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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La hipéfisis.

La hip6fisis ha sido denominada "glandula maestra"
debido a 1la gran cantidad de hormonas que secreta y la
multitud de procesos en que éstas se encuentran involucradas.
Se localiza en la base del cerebrd, dentro de la cavidad osea
del hueso esfenoides denominada silla turca (Fig.l). Consiste
en dos subdivisiones mayores, el lébulo anterior
(adenohipdéfisis) y el 1ébulo posterior (neurohipdfisis), y en
el caso de 1los roedores se encuentran separadas por la
hipé6fisis intermedia. Estos 1ldébulos provienen de distintos
procesos embrionarios. El1 1lébulo posterior que se constituye
de tejido nervioso y estd conectado directamente con el
hipotdlamo, se deriva del piso del diencéfalo por evaginaciodn,
mientras el 1l6ébulo anterior se deriva de una invaginacién del
Estomodeo (futura orofaringe Fig.2) (Harris y Donovan, 66).
Este Gltimo no contiene fibras nerviosas y de hecho no se
encuentra en contacto neuronal directo con el encéfalo, se
conecta con él através del sistema vascular portal hipotalamo-
hipofisiario, por el cual circula el aporte sanguineo para la
hipéfisis previo a su paso por el hipotadlamo. De este modo la
sangre previamente ha bafiado y captado 1los productos

provenientes de la eminencia media, una regidn rica en



Hypolhalamus

Arenior
commssule |

ity

Fituiary

Figura 1. Vista lateral del cerebro mostrando las relaciones

de la glandula hipéfisis y el hipotalamo.

terminales nerviosas del hipotalamo (Harris y Donovan, 66).
La hipéfisis anterior se divide en tres secciones
denominadas: pars distalis, pars tubelaris y pars intermedia.

El pars distalis ocupa la mayor parte de la glandula y se



encuentra muy cerca a los capilares fenestrados del plexo
secundario del sistema portal hipofisiario. El pars intermedia
separa el pars distalis de la hipo6fisis posterior. E1 pars
tubelaris se situa dorsalmente a los anteriores (Fig.3) La
anterohip6fisis se compone por distintos tipos celulares,
clasificados de acuerdo a sus caracteristicas de tincidén
histoquimica, determinada por su afinidad a los colorantes, de
este modo las células pueden ser aciddéfilas, baséfilas o
cromdéfobas (Lentz 71). Las células productoras de tirotropina
(TSH) que estimula la liberacién de hormonas tiroideas, se
localizan en el pars distalis, son células basdéfilas que
presentan gradnulos de secrecidén pequenos de 120-200 nm; las
gonadotropas productoras de las hormonas luteinizante (LH) y
foliculo estimulante (FSH), también son células basdéfilas
localizadas en el pars distalis y se observan con granulos de
secrecidén de 200-250 nm, estas hormonas, juegan un papel muy
importante en los procesos reproductivos y de regulacién
gonadal; las células productoras de corticotropina (ACTH), uno
de los mediadores principales en la respuesta al stress al
actuar sobre las adrenales estimulando 1la produccidén de
glucocorticoides, se localizan en el pars distalis y pars
intermedia, son altamente basdéfilas con granulos de 100-200
nm; los melandtropos productores de melanotropina (MSH), se
localizan en el pars distalis y 1lébulo intermedio, son
bas6filos debiles con granulos de 200-300 nm, la melanotropina

juega un papel primordial en la reaccidén de obscurecimiento de
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la piel; la somatotropina u hormona del crecimiento (GH), se
produce por células acidéfilas del pars distalis que presentan
grédnulos de 300-400 nm; la prolactina (PRL), gque tiene un
papel importante en respuesta al stress pero principalmente en
la produccidén de leche durante la lactancia es producida por
células acidoéfilas del pars distalis, con granulos de 300-400
nm; El1 pars distalis posee hasta un 35% de células acidoéfilas
conteniendo GH y PRL y entre 10-15% de células bas6filas que
contienen LH, FSH, TSH y ACTH, las células restantes son
células crombfobas, correspondientes a células
foliculoestelares (Tixier- Vidal, 75).

La sintesis de estas hormonas
peptidicas, ocurre en los ribosomas, son transportadas a
través del reticulo endoplasmico rugoso y concentradas en el
complejo de Golgi donde posteriormente se engloban en granulos
de secrecidn para después ser liberadas por exocitosis bajo la

accidén de las hormonas liberadoras (Fink, 88).

Hormonas liberadoras de hormonas hipofisiarias.

Las senales para que las hormonas hipofisiarias
sean exocitadas provienen del hipotédlamo y son las denominadas
hormonas liberadoras. Estas hormonas liberadoras son
producidas en varias regiones del hipotalamo, el cual se
localiza por debajo del tercer ventriculo y se encuentra

intimamente ligado a la hip6fisis a través de la eminencia



media situada en la regidén mas rostral (Fig.3). El hipotalamo
es una estructura del diencéfalo o segunda divisidén del
encéfalo embionario . El1 hipotdlamo esta compuesto por el
tuber cinereum, el infundibulo, la regién mamilar y 1la
hipéfisis posterior (Krieger y Hughes, 80) (Fig.3).

Las hormonas 1liberadoras producidas en el
hipotdlamo, controlan la secrecidn de hormonas por las células
de la hipdéfisis anterior (Krieger y Hughes, 80): la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) actGa sobre 1las células
productoras de TSH y PRL estimulando su secrecidén; la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) estimula la produccidn y
liberacidén de LH y FSH; 1la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) estimula la produccidén y liberacidén de
ACTH. Algunas células hipofisiarias son reguladas a través del
hipotdlamo por sefiales estimulatorias e inhibitorias. Este es
el caso de las células somatdtropas y lactédtropas. Las células
somatotropas estan reguladas por la hormona liberadora de
hormona de crecimiento (GRH) y la hormona inhibitoria de la
liberacidén de hormona de crecimiento (GIH,somatostatina), y
los lactoétropos estan reguladas por el factor liberador de
prolactina (PRF) y el factor inhibidor de la liberacidn de
prolactina (PIF) gque junto con 1la dopamina inhiben 1la
secrecidén toénica de la hormona (Negro-Vilar, 88).

