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1.1.- NOCIONES GENERALES .-

Las gbnadas, adenohip6fisis, hipotdlamo y distintas dreas del sistema =
nervioso central (SNC) son las estructuras implicadas en la funcidn repro-
ductora de la rata adulta.

Las gbnadas en el animal maduro desarrollan dos funciones: la produc---
cidn de gametos y la sintesis y secrecidn de hormonas esteroideas: 17-beta
estradiol y progesterona en la hembra y testosterona en el macho, princi--
palmente. Ambos procesos requieren la intervencidén de las gonadotrofinas y
las propias hormonas esteroideas.

La adenohipbfisis elabora y libera a la circulacidén sistémica diversas
hormonas polipeptidicas, estando entre ellas las dos gonadotrofinas: hormo
na luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH) y la prolactina=
(Prl). La actividad gonadotrdfica de esta glandula se halla bajo el con---
trol de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), las hormonas este-

roideas gonadales y, posiblemente, las mismas gonadotrofinas.

El hipotédlamo produce y secretacdl sistema porta, entre otros neuropé&p-
tidos, a la GnRH. Su participacién'gh el eje sexual estd regulada por di--
versas areas del SNC, por las hormonas esteroideas gonadales, por las gona
dotrofinas y, probablemente, por la GnRH.

Las areas extrahipotalamicas del SNC, principalmente el sistema 1imbi-
co, intervienen influenciando la actuacidén hipotaldmica. Ellas,a su vez, =

estdn controladas por las hormonas esteroideas y, tal vez, por el hipotdla
mo.

Visto en su conjunto, el sistema reproductor se muestra como una comple

ja maquinaria en la que sus componentes se interfieren coordinando su ac--

cidn a través de sefiales hormonales y nerviosas precisas (vease Cuadro n°1).
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CUADRO N° 1

—>| AREAS DEL SNC |€—

neurotransmisores
— HIPOTALAMO D am—

{

" GnRH

4

ADENCHIPOFISIS < |
LH\ 25}1
GONADAS DA |

/

gametos h.esteroideas -

TRACTO GENITAL

Esquema de las conexiones hormonales y nerviosas que

regulan y coordinan la actuacién de los distintos =

componentes del sistema reproductor de la rata adulta.
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4.-

En las Gltimas décadas se ha producido un notable avance en el conoci-
miento de la operatividad del sistema en lo que respecta a los mecanismos
que regulan la funcidén de las distintas estructuras que lo componen y al
modo de participacién de cada una de ellas. Ello se ha tipificado, mas ==
bien, en la relacidn dosis 6 titulo plasmatico (o en el medio) de la (s)=
hormona (s)- respuesta & liberacidn hormonal/actividad elé&ctrica. Sin em--
bargo, la naturaleza precisa de las transformaciones metabdlicas que sub-

vacen en la manifestacién de estos fendmenos dista mucho de ser la necesa
ria.

La falta de informacidén acerca de las transformaciones que experimenta
el metabolismo de los 4cidos nucleicos y proteinas en las estructuras que
intervienen en el control de la funcidn gonadal, esto es, en el adenohipd
fisis, hipotdlamo y &reas extrahipotaldmicas del SNC, es de particular ==
trascendencia dada la naturaleza peptidica de parte de las hormonas parti
cipantes y los procesos celulares que parecen ser afectados por la accién
de las hormonas tanto esteroideas como polipeptidicas.

En los siguientes apartados, al objeto de profundizar en esta problemi
tica, se analizarid la informacién disponible sobre el mecanismo de accién
de las hormonas esteroideas y polipeptidicas y la respuesta de los teji--
dos diana, el funcionamiento del sistema reproductor en la rata hembra ==

adulta y el efecto que la castracidn ejerce sobre los componentes del sis
tema;tanto en hembras como en machos.

e
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1.2.-MODO DE ACCION DE LAS HORMONAS ESTEROIDEAS .-

Para las tres hormonas esteroideas gonadales que tienen una interven--
cidn mas decisiva en la funcidén reproductora de la rata ha sido propuesto
un mecanismo similar de actuacidn sobre sus tejidos diana (JENSEN y DESOM
BRE (126), CHANG y O'MALLEY (49), MAINWARING (180), CHAN y TINDALL (48 ),
KING y MAINWARING (148)).

Tras ser sintetizadas y secretadas por las gdnadas: el 17-beta estra--
diol y la progesterona por las c€lulas de la granulosa del ovario(RICHARD
(224) y la testosterona por las células deﬁieydig del testiculo (DORRING-
TON (64)), las hormonas debido a su escasa solubilidad en el medio acuo-

so circulan en el plasma asociadas, en su mayor parte (alrededor de umn
90%), a la alblmina y a otras proteinas del mismo (KING y MAINWARING ===
(148)).

La alblmina se une débil (Kd=10-5M) e inespecificamente a los tres es-
teroides, si bien posee una gran capacidad de captacidén de los mismos. De
bido a su elevada concentracidén plasmitica es la proteilna que transporta=

la mayor cantidad de hormona circulante.

