al agente dopaminérgico.

Aunqueparecería dificil conciliar los niveles bajos de
FSH y LH con una pubertad precoz, no es la primera vez que

esto se observa. Inyecciones de prolactina (MacKinnony col.,

1976) o transplantes de hipófisis bajo la cápsula renal (Beck
y col}, 1984) disminuyeron los niveles de LHy produjeron un

adelanto de la pubertad. Hemosexpuesto que la

desensibilización de los receptores dopaminérgicosestaria

relacionada con el momentode la eclosión puberal, y que si

aquélla se adelanta comoen el caso de hiperprolactinemia

(Wuttke y col., 1976; Advis y col., 1981) o del tratamiento

con pergolide durante el periodo infantil, se adelanta el mo­

mento de eclosión puberal. De todos modos, es necesario tener

en cuenta el rebote de LHy FSHque ocurre al interrumpir el

tratamiento. Shaban y Terranova (1986) observaron un rebote

de LHinmediatamente después de un tratamiento crónico con el

agonista dopaminérgico bromocriptina. En este caso la

bromocriptina retrasó la eclosión puberal cuando se trató a

los animales a partir del dia 31 hasta la apertura vaginal, y
la adelantó cuando el tratamiento se realizó antes y se inte­

rrumpió el dia 30. Es probable que la pubertad temprana esté

relacionada, ademásde con la desensibilización temprana de

los receptores de dopamina, con el rebote de gonadotrofinas

observado al interrumpir el tratamiento con el dopaminérgico.

Por supuesto que no se puede descartar la posibilidad de que
los dos eventos estén relacionados entre si.
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En el caso de nuestros experimentos, es poco probable que

la prolactina esté involucrada en el adelanto puberal, ya que
no se observaron modificaciones en sus niveles ni durante ni

después del tratamiento con pergolide.

Los niveles hormonales en la prepubertad fueron similares

en los grupos de animales tratados y no tratados, apoyando la

hipótesis de que las alteraciones tempranas en los niveles go­
nadotróficos estarian relacionadas con el momentode eclosión

puberal. En la rata ya adulta, no hubo diferencias en el
desarrollo de los ciclos estrales ni en los valores hormonales

en los distintos momentosdel ciclo entre las ratas pergolide

y controles. La respuesta de prolactina al haloperidol fue

similar en ambosgrupos, sugiriendo que los receptores

dopaminérgicos involucrados en la regulación de la secreción

de prolactina no sufrieron alteraciones a largo plazo debidas

al tratamiento. Ademas,la respuesta de las gonadotrofinas a

un estimulo con LHRHfue similar en las ratas de ambos grupos,

indicando que también se mantiene la respuesta de los go­
nadotrofos a su factor estimulador.

Estos resultados muestran que la activación crónica de

los receptores dopaminérgicosdurante el periodo infantil,

produce una respuesta especifica sobre la secreción de go­

nadotrofinas y adelanta la edad de eclosión puberal. Este

adelanto puede relacionarse con una temprana desensibilización

de los receptores dopaminérgicos que regulan LHRHy con cam­
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bios en la secreción gonadotrófica durante y después de la ac­