Las hormonas liberadoras son sintetizadas en los somas
neuronales y transportadas por los axones a las terminales

nerviosas hipotalamicas donde se liberan a sehales



especificas. Estas neuronas son centros de integracidén, donde
reciben sefiales para 1la secrecidén hormonal a partir de
neuronas aminérgicas, colinérgicas y peptidérgicas
provenientes de varios sitios superiores del cerebro. La
regulacién de la secrecidn de estas neuronas se puede dar a
varios niveles, en primer término a nivel del cuerpo neuronal;
por sefiales neuroquimicas, como pueden ser neurotransmisores
y neuromoduladores, que determinan la produccién de las
hormonas. Posteriormente las aferencias sinapticas
provenientes de la red neuronal determinan el momento de la
secrecidén de estas hormonas, que ya liberadas pasan via los
capilares fenestrados hacia el sistema portal que las lleva
hasta la hip6fisis anterior. Las hormonas se unen a receptores
especificos de membrana de las células hipd6fisiarias,
provocando la liberacidén o inhibicién de la secrecidén de estas

células a la circulacidén general (Negro-Vilar, 88).
Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH).

La GnRH es un decapéptido cuya estructura ha sido
identificada y corresponde a la siguiente secuencia de amino
dcidos: GLN-HIS-TRP-SER-TYR-GLY-LEU-ARG-PRO-GLY. Esta hormona
actia sobre las gonadotropas, estimulando la liberacién de LH
y FSH, a través de su unién con receptores especificos. Se
conoce gue ambas gonadotropinas son producidas por el mismo

tipo de célula aunque algunas gonadotropas producen solo una



de las dos (Conn, 86).

La modulacidén de la produccién y liberacidén de GnRH se
atribuye a distintos sistemas de neurotransmisores tales como
noradrenalina , dopamina , serotonina , acetilcolina ,
neuropéptido Y , acido gamma aminé butirico , prostaglandina
E2 , acido 12 hidroxieicosatetraenoico, leucotrieno C4 ,
hormona liberadora de corticotropina , oxitocina , péptidos
opioides endbégenos , prolactina , y la misma GnRH. Todos estos
actian ya sea estimulando o disminuyendo la liberacidén de GnRH
(Negro-Vilar, 88). Los esteroides gonadales regulan 1la
actividad de las diferentes redes neuronales que participan en
el control de la secrecién de la GnRH. En el caso de la
neurona secretora de GnRH no se le ha podido identificar
receptores a los esteroides sexuales por lo que estos llevan
a cabo su regulacién a través de las aferencias neuronales
(Langub, 91, Lehman, 93). La participacién de los esteroides
sexuales en la secrecidon de la GnRH es muy prominente. Es bien
conocido que de castrar al animal adulto, se observa un
incremento en los niveles séricos de gonadotropinas debido a
un aumento hipotaldmico de la GnRH. Estos niveles elevados de
gonadotropinas pueden ser normalizados por esteroides
gonadales, suero antiGnRH o lesién hipotalémica (Swerdloff,
71; Kamberi, 72; Ketelslegers, 78; Junier, 92).

En cuanto a la participacidén de 1la GnRH sobre la
hipéfisis se sabe que esta regula el nimero de receptores a si

misma en las células gonadotropas y por lo tanto la capacidad



de respuesta hipofisiaria a su estimulo (Fink, 88). En ratas
adultas 1la 1inyeccidén de GnRH exbégena incrementa 1la
concentracién de receptores a GnRH de modo dosis-dependiente
(Duncan, 83).

En relacién al modo de accién de la GnRH sobre 1la
liberacién de gonadotropinas se conoce gue es un proceso
calcio-dependiente (Hopkins y Walker ,78) gue se ha propuesto
como sigue; una vez que la GnRH alcanza los receptores de
membrana localizados en las gonaddtropas, estimula una rapida
hidrélisis de los fosfoinositidos debido a la activacién de la
fosfolipasa C (PLC) mediada por proteinas G (Gp-GTP)
insensibles a la toxina pertussis. La rapida formacidén de
inositol trifosfato (IP-3) provoca un incremento en 1la
liberacién de ca** interno del reticulo endoplasmico
(Berridge, 84) , lo cual en el caso de las gonadotropas lleva
a una brusca liberacién de LH (Catt, 89). También se ha
planteado que la fuente de este Ca®™ intracelular es un
almacen de Ca** asociado a la membrana plasmdtica (Jacobs,
88) denominado calciosoma (Volpe, 88). Ademds la elevacidn
intracelular de ca** y el diacil glicerol (DG) formado por la
hidrélisis del fosfatidil inositol, activan la traslocacidn de
la proteincinasa C (PKC) del citoplasma a la membrana. La PKC
activada fosforila substratos protéicos que a su vez activan
la secrecidn y participan en la expresidén de los genes de las
gonadotropinas (Hirota, 85). Al mismo tiempo se observa una

entrada masiva de cCa'' extracelular a través de canales



voltaje dependientes originadndose un aumento prolongado de
calcio en el citoplasma y una liberacién continua de LH (Catt,
83). A la PKC también se la relaciona con la apertura de estos
canales dependientes del voltaje (Naor, 90). En este proceso
también se observa un aumento del acido araquiddénico (AA) y su
producto el dcido eicosatetranoico (Naor, 90). El1 hecho de que
varios segundos mensajeros estén envueltos en este proceso
(IP,, ca**, DG, AA, HETE) hace al modo de accién de la GnRH
muy particular (Conn, 79 y 86), pues difiere del esquema
observado en otra serie de péptidos, por esto la GnRH sigue

siendo tema de gran interes (Naor, 90).

Las gonadotropinas.

Las gonadotropinas LH y FSH, son glucoproteinas
complejas, formadas por dos subunidades; a y B, la subunidad
a, es comin para la LH y FSH y también para TSH y la
gonadotropina coridnica humana (hCG), pero la subunidad B
difiere en <cada una de las hormonas anteriores,
confiriéndoles su especificidad bioldégica. Una vez que 1las
gonadotropas secretan la LH y FSH, éstas hormonas viajan por
la circulacidén general y actian a nivel de ovario, en el caso
de las hembras, y en testiculo, en el caso de los machos. En
estos Gltimos la LH estimula la produccidén de testosterona por
las células de Leydig y la FSH actia junto con la testosterona

en las células de Sertoli sobre la espermatogénesis (Negro-
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Vilar, 88).

Interaccidén hipotalamo - hipdéfisis - testiculo.

El eje hipotdlamo - hipdéfisis - gbnadas ha sido bien
establecido y las hormonas que intervienen en éste se han

estudiado ampliamente (Fink, 88).

Durante el desarrollo postnatal.

El desarrollo postnatal de la rata macho se divide en
etapa neonatal, del nacimiento a los 7 dias de edad; infantil,
del dia 8 al 21; juvenil, del dia 22 al 35, puberal que inicia
hacia el dia 36 y termina hacia el dia 55 de edad cuando el
animal alcanza la etapa adulta (Ojeda 88).