Las otras proteinas muestran menor capacidad que la alb(mina pero su =
unién tiene mayor especificidad y afinidad (Kd del orden de 1070 a 10_9M)
(MERCIER y Col. (194)). Una idea de esta alta especificidad la da, por =
ejemplo, la EBP (Estradiol Binding Protein), que se une al estradiol y a
la estrona y no reconoce a la testosterona ni a la 5-alfa dihidrotestoste
Tona.

Del esteroide circulante el que tiene actividad bioldgica es el que se
halla en estado libre. Dado el permanente equilibrio existente entre 1las
formas libre y asociada, se ha sugerido que las proteinas plasmiticas pue
den tener alguna funcidn en la accidén hormonal influenciando la cantidad=

de hormona ‘activa' disponible por las células. Este hecho cobra mis re--
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lieve si se tiene presente que los tejidos diana, pese a los casos de me-
tabolizacidn hormonal detectados en algunos de ellos, no parecen tener =

una influencia significativa en los niveles plasmdticos de las hormonas.

Aunque su papel no ha sido establecido con claridad, es ampliamente ==
aceptada la propuesta de RAYNAUD (223) y ALBERGA y BAULIEU (5 ), en el =
sentido de que las proteinas plasmiticas constituyen un reservorio hormo-
nal que asegura el abastecimiento a los tejidos en caso de verse incremen
tada la demanda y/o sirven de amortiguadores que protejen a las células =

de un aporte hormonal excesivo.

El mecanismo intimo del proceso de entrada del esteroide en las célu--
las no es bien conocido. Es sabido, no obstante, que la membrana celular=
no representa obstaculo alguno para que la sustancia de naturaleza lipidi

ca como estas hormonas difundan a su interior.

JENSEN y JACOBSON (123), PECK y Col. (214) y MILGROM y Col. (196), en-
tre otros, han aportado pruebas en favor de esta difusidn pasiva y MULLER
y Col. (205) experimentando con membranas purificadas fueron incapaces de
probar la existencia de transportadores. A pesar de las evidencias dispo-
nibles, algunos autores han sefialado, sin embargo, que no se debe descar-
tar totalmente la posibilidad de un transporte mediado por proteinas ==
(209).

Si se trata del tejido diana, el esteroide, una vez en el interior de
la célula, es captado rapidamente por un componente proteico citosdlico:=
el receptor.

En el caso de la testosterona se sabe que,excepcionalmente, buena par-
te de sus efectos sobre distintos &rganos diana estdn condicionados a 1la
unidn con el receptor de la 5-alfa dihidrotestosterona, un derivado redu-
cido del andrdgeno (MOTTA y Col. (203)).

En los centros de control superior de la funcidén reproductora, donde =

i0n realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

o8 autores. Digitali

© Del



70-

las etapas del mecanismo de accidn intracelular de estas hormonas son me-
nos conocidas, se ha encontrado, igualmente, que ademds de la testostero-
na los otros esteroides pueden ser transformados en distintos derivados
previa a su unidn al receptor (KARAVOLAS y NUTI (139), JOUAN y SAMPEREZ
(128), FISHMAN (82Z)). Se ha sugerido que este hecho constituye, posible-

mente, un factor adicional de control de la respuesta celular,aunque su =
significado real es desconocido.

La unidén hormona-receptor, que sigue una cinética andloga a la de los
enzimas michaelianos, es de gran especificidad (el receptor para el estra
diol distingue entre los esterecoisbémeros 17-alfa y 17-beta) y afinidad =
(Kd del orden de 10'9-10—10M). El receptor por otro lado,tiene una limita
da capacidad de captacidén del esteroide.

La formacidén del complejo esteroide-receptor comporta un cambio en las
caracteristicas del receptor, probablemente una alteracidén de su conforma
cién (BAILLY y Col. (17), MILGROM (196)), que modifica algunas de sus =

propiedades como son su coeficiente de sedimentacidén y su nucleofilia.

El amplio debate abierto sobre la naturaleza de este proceso de "acti-
vacidn''del receptor (JENSEN (126) y MULDOON (204)) excede de todas formas
de los objetivos propuestos en este trabajo.

Una vez activado,el complejo hormona-receptor es traslocado al niacleo=

donde se une especificamente a algin componente de la cromatina.

Numerosas investigaciones se han desarrollado con el propdsito de des-
cubrir la identidad quimica de los receptores nucleares o lugares de la =
cromatina a los que se une el complejo esteroide-receptor. De los traba--
jos de O'MALLEY y MEANS (212), YAMAMOTO y ALBERT (295), SPELBERG (253) vy
ROCHEFORT y Col. (227), entre otros, se desprende que las nucleoprotelnas
acidicas, mds que las histonas 6 el DNA, constituyen el componente mis im

portante de la unién. Con estas protelnas la cromatina adquiere dos carac
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teristicas imprescindibles para que su interaccidn con el complejo esteroi
de-receptor se traduzca en una respuesta celular adecuada: la especifici--
dad y la capacidad de retencidén del mismo.