tivación de los receptores. En general, los estudios sobre el

momentode eclosión puberal habían sido realizados modificando

los niveles hormonales en las etapas Juvenil y prepuberal

(Advis y col., 1981 a y b; Shaban y Terranova, 1986; Ramaley,

1982; Gonzalez y col., 1986). Es evidente que también

alteraciones en las etapas neonatales (Sirinathsinji y col.,
1984) e infantiles, deben ser tomadas en cuenta.
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Figura V-l: Porcentaje de ratas con vagina abierta en función
de la edad, para los animales que recibieron el tratamiento
del dia 1 al 10 de vida.
En esta figura y las dos siguientes (V-2 y V-3) el eje de las
ordenadas representa porcentaje de ratas con vagina abierta y
el de las abacisas,edad de las ratas en dias.
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Figura V-Z: Porcentaje de ratas con vagina abierta en función
de la edad, para loa animales que recibieron el tratamiento
desde el dia 6 al 15 de vida.
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Figura V-3: Porcentaje de ratas con vagina abierta en función
de ln edad, para los animales que recibieron el tratamiento
desde el din 11 ul 20 de vida.
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Figura V-4: Niveles hormonales durante el tratamiento
realizado desde el dia 11 al 20 de vida.
t p < 0.05 con respecto al grupo control.
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Figura V-5: Niveles hormonales a los 21, 22, 23 y 25 días de
edad, una vez finalizado el tratamiento realizado del din 11
al 20 de vida.
i p < 0.05 con respecto al grupo control.
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Figura V-G: Niveles hormonales en la prepubertad (a. los 29,
33 y 36 dias de edad), en las ratas que recibieron el
tratamiento entre los 11 y 20 dias de edad. Las ratas que
habian abierto vagina fueron descartadaa.
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Figura V-7: Niveles hormonales en las ratas adultas, en
diestro o en proeatro, que recibieron el tratamiento entre los
11 y 20 dias de ednd.
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Figura V-8: Respuesta de la secreción prolactinica al
haloperidol (0.1 y 0.25 mK/Kg)en ratas adultas en diestro quo
habian recibido el tratamiento con pergolide entre los 11 y 20
dias de edad.
t p < 0.05 con respecto a los animales tratados con salina.
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Figura V-9: Respuesta de LH y FSH al LHRHen rutas adultas en
proestro que habían recibido el tratamiento con pergolide
entre las 11 y 20 dins de edad.
t p < 0.05 con respecto s los animales tratados con salina
Nótese que FSH responde sólo a la. dosis alta. de LHRHen los
dos grupos. '
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W
CONCLUSIONES GENERALES

La regulación fisiológica del proceso de reproducción

sexual, esta a cargo del sistema neuroendócrino regido por el

hipotúlamo. En este trabajo nos ocupamosdel estudio de al­

gunos aspectos del proceso de maduración del mismo, en la rata

Rattus norvegicus. Al evaluar los resultados obtenidos

podemosextraer numerosas conclusiones:

1) En la rata hembra existe un periodo, alrededor del día 12

de vida, especialmente sensible en cuanto a la regulación de

la secreción gonadotrófica (figuras VI-1 y VI-Z).

a- Es el periodo de maxima sensibilidad al LHRH.

b- en este momentoambas gonadotrofinas están sometidas a

un fuerte control dopaminérgico inhibitorio, ya que el

antidopaminérgico haloperidol produce liberación de LH

y FSH. Este efecto no se ve a otras edades y depende

de la diferenciación sexual del encéfalo (Caps. II y
III).
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2) Los

El control inhibitorio por opiaceos es máximoa esta

edad, ya que la respuesta al antagonista opiáceo

naloxone es una liberación de LHy FSH mayor a esta

edad que a otras (Cap. III).
la sensibilidad del sistema de secreción gonadotrófica

a la estimulación por el sistema serotoninérgico tam­
bién es máximaa esta edad. Un tratamiento con el

precursor 5-hidroxitriptofano produce una mayor

liberación gonadotrófica en este momentoque en otros

(Cap. III).

efectos del Diazepam (Cap. 1V) sobre la secreción

adenohipofisaria durante el desarrollo son los siguientes :
a­ alrededor de los 12 dias de edad, en el macho, el

Diazepamproduce una liberación significativa de LH,

demostrando que esta etapa del desarrollo también

presenta caracteristicas especiales en los machos.
el Diazepaminhibe la prolactinemia solamente en los
machos de 38 dias de edad. Este efecto se adelanta

cuando la misma se estimula con el antidopaminérgico

haloperidol.