Varios estudios en ratas y otros roedores han
confirmado que la hipofisectomia o el tratamiento con sueros
anti-GnRH, nulifican la maduracidén de los testiculos de manera
permanente si se 1lleva a cabo en etapas tempranas de
desarrollo posnatal (Bercu, 77, 82; Voguel, 83). También la
neutralizacién de la LH y la FSH endbgenas resulta en una
disfuncidén de las células de Sertoli y una malformacidén de las
mismas (Chemes, 79), por lo que se ha podido establecer que la
presencia de las gonadotropinas hipofisiarias tienen un efecto
tré6fico necesario para que los testiculos puedan madurar

(Lalau, 90). Se ha demostrado que el eje hipotdlamo-hipofisis-
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gbnadas se encuentra bien establecido desde el nacimiento, ya
que a esta edad la castracidén eleva los niveles séricos de
gonadotropinas y 1la administracién de andrbégenos los
disminuye a la normalidad (Goldman, 71; Swerdloff, 71; Negro-
Vilar, 88; Grady, 86; Lalau, 90).

En ratas castradas de distintas edades se observa un
aumento marcado en la GnRH hipotalamica que se ve reflejado en
un incremento considerable en el nuimero de receptores a la
misma a nivel hipofisiario (Duncan, 83), aunque se ha
planteado la duda si los sitios de unién a GnRH a nivel
hipofisiario son siempre receptores funcionales &6 receptores
de reserva (Ojeda, 85). Como es bien conocido para algunos
ligandos no se requiere una gran cantidad de receptores para
obtener una respuesta maxima, lo que explica que no exista una
relacibén directa entre la magnitud del estimulo con la GnRH y
la respuesta de la hipéfisis a la misma. Ademds, puede ser mas
importante la cantidad de gonadotropinas disponible para su
liberacidén dentro de los gonadotropos gque la cantidad de
receptores activados en la respuesta secretora de la hipoéfisis
a la GnRH (Fink, 88).

Existe evidencia de la presencia de GnRH en el hipotalamo
fetal desde los 12 dias de gestacidén y posiblemente a esta
edad tal hormona ya ejerza sus efectos sobre la hipdéfisis
(Chiappa, 77; Aubert, 85).

El contenido hipotalamico de GnRH se incrementa desde el

nacimiento hasta la etapa juvenil de una manera constante
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(Araki, 75; Ojeda, 88). Asi también el contenido de receptores
hipofisiarios a GnRH aumenta hasta la etapa adulta alcanzando
un maximo hacia el dia 15 de edad, que coincide con una mayor
proporcidén de gonadotropas en la hip6fisis (Ojeda, 77; Duncan,
83). Por otra parte ha sido documentado que la GnRH aumenta la
sensibilidad de la anterohipdfisis a si misma, ya que al ser
estimuladas con GnRH, las hipé6fisis respondieron siempre de
una manera mas marcada al segundo o tercer estimulo que al
primero (Fink, 88).

Durante la etapa infantil, el patrén de secrecidén de
GnRH es en descargas discontinuas que se ve reflejado en una
secrecidn similar de LH y FSH (Ojeda, 88).

Durante el desarrollo postnatal de la rata existen
variaciones en los niveles séricos de LH y FSH. En el macho
tanto los niveles de LH y FSH se mantienen en niveles bajos
durante todo el periodo prepuberal con algunas pequenas
variaciones y se elevan en el periodo puberal , mientras que
en la hembra los patrones de secrecidén de LH muestran un pico
entre los dias 10-20 de edad y un aumento muy marcado de FSH
hacia el dia 17 (Ddhler y Wuttke, 75).

La secrecidn de FSH se ve regulada por un factor distinto
a los que pueden regular a la LH, como es la inhibina, un
péptido gonadal gque actda para disminuir la secrecidn
exclusivamente de FSH (Ojeda, 88). En los machos ésta es
funcional en los primeros dias de vida y va dejando de serlo

con el crecimiento, mientras en 1la hembra el sistema
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dependiente de inhibina se desarrolla hacia los 20 dias de
edad y continGa hasta la edad adulta (Bect-Villalobos, 90).

En relacidén con las hormonas esteroides, estas varian
durante el desarrollo postnatal modulando los niveles de
gonadotropinas. La progesterona se mantiene en niveles bajos
durante las dos primeras semanas de vida y se incrementa
posteriormente, siendo siempre mayores los niveles en hembras
que en machos. Por otra parte, los niveles de testosterona se
mantienen siempre bajos en las hembras mientras en los machos
se incrementan desde el nacimiento hasta el dia 19, y después
declinan durante el periodo juvenil, para elevarse nuevamente
en la etapa puberal (Dohler y Wuttke, 75). En la rata macho el
desarrollo puberal ocurre entre los 36-55 dias de vida, en
este periodo la testosterona aumenta al doble y la maduraciodn
espermatica se completa. Aparentemente en esta edad 1la
testosterona deprime en menor escala la secrecidén de LH y FSH
ya que estas se mantienen estables mientras la testosterona
aumenta. Esto también se observa en las ratas adultas
castradas, en las que se requieren mayores concentraciones de
testosterona, que en prepuberes, para prevenir el incremento
agudo de gonadotropinas, mostrando una menor sensibilidad a la
testosterona conforme el animal alcanza su madurez (Matsumoto,
86) .

De acuerdo a la informacidon mencionada anteriormente,
durante el desarrollo 1las variaciones en el contenido

hipotalamico de la GnRH no permiten establecer una relaciodn
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directa de ella con 1las fluctuaciones séricas de las
gonadotropinas presentes en toda esta etapa, por lo que en el
presente trabajo se pretende determinar si durante los
diferentes periodos del desarrollo postnatal las células
gonadotropas hipofisiarias presentan cambios en la
sensibilidad a la GnRH, por lo que nos interesé estudiar 1la
respuesta a distintas dosis de GnRH por la adenohipéfisis de
ratas macho "in vitro", durante distintas etapas del
desarrollo postnatal y asi poder observar el efecto de la GnRH

de manera particular.

Objetivo.

El objetivo del presente trabajo es estudiar la respuesta
a la GnRH por adenohipdéfisis de ratas macho en diferentes
etapas de su desarrollo postnatal (infantil, juvenil, puber y
adulto) y asi observar si existen cambios en la sensibilidad
a la GnRH en estas etapas. Esto nos ayudarda a comprender las
variaciones tan importantes que han sido anteriormente

descritas.
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METODOLOGIA

Obtencién de las hipofisis.

Se utilizaron ratas macho de la raza Wistar las cuales se
encontraban en diferentes etapas del desarrollo postnatal:
etapa infantil, 14 dias ;juvenil, 23 dias; puberal, 45 dias y
adultos 90 dias, procedentes del bioterio del CINVESTAV, sin
régimen de luz obscuridad especial y con agua y alimento "ad
libitum".