No hay acuerdo acerca de si todas las uniones del complejo a los acepto
res son activas, hipOtesis avalada por los resultados obtenidos por VIC Yy
Col. (282, 283) y LEROY y Col. (166), quienes observaron que buena parte =
de la cromatina se ve afectada por la accidén hormonal, o si son solo unas=
pocas (las uniones a los efectores) las operativas, tal y como han propues
to CLARK y PECK (35) y WESTLEY y ROCHEFORT (289) al demostrar que un nime
ro limitado de uniones de larga duracién son las que estin implicadas en =
la respuesta celular.

En cualquier caso, sea a través de su unién a los aceptores o a los ==

efectores, parece evidente que el complejo esteroide-receptor puede alte--
rar de algln modo la capacidad ''template' de la cromatina, lo que se tradu
ce en un incremento o disminucidén de la actividad de las RNA polimerasas =
involucradas en la transcripcién de la informacidn genética (CHAN y O'MA--
LLEY (49), GORSKI y GANNON (96 ), JENSEN y DESOMBRE (126)). Alternativa--

mente el complejo hormona-receptor podria, igualmente, actuar como -o afec

Universitaria, 2008
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tividad o accesibilidad al DNA de los enzimas envueltos en la transcrip---
cidn genética (YAMAMOTO y ALBERTS (295)).
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Como consecuencia de estos cambios inducidos por la hormona en la acti-
vidad gendmica de la célula diana, el contenido de ésta en RNA y protelnas
se ve afectado cualitativamente y cuantitativamente, lo que constituye o =
en lo que se sustente buena parte de la respuesta celular.

El Cuadro n°_2 muestra esquemidticamente las distintas etapas que compo
nen el mecanismo de accidn de las hormonas esteroideas.



CUADRO N°_2

N\

EFECTOS

SINTESIS PROTEICA

m RNA r
R‘*\ ) BFA P CROMATINA

RnE
L ™ NUCLEO
| CITOSOL
E—+>E + Rc —— RcE s—— RE*

1 2 3

-

ESQUEMA DEL MODO DE ACCION INTRACELULAR DE LAS HORMONAS ESTEROIDEAS.

Entrada del estradiol en la célula.
Formacién del complejo estradiol-receptor citosolico.

Activacidn del complejo estradiol-receptor.

Translocacién del complejo estradiol-receptor activado al nficleo.

Fijacidn del complejo a los lugares aceptores cromatinicos.

[ AT B R A
1

Produccidén de efectos a través de la activacidon del genoma.
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10.-

1.3.- RESPUESTA CELULAR A LAS HORMONAS ESTEROIDEAS .-

Los drganos diana de las hormonas esteroideas gonadales son numerosos=
y el grado de control que dichas hormonas ejercen sobre ellos es bastante

variable.

Estudios autorradiogrédficos realizados ''in vivo'' con °H-esteroides por
PFAFF (215), STUMPF y Col. (265, 266) y McEWEN (185, 136), entre otros, =
han permitido trazar un mapa topogrifico de los drganos que acumulan es--

tas hormonas en la rata.

Con variable intensidad todos los drganos implicados en la actividad =
reproductiva retienen a los tres esteroides. La mayor capacidad de concen
tracidn la presentan las estructuras accesorias del tracto genital y en =
un sentido decreciente se sitfian la adenohipdfisis, gbnadas, hipotdlamo y
dreas extrahipotalamicas del SNC.

Los sistemas de respuesta mejor conocidos son el Gtero de rata implber
o madura ovariectomizada para el estradiol, el oviducto inmaduro de pollo
para la progesterona y el estradiol y la prdostata de rata orquidectomiza-
da para la testosterona.

Tomando como prototipo el Gtero de ratas preplberes, el Cuadro n° 3 =
resume la secuencia temporal de sucesos que se manifiestan en €l después=
de la administracidén de una dosis fisiolégica de estradiol. El cuadro ==
muestra tambien en buena medida, los efectos que son inducidos por el es-
tradiol en este 6rgano durante la fase proliferativa (dias del diestro vy
proestro) del ciclo estral de la rata hembra adulta.

Sin pretender realizar un andlisis pormenorizado de la sucesidon de ==
eventos desencadenados por la hormona, conviene resaltar que la mayoria =

de ellos,si no todos, derivan del aumento de la capacidad ''template' de =

la cromatina para la sintesis de RNA que sigue a la ripida aparicién del
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CUADRO N° 3

T 0.01 Captacién de E, por citoplasma
Captacidn de E, por nicleos

— 0.05

— 0.1 RNA polimerasa II nucleopldsmica

HORAS DESPUES DE INYECTAR ESTRADIOL
1

0.5

- 1
RNA polimerasa I nucleolar
Sintesis de fosfolipidos y
metabolizacién de glucosa

~ 5 Sintesis de proteinas
Aumento neto de RNA

- 10 Aumento neto de proteinas

20 - Sintesis de histonas y DNA
I 30 Divisidn celular

RESPUESTA DEL UTERO DE RATAS PREPUBERES A LA ADMINISTRACICON
DE ESTRADIOL (Modificado de Katznellenbogen y Col. (141)).
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estradiol en el niicleo (TENG y HAMILTON (270), KATZENELLENBOGEN y Col. =
(141)).