Los receptores para benzodiacepinas en el hipotálamo

aumentan en número, sin variar su afinidad, desde el

nacimiento hasta alcanzar una meseta a los 20 dias de

edad. No se encuentran diferencias entre machos y

hembras para ninguno de los dos parámetros.
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3) La activación crónica de los receptores dopaminérgicos con

pergolide en la hembra, durante el periodo de regulación go­

nadotrófica especialmente sensible, produce un adelanto sig­

nificativo de la pubertad cuando el tratamiento se aplica del

dia 11 al 20 y no del 1 al 10 o del 6 al 15 de vida (Cap. IV).

Este efecto puede relacionarse con:

a- 1a temprana desensibilización de los receptores

dopaminérgicos,

b- la inhibición de las gonadotrofinas durante el

tratamiento seguida por el rebote de las mismas al

suspenderlo.

Estos resultados son de gran interés porque ayudan a com­

prender el desarrollo de los mecanismosque regulan la

reproducción sexual y su puesta en marcha, y demuestran que

los eventos que ocurren durante el periodo infantil en la rata

hembra, son de extrema importancia en este tema.
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Figura VI-l: Porcentaje de respuesta de LHa distintos fac­
tores liberadores. en función de la edad, en ln rata hembra.
HALOP:haloperidol (capitulo II); Lil-RH: LHRH(Ojeda y col.,
1977); NALOX:nsloxone (Blank y col., 1979); 5-l-IT: serotonina
(Becú-Villalobos y Libertun, 1986). Para calcular el por­
centaje de respuesta se tomó como 100%la respuesta máxima ob­
tenida en oada caso.
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Figura VI-Z: Porcentaje de respuesta de FSHa distintos fac­
tores liberadores, en función de la edad, en la rata hembra.
HALOP:haloperidol (capitulo III); LH-RH: LHRH(Ojeda y 001.,
1977); NALOX:naloxone (capitulo III); 5-HTP: 5­
hidroxitriptofano (capitulo III). Para calcular el porcentaje
de respuesta se tomó como 100%la respuesta máxima obtenida en
cada caso.
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En los vertebrados superiores, la regulación de la fun­

ción reproductiva está a cargo del sistema neuroendócrino

regido por el hipotalamo. Distintos sistemas neurosecretores
interactúan entre si, y sobre la hipófisis para regular la
secreción de las hormonashipofisarias. Estos mecanismosse

ponen en marcha durante la vida embrionaria y se van desarro­

llando a medida que el animal madura, hasta establecer su com­

pleto funcionamiento en la pubertad. En este trabajo, nos

propusimos estudiar el control neurológico de la secreción de

LH, FSH, prolactina y TSH, en la rata de laboratorio Rattus

norvegicus (cepa Sprague-Dawley, Holtzman), en el periodo que

transcurre entre el nacimiento y la pubertad.

Encontramos que existe un periodo de especial

sensibilidad gonadotrófica, alrededor de los 12 dias de edad

(período infantil). En la rata hembrade esta edad, el

haloperidol produce una marcada liberación de LHy FSH, y el

naloxone y el 5-hidroxitriptofano, que ya se habia demostrado

que liberaban más LHa esta edad que a otras, también liberan

FSHen mayor proporción a esta edad. Es decir que, en este

periodo las gonadotrofinas estarian bajo un fuerte control

dopaminérgico y opiáceo que se va debilitando con la edad, y

serian especialmente sensibles al efecto liberador de la
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serotonina. Estos efectos no se observan en los machos. En

éstos encontramos que el Diazepam, libera LHa esta edad y no

a otras, cosa que parece observarse en las hembras aunque no

alcanza significación estadistica. Por otro lado, el diazepam

inhibió la prolactinemia solamente en los machos de 38 dias de

edad, y este efecto se adelantó a los 28 dias cuando se

estimuló la secreción prolactínica con haloperidol.