Las ratas previamente anestesiadas con cloroformo fueron
sacrificadas por decapitacidéon. La hipéfisis se obtuvo
eliminando el tejido meningeo y removiendo cuidadosamente el
cerebro y tejido conectivo que la circunda. Posteriormente, se
separd la hipéfisis posterior e intermedia y la hipéfisis
anterior fué partida a la mitad y trasladada a 1 ml de medio
de incubacibén, que consistié en medio 199 con sales de Hanks
(GIBCO, USA) adicionado con 10 nM de HEPES (Acido N-2-
Hidroxietilpiperazina- N'-2-etanosulfénico, SIGMA, USA), a una
temperatura de 37°C, gaseado con una mezcla 95% oxigeno y 5%

biéxido de carbono a un pH de 7.4 (Fig. 4).

Incubacién de las hipofisis.

El sistema donde se realizd la incubacidn de las

gldndulas estaba constituido por una jeringa de plastico de
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3ml, con un orificio en la parte inferior donde se insertdé una
aguja 25 G 5/8 através de la cual se pasaba una mezcla gaseosa
de 95% oxigeno y 5% didéxido de carbono. Para mantener en el
sistema la temperatura constante de 37°C se utilizé un bafio
témico o"bano Maria". Al final de la incubacién la hipéfisis
se trasladé a un tubo con 1 ml de Na OH al 0.05 N para su
posterior andlisis de proteinas totales. El1 medio de la
secrecidén basal y estimulada fueron congelados asi como
también el tejido, hasta su posterior andlisis cuantitativo de
LH el primero y proteinas el segundo (Fig. 4).

Posteriormente al periodo de estabilizacién de 30 minutos,
el medio fué deshechado y substituido por 1 ml de medio fresco
en las mismas condiciones. Se incubaron las hip6fisis por un
segundo periodo de 30 minutos. Una vez transcurrido este, se
tomé una alicuota de 500 ul, la cual fué considerada la
concentracién "basal". El volumen extraido fué substituido por
medio 199 fresco en las mismas condiciones, agregando ademas
20 pl de GnRH a las tres distintas concentraciones. Las
hip6fisis se dejaron incubar durante 60 minutos, en las mismas
condiciones previamente descritas, transcurrido el tiempo se
colectdé el medio, el cual fué considerado la concentracidn
"estimulada'".

El disefo experimental fué el siguiente:

En cada experimento se utilizaron hipdéfisis divididas en
3 grupos determinados por 1la concentracién de GnRH que

recibieron. Las concentraciones usadas fueron:
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Grupo 1: 10’M Grupo 2: 10°M Grupo 3: 10'M

De esta manera, de cada glandula se obtuvo la secrecidn
basal y estimulada.

La GnRH utilizada es un preparado de 0.1 mg/ml llamado
Relefact de los laboratorios Hoechst, AG (Alemania) de uso
clinico.

Utilizando este sistema de incubacién no era posible
distinguir entre las concentraciones basales y las estimuladas
dada la gran cantidad de hormona en el medio de incubacién por
lo que surgié 1la necesidad de modificar el disefo
experimental.

El disefo experimental previamente descrito fueé
sustituido por un segundo disefio al cual corresponden los
resultados que se presentan en este trabajo y consistidé en lo
siguiente:

Posteriormente al periodo de estabilizacidén, el medio se
deshechd y substituydé por 1 ml de medio 199 en las mismas
condiciones a las de la estabilizacidén, las glandulas se
dejaron reposar 30 minutos mds y se deshechd nuevamente el
medio, se incubaron las glandulas durante 20 minutos en las
mismas condiciones descritas y se recolectd el medio, el cual
fueée considerado la secrecidén "basal". Las gladndulas se
incubaron posteriormente en tres periodos de 20 minutos cada
uno, en estos casos, el medio contenia GnRH en las tres
distintas concentraciones mencionadas en la primer

metodologia. Al término de cada periodo, el medio fué
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colectado y substituido por medio fresco mas la GnRH (Fig.5).

El tejido fué recolectado en 1 ml de Na OH al 0.5 N, y
del mismo modo que las muestras del medio, congelado hasta su
posterior andlisis.

La incubacidn de las glandulas, fué realizado, al igual
que en la primer metodologia, en jeringas de 3 ml, pero para
el gaseado se usaron agujas de menor salida, del tipo
odontolégico 271 0 J03, que permitid un gaseado mas fino sin

provocar agitacidén del tejido.

Radioinmunoanalisis RIA

Al medio se le cuantificé la concentracién de LH con la
técnica de radioinmunoandlisis de doble anticuerpo (RIA), que
se basa en la competencia entre hormona marcada y hormona fria
por un anticuerpo especifico y la posterior precipitacién del
agregado utilizando un segundo anticuerpo contra
gammaglobulinas de tipo y su posterior cuantificacidn
radioactiva. El primer anticuerpo fue un anticuerpo policlonal
de conejo, especifico para LH de rata. Se utilizaron los
paquetes que dona el Instituto Nacional de Artritis, Diabetes
Y Enfermedades Digestivo y Renales (NIADDK) de los Institutos
Nacionales de salud (NIH) de EEUU. El segundo anticuerpo
contra inmunoglobulinas de conejo gque se obtiene a partir del
borrego, fué donado gentilmente por el Dr. Garza Flores del

Instituto Nacional de la Nutricidén. Para obtener el ligando
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marcado con I'¥ se utilizé 1la técnica de cloramina T,
separando la hormona del yodo mediante una columna de sephadex
G100. Para llevar a cabo la cuantificacidén radioactiva se usod
un contador de radiaciones gamma Packar, U.S.A. Para
determinar las concentraciones a partir de las c.p.m. se usd
el método de 1la transformada logit-log que consiste en
linearizar la curva dosis-respuesta, calculando el porcentaje
de unién y transformandola a 1logit Y y expresando la
concentracién de la dosis como su logaritmo decimal que se
designa como X, posteriormente se interpolan los datos de las

muestras desconocidas a los valores de la curva (Bedolla, 84).

Andlisis de proteinas totales.

Las muestras de tejido en la solucidén de NaOH 0.5N fueron
homogenizadas manualmente con un minimortero. E1 contenido
protéico de las muestras homogenizadas se determind a través
de la técnica colorimétrica de Bradford (1976), utilizando
como estandar de proteina a la albimina de suero bovino
(Sigma, USA) diluida en la solucidén de NaOH 0.5N. Para su
andlisis se utilizdé un espectofotdémetro de masas modelo DU-65

BECKMAN U.S.A. a 595 nM de absorbancia.

Analisis estadistico.

Los datos obtenidos de los distintos grupos se analizaron
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mediante la prueba estadistica de Wilcoxon y la prueba de
ANOVA simple y Bonferronni para la comparacién entre las
distintas concentraciones y edades, utilizando un programa

computarizado INSTAT.

Cortes histoldégicos.