Esta influencia del estrdgeno sobre la actividad gendmica se refleja =
igualmente en los incrementos observados en las actividades de las RNA po
limerasas I y II que gobiernan, respectivamente, la sintesis de los RNAs=
mensajero y ribosdmico (COURVELIN y Col. (43 )).

Un aumento en el contenido de RNA es significativo entre las 8 y 12 ho

ras después de la administracién de la hormona.

La sintesis de protelnas es activada entre las 2 y 4 horas y un incre-
mento del contenido proteico neto se observa sobre las 10 horas.

Un aumento en el contenido de DNA y en la sintesis de histona se hace=
patente hacia las 18 horas, mientras que la divisidn celular comienza a =
detectarse después de las 24 horas (STORMSHAK y Col. (264)).

Juanto a estos cambios, alteraciones en el metabolismo glucidico y li-
pidico se hacen tambien evidentes (SMITH y GORSKI (248 ), SPOONER y GORSKI
(257)).

El estradiol produce, pues, en el itero un incremento de todas sus ac-
tividades metabdlicas, entre las que sobresalen la estimulacidn de la sin
tesis y el aumento en el contenido de RNA, proteinas y DNA, que conducen,

finalmente, a la hipertrofia, hiperplasia y maduracidn de este 4rgano.

Otros efectos mas especificos tales como la alteracidn de diferentes =
tipos de RNA y protelnas uterinas han sido igualmente referidos (AZID y
KNOWLER (15 ), SKIPPER y Col. (247)).

Unos componentes de respuesta andlogos a los comentados han sido tam-
bien referidos para la prdstata de rata orquidectomizada después de la =
administracidén de testosterona (MINGUELL y SIERRALTA (198)) y para el ==
oviducto de pollo tras el tratamiento con estradiol o progesterona (0'MA
LLEY y Col. (211)).
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En el caso del oviducto de pollo, dos son los factores que contribuyen
mas decisivamente en configurar los efectos inducidos: la clase de hormo-
na empleada y el estado de diferenciacién celular. Junto a ellos, la cuan
tia de la dosis administrada, el nimero de aplicaciones y el posible uso
combinado de los esteroides completan el cuadro de circunstancias que de-
limitan las caracteristicas de las respuestas observadas (49 ).

En el caso de los centros superiores que controlan la actividad gona--
dal, donde los efectos de la accidn hormonal son menos conocidos, la res-
puesta aparece condicionada, ademds de por las circunstancias antes men--

cionadas, por la eventual participacidén de otros reguladores hormonales =

y/o0 nerviosos. Si a esto unimos la estrecha interdependencia existente en
tre estas estructuras, resulta comprensible la gran dificultad en conocer
de modo preciso y detallado las consecuencias derivadas de la actuacidn =

"in vivo" de una determinada hormona en un drgano concreto.

En mecanica reproductiva, un capitulo importante de los efectos induci
dos por las hormonas esteroideas en la unidad hipotilamo-adenohipdfisaria
lo constituye la influencia que dichas hormonas ejercen sobre la secre---
cién de gonadotrofinas y la identificacién de los lugares en que tal ac--

cidn se desarrolla.

Por 1o que al estradiol se refiere, la rdpida elevacidn de los niveles
plasmaticos de LH y FSH siguiendo la castracidn (SHAAR y Col. (242), GAY=
y Col. ( 90)) y la inhibicién observada en los mismos después del trata--
miento con altas dosis de esta hormmona (KREY y Col. (156)), sugiere una =

accidén inhibitoria del estrfgeno sobre la secrecidn de gonadotrofinas.

Parece claro, sin embargo, que esta hormona puede tener, tambien, efec
tos estimuladores sobre la secrecién de LH y FSH "in vivo'. Esto lo de---
muestra la produccidén de la descarga de LH después de la administracién

de estradiol a ratas ovariectomizadas (LEGAN y Col. (165), el avance en
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la descarga preovulatoria de LH que sigue a la inyeccién del estrdgeno en
los tempranos estadios del ciclo estral (EVERETT (75)) y la abolicién de
la deséarga ovulatoria de LH en el proestro por el tratamiento con anti--

suero para la hormona (FERIN y Col. (79)).

El papel jugado por la adenohip6fisis y el hipotdlamo en estas respues
tas endocrinas no estd totalmente esclarecido.

De todas formas, en lo que a la accidn inhibidora respecta, los traba-
jos de DE KONING y Col. (63) y HENDERSON y Col. (07 ), quienes no detec-
taron disminucidn en la respuesta de la adenohipdfisis a la GnRH tras 1la
incubacidn de la glindula con estradiol, y los de SMITH y DAVIDSON @50 )=
al observar una disminucién en la secrecién de LH tras la implantacidn ==
del estrdgeno en el hipotdlamo medio-basal, sugieren que el efecto inhibi
dor de la hormona sobre la liberacién de gonadotrofinas se ejerce a nivel

hipotaldmico.