A partir de la determinación de la existencia de un con­

trol dopaminérgico en la secreción gonadotrófica de la rata

hembradurante el período infantil, ensayamosun tratamiento

crónico durante este periodo y controlamos sus efectos

endócrinos y sobre la eclosión puberal. Se inyectaron ratas

hembras con pergolide en tres momentosdistintos de su desa­

rrollo: desde e] dia 1 al lO de vida, del 6 al 15 y del dia 11

al 20. Solamente en las ratas inyectadas según el tercer

modelo se observó un adelanto significativo de la pubertad.

Los efectos endócrinos de este tratamiento fueron: las go­
nadotrofinas ae encontraron inhibidas durante el tratamiento

sin observarse variaciones en la prolactinemia; al suspender
el tratamiento se observó un "rebote" de las gonadotrofinas en

las ratas tratadas; no se observaron cambios en los niveles

hormonales en la prepubertad ni en la adultez, ni en las

respuestas de prolactina al haloperidol ni de gonadotrofinas a

la LHRH. Por otro lado, no se observaron diferencias en la

ciclicidad de las ratas tratadas con pergolide con respecto a
las controles.
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Concluimos que la etapa infantil en la rata hembra es un

periodo critico en cuanto a la regulación de lu secreción de

gonadotrofinas, y que la activación de los receptores

dopaminérgicos en este periodo, produce un adelanto de la

eclosión puberal que podria relacionarse con una temprana

desensibilización de los receptores dopaminérgicos que regulan

la secreción de LHRHy con cambios en la secreción de LH y FSH

durante e inmediatamente después del tratamiento.



SUMMARY

The system which controls reproductive functions in high­

er vertebrates is the hypothalamo-hypophyso-gonadalaxis.

This system develops from embryonic life to the onset of

puberty, whenfunctional fertility is established. The
neurological mechanismsinvolved are different neurotransmit­

ters systems which interact with each other and influence

hypophyseal secretions.
ln this work we studied the neurological control of LH,

FSH, prolactin and TSHsecretion in the rat Rattus norVegicus,

Sprague-Dawley, Holtzman, from birth to puberty. Wedescribe

a critical period in the female rat, with regard to LHand FSH

regulation: at 12 days of life, haloperidol markedly released

LHand FSH, and there was an increased sensitivity to the FSH­

releasing effect of naloxone and 5-hydroxytryptophan. This

means that, in this period, a strong dopaminergic and opioid

inhibitory control on gonadotropin secretion exists. This
control decreases with age. These effects are not observed in

the males. In this sex, Diazepam released LHat the same

critical age, while the effect wasnot statistically sig­
nificant in females.

On the other hand, Diazepaminhibited the prolactin

levels in 38 day-old males. This effect was seen earlier, at
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28 days, whenprolactinemia was stimulated with haloperidol.

As we described a special period in the femalerat with

regard to gonadotropin secretion, around 12 days of age, it
was of interest to treat rats chronically with a dopaminergic

agent within this period, and to evaluate its endocrine effect

as well as its effect on puberty onset. Wetried three dif­

ferent schedules of daily injections with pergolide: a) on

days 1 to 10 of life, b) on days 6 to 15 and c) on days 11 to

20. Only the c) group showed an advance in the age of vaginal

opening and first oestrus. In this group, we observed that LH

and FSHwere diminished during the treatment and they in­

creased one day after the end of daily injections. Prolactin

did not change throughout the treatment. There were no dif­

ferences in gonadotropin levels in prepubertal or adult

animals between pergolide and saline treated rats. Adult rats

of both groups cycled regularly and there were no differences

in the haloperidol-induced hyperprolactinemia and in go­

nadotropin response to LHRH.

Weconclude that the infantil period in the female rat is

special with regard to gonadotropin regulation, and that

chronic activation of dopaminereceptors during this period

evokes an advance on puberty onset. This advance could be re­

lated to an earlier desensitization of dopaminereceptors in­

volved in LHRHregulation, and to changes in gonadotropi

secretion during and after treatment.
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