Se hicieron cortes histolégicos semifinos de 1la
hip6fisis de animales de 23 y 45 dias, después de haber sido
tratadas bajo las mismas condiciones experimentales que las
gldndulas del presente estudio, para observar asi posibles
irregularidades bajo microscopia o6ptica. Los cortes fueron
preparados con la técnica de hematoxilina-eosina y
posteriormente montados para ser fotografiados en la unidad de
microscopia del CINVESTAV con 1luz directa y contraste de

fases.
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6 ratas macho de 14,
23, 45 dias y adultas

Obtencion de la adenohipofisis
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Figura 4. En este diagrama se resumen los pasos seguidos
desde la obtencidén de las hipbéfisis hasta el posterior
andlisis de contenidos de LH y proteinas para las
distintas edades estudiadas.
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Figura 5. Se muestran los periodos de incubacidén asi
como las tres distintas dosis a que las glandulas fueron
sometidas.



RESULTADOS

Analisis de resultados.

Al comparar la secrecidén basal de LH de las hipdéfisis
después de ser extraida y depositada para su incubacidén se
observd que esta era muy variable durante los primeros minutos
y se iba estabilizando después de una hora. De acuerdo a 1lo
anterior se decididé dejar un periodo de estabilizacién de 1
hora antes de iniciar la fase experimental; En una primera
instancia después de la estabilizacidn se didé un tiempo de 20
minutos para tomar la muestra de la secrecidén basal seguido
de 1 hora de incubacidén con diferentes dosis de GnRH vy
obtener la secrecién estimulada de LH. Con este esquema se
observé que la concentracidén de LH era muy elevada, debido a
la acumulacidén de la hormona en el medio en un periodo tan
largo pero no daba informacidén del.comportamiento en el tiempo
de la secrecidn estimulada. Por lo anterior se decidid dividir
el periodo de 60 minutos de estimulacién con GnRH en tres
periodos de 20 minutos cada uno. Al final de cada uno de los
periodos se tomaron los medios y se substituyeron con medio
nuevo agregado con GnRH (Fig.5) .E1 esquema experimental
final permitidé analizar la respuesta de las hipdéfisis con

respecto al tiempo y a la concentracién del estimulo.
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Al analizarse las concentraciones de LH en los medios
obtenidos de las incubaciones de las hipd6fisis extraidas de
los animales de diferentes edades, se observaron diferencias
en la secrecién de LH tanto en respuesta a las diferentes
concentraciones de GnRH usadas, como en la temporalidad de la
respuesta. Para conocer si estas diferencias eran
significativamente diferentes se analizaron los resultados
obtenidos con la prueba estadistica de Wilcoxon. En la figura
6 se muestran las concentraciones de LH secretadas al medio
por las hipb6fisis de animales de 14 dias, se observd que
respondieron de una manera extremadamente significativa desde
los 20 minutos de incubacién con la dosis de 10'M y esta
respuesta se mantiene a los 40 y 60 minutos de incubacidén, una
respuesta similar se observé con la concentracién de 10°M pero
la diferencia con respecto a la basal fué menor que con la
concentracién de 10'M. Con la concentracién de 10''M 1las
hipé6fisis no respondieron significativamente a ninguno de los
tiempos estudiados.

Con las hip6fisis de 23 dias, figura 7, se observd una
respuesta muy significativa con respecto a la basal, tanto con
la concentracién de 10’M y 10°M de GnRH, desde los 20 minutos,
alcanzando niveles altos vy manteniéndolos durante los 40 y 60
minutos. Con la concentracién de 10''M no se observé respuesta
significativa a ningin tiempo.

Con las hipb6fisis de 45 dias, figura 8, se observd un

comportamiento similar a las de 23 dias, en donde las
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hipéfisis respondieron de manera muy significativa para las
dos concentraciones mas elevadas de GnRH pero no con la
concentracién de 10''M. La diferencia con las hipéfisis de 14
y 23 dias, es que en las de 45 dias la respuesta a GnRH es
gradual, alcanzando su respuesta maxima hasta los 60 minutos
mientras en las edades anteriores desde los 20 minutos se
alcanza una respuesta muy significativa que se mantiene en los
tiempos subsecuentes.

Por su parte en las hipdfisis de adultos (3 meses),
figura 9, la diferencia de las estimuladas con 107M y su basal
es muy significativa desde los primeros 20 minutos, pero con
la concentracién de 10°M no se observa diferencia
significativa sino hasta los 60 minutos de estimulacidén. Para
la concentracién de 10''M no existe diferencia estadistica
significativa, en esta edad la respuesta a GnRH es gradual al
igual que a los 45 dias, alcanzando su maximo a los 60
minutos, siendo muy significativa con la concentracién de 10
™.

Al comparar las concentraciones basales secretadas por
las gladndulas de las tres edades, se observan diferencias
significativas entre las diferentes edades, pues se observa
gque estas concentraciones aumentan conforme aumenta la edad.

La figura 10 muestra el incremento con respecto a la
basal ante el estimulo con la GnRH durante el tiempo total de
incubacién, al valor obtenido en cada tiempo de incubacién se

le resto su basal y se sumaron los valores de los tres
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Figura 6. Secrecidn basal y estimulada ante tres distintas
dosis de GnRH, por hipd6fisis de ratas de 14 dias de edad. Se
observa una respuesta dosis-dependiente, la cual es
significativa con respecto a su basal desde los 20 min para
las concentraciones de 10’M y 10°M, pero no existe diferencia
significativa para 10'M. Significancia * p <0.05.
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Figura 7. Secrecidén basal y estimulada ante tres distintas
dosis de GnRH, por hipd6fisis de ratas de 23 dias de edad. Se
observa una respuesta dosis-dependiente, la cual es
significativa con respecto a su basal desde los 20 min para
las concentraciones de 10’M y 10°M, pero no existe diferencia
significativa para 10'M. Significancia * p <0.05.
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Figura 8. Secrecidn basal y estimulada ante tres distintas
dosis de GnRH, por hip6fisis de ratas de 45 dias de edad. Se
observa una respuesta dosis-dependiente, la cual es
significativa con respecto a su basal desde los 20 min para
las concentraciones de 10’M y 10°M, pero no existe diferencia
significativa para 10'"M. Significancia * p <0.05.
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Figura 9. Secrecidén basal y estimulada ante tres distintas
dosis de GnRH, por hipd6fisis de ratas de 90 dias de edad. Se
observa una respuesta dosis-dependiente, la cual es
significativa con respecto a su basal desde los 20 min para
las concentraciones de 10’M pero no para 107 M, donde es
significativa hasta los 60 min y no existe diferencia
significativa para 10'M. Significancia * p <0.05.
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Figura 10. Sumatoria de la estimulacién total a lo largo de
los tres periddos de incubacidén para las cuatro distintas
edades estudiadas. A cada valor se le restd su propia basal y
después se sumaron los tres tiempos para obtener el promedio.
Se aprecia un aumento tanto en la secrecidén basal como
estimulada, conforme el animal crece.
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PROTEINAS TOTALES pg/ml

EDAD(dias) X SEM
14 8.9 0.65
23 27.3 6.9
45 50.04 12.3
90 100.0 16.0

Figura 11. Se muestra el promedio y SEM del contenido protéico
de las hipéfisis de ratas macho de diferentes edades.
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tiempos, y obtener el promedio de cada edad. Aqul se observa
una respuesta dosis dependiente para las tres edades
estudiadas. Si se comparan las cuatro edades entre si, se
observa que a la edad de 14 dias lés glandulas secretan menos
LH y que las concentraciones son mayores al aumentar la edad

de las donantes.