En lo que al efecto estimulador se refiere, hay evidencias convincen--
tes de que éste es debido a una actuacidn directa del estrdgeno tanto so-
bre la adenchip6fisis como sobre el hipotdlamo. Asi, VILCHEZ-MARTINEZ y =
Col. (284), LIBERTUN y Col. (168), y otros, han referido que el estradiol
incrementa la respuesta de la adenohipdfisis a la GnRH exbgena, y KALRA y
McCANN (136) y GOODMAN (43 ) encontraron que el implante de la hormona en
el area predptica induce la descarga de LH.

Es bien conocido, también, que la progesterona puede ejercer efectos =
estimuladores e inhibidores sobre la secrecidén gonadotréfica. De hecho, =
cuando es inyectada en diferentes momentos durante el ciclo estral la hor

mona puede adelantar o retrasar la ovulacién (EVERETT ( 75), MARTIN y Col.

(182)). Acciones facilitadoras e inhibidoras del esteroide sobre los nive
les plasmdticos de LH han sido igualmente encontradas en ratas ovariecto-
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Como en el caso del estradiol, los lugares de su actuacidén no estdn =

completamente exclarecidos.

Ha recibido poca atencidn la blGsqueda del sitio en que 1la acciénQﬁsfd-
pggﬁ\negativa del esteroide se desarrolla. Los pocos estudios disponiblés
sugieren que la progesterona interviene a nivel hipotaldmico, como parece
indicarlo el hecho de que los implantes de la hormona en el hipotdlamo me
dio-basal supriman la secrecidén de IH sin disminuir la respuesta adenohi-
pofisaria a la GnRH (SMITH y Col. (249)). De otro lado, la progesterona =
puede bloquear la liberacidén de GnRH inducida por el estradiol (SARKAR vy
FINK (233)), si bien no estd claro el lugar del cerebro donde este efecto
ocurre. Por contra, el tratamiento '"'in vitro'' con progesterona previene =
los efectos estimuladores del estradiol sobre los gonadotrofos (HSUEH y =
Col. (114)), aunque los datos "in vivo' no soportan un sitio adenohipofi-
sario de accidén de la hormona (BANKS y FREEMAN (21 )).

La mayor parte de la informacién disponible sefiala a la adenohipdfisis
como la estructura donde la progesterona actia para inducir sus efectos =
estimuladores de la secrecidn gonadotrdfica. Asi, el esteroide administra
do agudamentg incrementa, tanto "in vivo' (FINK y HENDERSON (81 )) como =
"in v&f}Bﬂl(LAGACE y Col. (161)), la respuesta de la adenchipdfisis a 1la
GnRH. Ademds, la inyeccién sistémica de la hormona no estimula la libera-
cibén del neuropéptido (SARKAR y FINK (233)). Por contra, es sabido que el
pretratamiento con progesterona incrementa significativamente la reten---
cidn del estradiol por el hipotdlamo, potenciando asi la accién estimula-
dora de éste sobre la secrecidén de gonadotrofinas (LISK y REUTER (171)).

En relacidon a la testosterona, hay abundantes pruebas de que la admi--
nistracidn sistémica del andrdgeno disminuye los niveles plasmiticos de =
LH y FSH en la rata orquidectomizada (VERJANS y Col. (281), SWERDLOFF y =
WALSH (267)). Los estudios con implantes (KINGSLEY y BODGANOVE (150) y ==
con cultivos de adenohipéfisis (LABRIE y Col. (158)) sefialan una accién =
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directa de la hormona sobre la adenohipdfisis disminuyendo la respuesta de
ésta a la GnRH. Sin embargo,&evidencias de que es el hipotdlamo el lugar=

de 1a accién también han sido presentadas (160).

Distintas observaciones han mostrado, igualmente, que la testostero-
na ejerce una accién estimuladora de la liberacidn gonadotrdfica y que €s
ta es realizada influyendo directamente en la actividad adenohipofisaria=
(KINGSLEY y BOGDANOVE (150), LABRIE y Col. (160)).

Dado el modo de accidén de las hormonas esteroideas (Apdo. 1.2), tiene=
especial interés el conocer los cambios inducidos, directa o indirectamen
te, por dichas hormonas en el metabolismo de los acidos nucleicos y pro--
teinas de la adenchipéfisis e hipotdlamo y la posible vinculacién de los

mismos con las alteraciones endocrinas comentadas.

En lo que respecta a la adenohip6fisis, DUFY y Col. (66 ) sefialaron ==
que el efecto inhibidor del estradiol sobre la secrecidén de LH y FSH no =

parece estar condicionado a sistemas de sintesis de RNA y proteinas.