El tamafio de las hipdéfisis varia con la edad siendo la
de mayor tamano la del adulto. Teniendo en cuenta que el
tamafio de un tejido se correlaciona con su contenido de
proteinas se obtuvieron las proteinas totales por glandula. En
la figura 11 se muestran las concentraciones de proteinas por
hipéfisis de 1las cuatro edades estudiadas y se observan
grandes diferencias entre si, de lo anterior uno puede inferir
que conforme el animal crece aumentan el numero de células
gonadotropas por lo que se hace necesario normalizar los datos
de secrecidén de LH por la concentracién de proteinas de manera
individual.

Al corregir las proteinas totales de cada hipoéfisis y
sus correspondientes concentraciones de LH, tanto basales como
estimuladas, las diferencias encontradas entre los distintos
grupos disminuyen, en las siguientes graficas (Fig. 12, 13, 14
y 15) se observan estos datos, asi como dos ejemplos del
comportamiento individual para las hipoéfisis de ratas de las

edades de 23 y 45 dias; se aprecia una dispersién grande de
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los datos aln desde la basal, pero se puede observar que cada
glandula sigue un patrdén similar a las demas; cuando parte de
una concentracion basal alta, 1la estimulacién con las
concentraciones de 10’M y 10°M supera a la misma.

Se quizo saber entonces cudl habia sido el incremento
total ante el estimulo, restando a cada concentracidn
estimulada su propia basal y sumdndo los tres tiempos para
obtener el promedio de cada edad, los datos se analizaron
mediante la prueba estadistica de ANOVA simple, y se observod
que al igual que en la figura 10, hablia una respuesta dosis
dependiente(Fig. 16).

Se compararon también las cuatro distintas edades entre
si para ver si habia diferencia entre ellas para cada una de
las distintas concentraciones usadas y se encontrd que solo a
la edad de 14 dias existe diferencia estadistica significativa
con respecto a las demds edades, ante las dosis de 107 ¥ 107
M mientras que para las tres edades restantes no existen
diferencias significativas a ninguna de las tres dosis de GnRH
utilizadas, para analizar estos datos se utilizdé la prueba de
Bonferroni (Fig. 16).

Con estos datos se observd que las hipdfisis de rata de
las cuatro edades estudiadas responden a la GnRH de forma
dosis dependiente de manera similar, pero las de ratas de 14
dias secretan una mayor cantidad de LH con respecto a su basal
ante el estimulo con GnRH. Su patrén de secrecidén se asemeja

en la temporalidad de la respuesta al de las hipdéfisis de
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ratas de 23 dias ya que ambas alcanzan un maximo de
estimulacidén desde los 20 minutos de incubacién mientras que
las hipbéfisis de 45 dias y adulto responden de modo gradual y
alcanzan su maximo hasta los 60 minutos. A ninguna edad
responden a la dosis de 10'"M y las hipéfisis de adulto
responden de un modo menos marcado a la concentracién de 10°M
que las de 14, 23 y 45 dias.

Los resultados mostrados anteriormente fueron validados
desde un punto de vista histoldégico. De acuerdo a las figuras
19, 20, 21 y 22 se puede observar que las células aln después
de todos los periodos de incubacidén se encontraban con
caracteristicas histoldgicas correspondientes a un tejido
normal, o sea, los bordes de las células se encuentran bien
identificados, en los espacios intercelulares no se presentan
imadgenes sugerentes de edema y los nucleos de las células no

muestran picnosis o retraimientos.
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Figura 12. Secrecidn basal y ante tres distintas dosis de
GnRH, por hipdofisis de ratas de 14 dias de edad (Datos
normalizados por mg de proteina). Se observa una respuesta
dosis dependiente similar a la de los datos sin normalizar.
Significancia * p <0.05.

34



23 DIAS
1200

—
(o)) o o
o o o
o o o
| I T

>

(@]

o
|

LH (ng.ml—1.mg—1 de prot)

200 |

7
é
7
Z
7
7

Zg min

7 9 11 —Log (GnRH)M

Figura 13. Secrecién basal y ante tres distintas dosis de
GnRH, por hipéfisis de ratas de 23 dias de edad (Datos
normalizados por mg de proteina). Se observa una respuesta
dosis dependiente similar a la de los datos sin normalizar.
Significancia * p <0.05.
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Figura 14. Secrecidn basal y ante tres distintas dosis de
GnRH, por hipéfisis de ratas de 45 dias de edad (Datos
normalizados por mg de proteina). Se observa una respuesta
dosis dependiente similar a la de los datos sin normalizar.
Significancia * p <0.05.
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Figura 15. Secrecidén basal y ante tres distintas dosis de
GnRH, por hipd6fisis de ratas de 90 dias de edad (Datos
normalizados por mg de proteina). Se observa una respuesta
dosis dependiente similar a la de los datos sin normalizar.
Significancia * p <0.05.
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Figura 16. Sumatoria de la estimulacién total a lo largo de
los tres periddos de incubacidén para las cuatro distintas
edades estudiadas. A cada valor se le restd su propia basal y
después se sumaron los tres tiempos para obtener el promedio
(Valores normalizados por mg de proteina). No existe
diferencia estadisticamente significativa entre las edades de
23, 45 y 90 dias pero si se observa una respuesta mayor a la
edad de 14 dias para las concentraciones de 10'M y 10°M.
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Figura 17.Secrecidén basal y ante tres distintas dosis de GnRH,
por hip6fisis de rata macho de 23 dias, se nuestra el
comportamiento individual de cada hipdéfisis. existe una
dispersidén de los datos elevada aun desde la basal, pero
cuando dicha basal es elevada la secrecidn estimulada siempre
es superior a la misma, conservando una misma tendencia entre
ST
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Figura 18.Secrecidn basal y ante tres distintas dosis de GnRH,
por hipdéfisis de rata macho de 45 dias, se nmnuestra el
comportamiento individual de cada hipd6fisis. existe una
dispersion de los datos elevada aun desde la basal, pero
cuando dicha basal es elevada la secrecidn estimulada siempre
es superior a la misma, conservando una misma tendencia entre

si.
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Figura 19. Micrografia 63X de células hipofisiarias de rata de
23 dias de edad después de ser procesadas en las mismas
condiciones experimentales, no se observa presencia de edemas

u otra patologia.

Figura 20. Micrografia 100X de células hipofisiarias de rata
de 23 dias de edad después de ser procesadas en las mismas
condiciones experimentales, no se observa presencia de edemas

u otra patologia.
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Figura 21. Micrografia 63X de células hipofisiarias de rata de
45 dias de edad después de ser procesadas en las mismas
condiciones experimentales, no se observa presencia de edemas

u otra patologia.

Figura 22. Micrografia 100X de células hipofisiarias de rata
de 45 dias de edad después de ser procesadas en las mismas
condiciones experimentales, no se observa presencia de edemas
u otra patologia.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que el modelo de
incubacién de la glandula utilizado es eficiente para estudiar
la secrecidén hormonal de hip6fisis de ratas a distintas edades
ya que se puede obtener tanto la secrecidn basal o espontanea
como la estimulada. La ventaja del modelo en relacidén al
cultivo de células es que se mantiene la citoarquitectura de
la glandula, o sea no se modifican ni la distribucién de las
poblaciones celulares ni sus posibles interrelaciones que
puedan estar presentes en las distintas etapas del desarrollo
de las hipéfisis. Ademéds, en este modelo el comportamiento de
las células se encuentra determinado por las condiciones
fisiolbégicas que prevalecian en el animal integro, evitandose,
como sucederia en el cultivo celular, la participacidén de los
componentes del suero bovino fetal u otros sueros u hormonas
necesarias para la sobrevivencia de las células aisladas. Con
respecto al uso del animal completo, este modelo nos permite
eliminar variables presentes en el animal integro como son la
participacidén de hormonas y factores tanto hipotalamicos como
gonadales que se encuentran influyendo sobre la funcidén de la
hipé6fisis. Utilizando este modelo es posible analizar 1la
accidén de la GnRH tanto desde un punto de vista temporal como
relacionado con su concentracién en la secrecidén de

gonadotropinas por las células gonadotropas. Es importante
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hacer notar que 1la glandula mantiene una apariencia
histolégica normal después de todos 1los periodos de
incubacidén, como se puede apreciar en las micrografias de los
cortes finos y a nivel de la microscopla de luz, apreciandose
ausencia de edemas 6 células con irregularidades en el nicleo
o en los limites del citoplasma.

Los datos del trabajo experimental con las hipdéfisis en
las diferentes etapas del desarrollo muestran una respuesta
dosis dependiente en la secrecidén de LH ante el estimulo con
GnRH. En las cuatro edades estudiadas se observdé una mayor
magnitud en la respuesta con la concentracién de 107 M de GnRH
que con la concentracidén de 10° M, mientras gque no hubo
respuesta significativa con la concentracién de 10" M para
ninguna de las cuatro edades estudiadas. Al analizar 1los
datos de manera individual de las hip6fisis de los animales de
23 y 45 dias de edad se observa una dispersién de los mismos
muy grande, incluso desde la secrecidn basal. Aun lo anterior
se observd que cuando los niveles basales de LH se encuentran
elevados la respuesta a la GnRH fué siempre superior a 1los
mismos. Posiblemente estas fluctuaciones se deban a que las
hipoéfisis de estos animales se encontraban con diferentes
estados de estimulacién con la GnRH hipotalamica. Se conoce
gque en los animales antes del periodo adulto no tienen bien
establecido el patrén de secrecidén pulsatil de GnRH del
hipotalamo y presentan picos de liberacidén de la hormona

hipotaldamico con
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diferente magnitud y duracién lo cual hace que las células
hipofisiarias presenten diferentes estados de actividad (Ojeda
et al 86).

Comparando las concentraciones de LH en el medio de
incubacidén obtenidas se aprecia que las hipdéfisis de rata
adulta secretan mayor cantidad de LH de manera basal y
estimulada. Estas concentraciones son menores a las observadas
en la etapa puberal, juvenil e infantil. Pero como se pudo
observar en 1la tabla 3.1 la diferencia en el tamafo
correlacionado con el contenido protéico de las hipéfisis
también varia de manera muy marcada siendo mayor en 1los
animales mds viejos. De acuerdo a lo anterior se observa una
correlacidén entre secrecién de LH y tamafio, contenido de
proteinas, de 1la hip6fisis permitiendo suponer que las
hipéfisis de los animales de las cuatro edades estudiadas
secretaban concentraciones de la hormona de manera muy
similar. Para corroborar lo anterior se procedidé a normalizar
los datos con el contenido de proteinas y se encontrd que se
pierden las diferencias entre las edades de 23, 45 y 90 dias,
lo cual nos permite suponer que a estas edades la hipofisis
presenta una capacidad de secrecidn semejante. En el caso de
las hipd6fisis de animales de 14 dias de edad la secrecidén de
LH fué significativamente mayor que para las otras edades.
Ademas se pudo apreciar que a los 14 dias de edad las
hipéfisis presentan una respuesta a la GnRH mucho mayor que en

edades posteriores. Lo anterior es muy claro en las figuras
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que corresponden al incremento en la secrecidén con respecto a
la basal cuando las células se encuentran en presencia de la
GnRH. Esta respuesta mayor de las hipéfisis de 14 dias ante el
estimulo sugiere que a esta edad la glandula es mas sensible
a la GnRH. En relacién a la temporalidad de la respuesta se
observd que las hipd6fisis de ratas de 14 y 23 dias responden
de manera significativa desde los 20 minutos después del
estimulo y se manteniene estable hasta los 60 minutos.
Mientras que en las hip6fisis de ratas de 45 y 90 dias aumenta
su secrecidén de manera gradual obteniéndose 1la méaxima
respuesta hasta el periodo de 60 minutos. Incluso las
hipéfisis de 90 dias no alcanzan un nivel significativamente
diferente con respecto a su basal hasta los 60 minutos con la
concentracién de 107 M. De acuerdo a lo anterior pareceria
que a menor edad las hipd6fisis de rata presentan una capacidad
de responder mas rapidamente ante el estimulo con la GnRH. Una
posible explicacién a las diferencias en la rapidez de 1la
respuesta es la barrera difusional que opone el tejido para el
paso de la GnRH y la LH entre el medio de cultivo y las
células. En las hip6fisis de los animales puberes y adultos el
proceso seria mas lento por la mayor cantidad de tejido. Ahora
bien, en el trabajo clasico de Nakane (1970) se muestra que en
la hipb6fisis de ratas adultas se presenta una disposicidn
periférica de las mismas adema@s de una central concentrada en
el area anterior-ventral. En el caso de las hipdfisis de los

animales de las otras edades no se conoce si la topologia de
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las células gonadotropas es diferente a la del adulto. En el
caso del adulto, lo anterior nos permite suponer que las
células localizadas en la porcidén periférica tuvieron acceso
inmediato a la hormona estimulante sin que la difusién de la
misma contribuyera al retraso de la respuesta. En el caso de
las células localizadas mas profundamente probablemente la
difusidén de la GnRH fué mas lenta en las hipéfisis de mayor
tamafio y contribuyd al retardo en la manifestacidén de 1la
respuesta.