Una accidn inhibitoria de este estrdgeno sobre el metabolismo de estas

macromoléculas es sugerida por los hallazgos de que la ausencia de la hor

mona produce un incremento de la sintesis de proteinas (TONOUE y YAMAMOTO
(275)), hipertrofia glandular (FARQUHAR y Col. (78 )), aumento de la sin-
tesis de DNA e hiperplasia adenohipofisaria (HYMER y Col. (116)).

APFELBAUM y TALEISNIK ( 6 ) describieron, por su parte, que la estimu-
lacién de la liberacidn de gonadotrofinas por el estradiol es un reflejo=

de la estimulacién inducida por la hormona en la sintesis de LH y FSH.

N\ 2
JACKSON (47, 118) ha referido también que esta acciéﬂ\feedbaci\posi—
tiva del esteroide es dependiente de la sintesis de RNA y protelnas.

SPONA y Col. (256) y WAKABAYASHI y Col. (285) sefialaron, igualmente,un
incremento del metabolismo de estas macromoléculas después del tratamien-

to con la hormona.
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Por otro lado, KAPP y FOX (138) encontraron que el estradiol produce un
aumento en el nimero de mitosis e hiperplasia glandular.

Hay una total ausencia de trabajos relativos a las alteraciones en el
metabolismo de los &dcidos nucleicos y proteinas adenohipofisarias que pue
den ser debidas especificamente a la progesterona.

Para la testosterona se ha descrito un incremento del metabolismo pro-
teico tras la administracién de la hormona a ratas orquidectomizadas (WA-
KABAYASHI y Col. (285)). Otros autores, no obstante, han relacionado, tam
bién, la ausencia del andrdégeno con una estimulacidn de esta ruta metabd-
lica (MOGUILEVSKY y Col. (204)). VALOTAIRE y Col. (278), por su parte, re
firieron un efecto inhibidor de este esteroide sobre la sintesis de DNA.

Otras rutas metabdlicas adenohipofisarias parecen estar sujetas a regu
lacidén por las hormonas esteroideas. Entre ellas el metabolismo glucidico
y lipidico,estimados por la actividad de“gggimas marcadores de los mismos
(LUINE y Col. (177)),y el metabolismo energé&i&b,medido a través del con-
sumo de oxigeno (SCHIAFFINI (235)).

En lo que el hipotdlamo se refiere, hay datos de que el metabolismo de
RNA y proteinas es afectado por las hormonas esteroideas. Ello lo prueba=
los cambios que han sido observados en la actividad de los procesos rela-
cionados con estas macromoléculas durante el ciclo estral (TER HAAR y Mc
KINNON (273), SALAMAN (230), FOREMAN (86 )) y tras la castracién (TER =
HAAR y Col. (272)). La vinculacién de estas alteraciones con la actividad
endocrina de esta estructura no estd, sin embargo, resuelta.

Un aspecto a destacar en la respuesta del hipotdlamo, como en la de ==
otras 4reas cerebrales, es la ausencia de hipertrofia e hiperplasia. De =
acuerdo con KELNER y Col. (146) esto pudiera ser debido a la insensibili-
dad mostrada por la RNA polimerasa I a la presencia del esteroide.
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Otras actividades hipotalamicas supuestamente vinculadas con su fun-
cidén endocrina parecen estar reguladas por las hormonas esteroideas.

La actividad eléctrica de distintos nlcleos hipotaldmicos muestra ==
fluctuaciones con el ciclo estral (KAWAKAMI y Col. (143)). La del area=
predptica, en particular, incrementa en el dia del proestro y tras la =
ovariectomia, y disminuye después de la administracidn de estradiol ===
(RUF (228). Dado que la estimulacidn con electrodos de esta zona del =
hipotdlamo produce una descarga de LH en ratas con actividad ciclante =
bloqueada (TURGEON y BARRACLOUGH (276)), parece deducirse que las alte-
raciones inducidas por las hormonas en este pardmetro fisiolégico se co
rresponden, de alguna manera,con variaciones de la actividad endocrina.

Tanto el estradiol como la testosterona incrementan la actividad de
peptidasas hipotalamicas capaces de degradar la GnRH,mientras que la =
castracidén la disminuye (TATE y SWIFT (268), GRIFFITHS y HOPPER (8 , 99 )
Si bien se ha intentado relacionar estos cambios con la funcidn endocri
na del hipotdlamo, su significado verdadero se desconoce.

Hay abundante informacidn acerca de los efectos que las hormonas es-
teroideas producen en el metabolismo hipotaldmico y extrahipotaldmico =
de distintos neurotransmisores que se saben implicados en la actividad=
reproductiva del animal (CROWLEY y Col. (44, 45), LUINE y Col. (178)).
Aunque atractivo e importante (SAWYER y CLIFTON €31), FUXE y Col.(88))
este amplio y , aGn,conflictivo tema desborda los objetivos propuestos =
en el presente trabajo.

E1l papel jugado por distintas estructuras extrahipotaldmicas del SNC
en la funcidén reproductiva de la rata adulta es, cuando menos, contro--
vertido. A pesar de que los resultados producidos por la dé%ferentacién
del hipotdlamo indicaron que esta zona del cerebro se basggba por si so
la para mantener la actividad sexual del animal (HALASZ y Col. (105)}),=
otros trabajos sugirieron conclusiones opuestas (ELEFTERIOU ( 70 ),ELLEN
DORF y PARVIZI (73)).

£

realizada por ULPGC. BittioleesrUniversitaria, 2008

0, los autores. Digitalizaci

3
&



19.-

El sistema 1limbico, en concreto, parece tener alguna participacidn co-
mo lo demuestran las consecuencias que sobre la secrecidén de gonadotrofi-
nas tienen las lesiones o estimulaciones producidas en algunas de las es-

tructuras del mismo (CARRILLO y Col. (31 ), KAWAKAMI y TERESAWA (144), en-
tre otros).

Hay algunas evidencias de que las hormonas esteroideas gonadales pue--
den ser factores reguladores de la actividad 1imbica. KAWAKAMI y Col. (143)
y TERESAWA y TIMIRAS (271), por ejemplo, observaron oscilaciones en la ac
tividad eléctrica de la amigdala e hipocampo a lo largo del ciclo sexual.
Implantes hormonales en estas estructuras han sido relacionados, igualmen
te, con alteraciones en la actividad eléctrica de las mismas (KUBO y Col.
(157), KAWAKAMI y KIMURA (145)). Interacciones de los esteroides con 1las
transmisiones sindpticas catecolaminérgicas y peptidérgicas concernientes
con la funcidn limbica son igualmente aparentes (HAGINO (104)).

En cualquier caso,siguen existiendo dudas acerca del verdadero control
que sobre los pardmetros citados ejercen las hormonas gonadales. Hay un =
profundo desconocimiento de las alteraciones que estas hormonas pueden in
ducir en el metabolismo de los &cidos nucleicos y protelnas de las distin
tas estructuras del sistema. Y, en definitiva, no hay certeza real del pa
pel que puedan desempefiar los cambios producidos en la actividad de estas

dreas nerviosas en la funcidn endocrino-reproductora de la unidad hipoti-
lamo-adenohipofisaria.
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1.4.- MODO DE ACCION DE LAS HORMONAS POLIPEPTIDICAS .-

A diferencia de lo que ocurre con las hormonas esteroideas, existe cier
ta confusidn en torno a la identidad de algunos de los procesos bdsicos im
plicados en el mecanismo de actuacidén de las hormonas polipeptidicas que

participan en la actividad reproductora de la rata.

Salvando algunas ambiguedades y admitiendo pasos alternativos cuya im--.
portancia real en la accidn celular de las hormonas que nos ocupan no han\
sido aln totalmente contrastada, se puede, deducido de la accidén de otras=
hormonas proteicas mas conocidas, avanzar una posible via de accidn comin,
tanto para la GnRH como para la LH y FSH, con inclusidén de los sucesos mis
relevantes que son desencadenados por dichas hormonas. Este es también,muy
probablemente, el mecanismo de accién de, al menos, algunos neurotransmiso
res implicados en las conexiones neuronales de las estructuras nerviosas =
que intervienen en la funcidn reproductora.

El primer paso de la accidn de las hormonas polipeptidicas lo constitu-
ye su unién a receptores especificos ubicados en la membrana plasmatica de
las células diana (CATT y DUFAU (32 ), KAHN (132), CUATRECASAS y HOLLENBERG
(47)).

Los receptores han sido identificados como entidades moleculares indivi
duales, de naturaleza predominantemente proteica, con algin componente glu
cidico o lipidico adicional cuya importancia no ha sido revelada, y que =
tienen su lugar de unién a la hormona dispuesto en la cara externa de la =
membrana y orientado hacia el exterior de la cé&lula (KAHN (132), CUATRECA-
SAS (46)).

La unién hormona-receptor se caracteriza, ademds de por su gran especi-
ficidad, por su alta afinidad (Kd del orden de 10_8-10_1OM), saturabilidad
(baja capacidad de captacidén de la hormona) y reversibilidad, si bien este
Gltimo aspecto estd cuestionado por algunos autores (CATT y Col. (33 ), =
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CHEN y Col. ( 51)).

Parece fuera de toda duda que el nimero de moléculas receptoras presen
tes en el tejido diana es uno de los principales determinantes de la cuan
tia y caracteristicas de los efectos inducidos por las hormonas. No se co
noce en detalle la naturaleza de los procesos que intervienen en su regu-
lacidén. Conviene, no obstante, hacer mencidn de la atencidn que estén re-
cibiendo aspectos tales como la microagregacidén del complejo hormona-re--
ceptor, internalizaci6n del mismo y su distribucién en algunos orgénulos=
celulares (tales como los lisosomas, donde es supuestamente degradado), y
cuyo significado es desconocido (KING y CUATRECASAS (149), CONN y Col. =
(38)). Entre los factores que es sabido controlan positiva y/o negativa-
mente la concentracidn del receptor y que condicionan de esta manera la =
sensibilidad o refractariedad del tejido a la accién de la hormona, se en
cuentran la propia hormona asi como otras hormonas polipeptidicas y/o es-
teroideas (CATT y Col. (33 ), TELL y Col. (269)).