En relacién a la respuesta a la GnRH dada por las hipdéfisis
de 14 dias, la cual fué para la concentracién de 10° M
semejante a la obtenida con una concentracidén 100 veces mayor
para las otras tres edades estudiadas, una posible explicacidn
es un incremento en el porcentaje de células gonadotropas con
respecto a la poblacidén general de las células hipofisiarias.
Lo anterior se basa en las observaciones de Denef et al.
(1978) y Childs et al. (1981). Estos autores encontraron que
en la etapa infantil hay mds gonadotropas con respecto a la
poblacidén total de células hipofisiarias, que en etapas
anteriores y posteriores del desarrollo de la rata. Aunado a
estos cambios de nGmero también observaron la presencia de
diferentes tipos de células gonadotropas. En las hipo6fisis de
los animales en la etapa infantil observaron células pequefas
y redondeadas semejantes a las de la etapa neonatal asi como
células de mayor tamaho y anguladas como las gque se observan

en hip6fisis de animales adultos, permitiendo suponer que la
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etapa infantil corresponde a un periodo de transicidén. Con
respecto a la sensibilidad de la hip6fisis a la GnRH durante
el desarrollo Debeljuk et al. (72) encontraron que en la rata
hembra existen diferencias en las concentraciones de LH y FSH
ante el estimulo con la hormona en distintas etapas del
desarrollo postnatal. Ellos encontraron la maxima respuesta
entre las edades de 15-25 dias de edad, disminuyendo ésta
hacia las edades subsecuentes, siendo la respuesta minima el
dia 35 de edad, con ligeros incrementos en la etapa adulta.
Spona y Luger (1973) 1llevaron a cabo un estudio de 1la
respuesta a la GnRH por adenohipéfisis de ratas macho y hembra
de diferentes edades postnatales. Ellos observaron que 1los
machos responden en mayor magnitud a la edad de 10 dias
comparandola con aquellos de 0 y 20 dias de edad, pero no
observaron diferencia significativa con las edades de 10, 30
y 40 dias, aunque de modo basal la secrecién de LH no es
significativamente diferente a ninguna de 1las edades
estudiadas escepto a los 40 dias de edad, que se encuentra muy
elevada. En el caso de las hipd6fisis de hembra la secrecidn
basal mads elevada la apreciaron a los 20 dias de edad, también
a esta edad se da la maxima respuesta ante la GnRH, seguida
por la edad de 10 dias. Las ratas hembras en las edades de 40
y 60 dias presentan una secrecidén muy baja de LH tanto de
forma basal como estimulada. Es importante hacer notar que en
este estudio se utilizdé un medio de cultivo adicionado con

suero bovino fetal. Ademas las glandulas se preincubaban
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durante tres horas, esto puede haber influenciado la secrecidn
basal, debido a factores que pueden estar presentes en el
medio enriquecido con el suero bovino fetal. Dullaart (1976)
utilizando un sistema "in vitro" similar al que utilizamos en
este estudio encontrdé un pico en la liberacidén de LH ante el
estimulo con GnRH por hip6fisis de hembras entre los dias 15-
25 de edad pero la dispersidén de sus datos fué grande. Las
hipbéfisis de macho, de acuerdo a este investigador, no
presentaron variaciones significativas en la secrecidén de LH
en las diferentes edades estudiadas. En contraposicién al las
observaciones de Dullaart en las ratas macho Ojeda y Jameson
(1977) observaron en el animal integro una respuesta aumentada
ante el estimulo con GnRH en la etapa infantil, con un pico de
maxima respuesta alrededor del dia 15 de edad. Estos cambios
de sensibilidad también se presentaron en las ratas hembras.
Por otro lado ha sido publicado que a los 15 dias de edad la
rata presenta un incremento en la cantidad de receptores a
GnRH que coincide con la mayor sensibilidad a esta hormona
(Duncan et al 83). En nuestro trabajo pudimos observar en la
rata macho diferencias en la sensibilidad de las hipéfisis a
la GnRH con respecto a la edad del animal, presentandose la
maxima respuesta por la hipofisis de 14 dias de edad. Estos
resultados concuerdan con las observaciones de Ojeda y Jameson
(1977) en el animal 1integro. Ademds, coinciden con 1lo
observado en hembras. Asi mismo difieren en lo que Dullaart

(1976) observdé para el macho en sus estudios "in vitro". En

49



relacién a estas diferencias es importante sefialar diferencias
en la metodologia que se siguid en los dos trabajos. Dullaart
cosiderd solo un periddo de preincubacidén de 30 minutos para
la estabilizacidén de las glandulas. De acuerdo a nuestra
experiencia se requieren dos periodos de 30 minutos de
estabilizacién ya que en la primera hora después de su
remocién la hipéfisis libera cantidades grandes de LH. Lo
anterior puede explicar las altas concentraciones de LH
encontradas por Dullaart lo que pudo enmascarar la respuesta
a la GnRH. La metodologia de Spona y Luger difiere tanto en el
medio de incubacién usado como en los tiempos de incubacién,
por lo que estos resultados no son del todo comparables con el

presente trabajo.

CONCLUSIONES

Este trabajo muestra que la sensibilidad a la GnRH por
hipéfisis de ratas macho, varia en las distintas etapas del
desarrollo postnatal de la rata, siendo mayor en la etapa
infantil que en etapas subsecuentes y que las variaciones
séricas reportadas en la etapa puberal tiene mds que ver con
cambios en la cantidad de GnRH liberada por el hipotdlamo que
en la sensibilidad de 1la hipbéfisis a 1la misma. Seria
interesante probar con este modelo la respuesta de hip6éfisis
de animales a edades previas a los 14 dias, asi como 1la

liberacién de FSH ante un estimulo similar con GnRH. Asi
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también probar el efecto que otras hormonas implicadas en el
eje hipotalamo-hipé6fisis-gonada, tienen sobre la sensibilidad
de la hipéfisis a 1la GnRH, tales como testosterona,
progesterona, e incluso factores provenientes del sistema

inmunoldégico que pudieran tener implicacidén en esta respuesta.
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