A resultas de la interaccidn de la hormona con el receptor se produce=

la activacidn del enzima adenilato-ciclasa localizado, también, en la mem

brana plasmitica y cuyo centro catalitico se halla dirigido hacia el inte

rior de la célula.

El mecanismo por el cual se origina esta activacidn estd pobremente en
tendido. Parece comprobado, sin embargo, la participacidn del GTP y de =
una proteina reguladora dependiente de este nucle6tido y ubicada, igual--
mente, en la membrana celular (SPIEGEL y DOWNS Jr. (254), ABRAMOWITZ y =
Col. ( 1)). La hipbtesis mis aceptada sobre el modo en que intervienen =
los componentes citados se fundamenta en la libre movilidad de las tres =
proteinas en el plano transverso de la matriz lipidica de la membrana. Se
gimn ella, la unién de la hormona al receptor introduce un cambio conforma
cional en éste de modo tal que al entrar luego en contacto con la prote€i-

e

na reguladora la altera permitiéndole incorporar el GTP. Es el complejo =
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proteina reguladoraGTP el que se encarga, a continuacidn, de activar a la
adenilato-ciclasa (CUATRECASAS ( 46), HOLLENBERG (112)).

La adenilato-ciclasa cataliza la conversidn de adenosina 5'-trifosfato
(ATP) a adenosina 3', 5'-monofosfato (AMP ciclico o cAMP). La concentra--
cién celular de cAMP es una resultante del balance de actividad de dos en
zimas: la ya citada y la fosfodiesterasa, un enzima soluble del citosol =
que es, en principio, insensible a la presencia de la hormona, y que ===

transforma el cAMP a adenosina 5'-monofosfato (AMP).

Al ser estimulada la actividad de la adenilato-ciclasa, se produce una
elevacidén de los niveles intracelulares de cAMP. Este incremento es consi
derado responsable de la cadena de sucesos que se desarrollan''a posterio-
Ti" y que culminan en los distintos efectos que se agrupan en la respues-
ta celular. Este hecho unido a la mids generalizada participacién del nu--
cledtido ciclico como mediador intracelular de la actuacidn de un buen ni
mero de hormonas polipeptidicas (y neurotransmisores) es 1lo que ha lleva-
do a considerarle como ''segundo mensajero' en la accidn de este tipo de =
hormonas (ROBISON y Col. (226)).

El modo en que el cAMP ejerce su funcidén es a través de su unidén a una
proteina receptora especifica del citosel, que ha sido identificada como=
la enzima protein kinasa dependiente de cAMP.

La protein kinasa consta de dos subunidades: una subunidad reguladora=
con alta afinidad por el cAMP, y una subunidad catalitica. Cuando el nu--
cledtido se une a la subunidad reguladora causa la disociacién de las dos
subunidades. Esta disociacién hace posible a la unidad catalitica ejercer
su funcién kinasa, esto es, transferir fosfato a alguna proteina aceptora
apropiada,ya que la actividad de dicha subunidad es deprimida por su ==
unidn a la unidad reguladora (KREBS (155), LABRIE vy Col. (159) y GLASS y
KREBS (91)).
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Para valorar el posible significado de este proceso baste recordar que
la fosforilacidén es uno de los pocos procesos por el cual pueden ser indu
cidos en condiciones fisioldgicas cambios reversibles en la configuracidn
de una proteina y, por ende en su actividad (OCHOA y Col. (210), JAGUS y
Col. (119)).

La accidn de la kinasa sobre sustratos proteicos especificos parece es
tar mediatizada por una previa redistribucién de la enzima en la célula =
tras su activacién por el cAMP. JUNGMANN y Col. (131), SPIELVOGEL y Col.=
(255) y CHO-CHUNG ( 53), en particular, han referido una translocacién nu
clear de la enzima (tanto del complejo cAMP-proteina reguladora como de =
la unidad catalitica) y su unidn a lugares aceptores de la cromatina don-
de parece ser que interviene en la fosforilacién de determinadas protei--
nas acidicas de la misma (y en algin caso también de histonas). Este suce
so ha sido interpretado como una manera de modificar la capacidad ''templa
te'" de la cromatina y de regular, en consecuencia, la actividad transcrip
cional de determinados genes (MAURER (184), CHUANG y Col. (54 ), CHO-CHUNG
(53)).

Entre las variadas proteinas que se sabe son afectadas directa o indi-
rectamente por la protein kinasa se encuentran, ademids de las proteinas =
cromatinicas ya citadas, proteinas de la membrana celular, de la membrana
de granulos de secrecidén, de microtiibulos y microfilamentos, ribosomales,
enzimas mitocondriales y citosélicos, etc. (OCHOA y Col. (210), GREENGARD
(97 ), BAKKER y Col. ( 19), AZHAR y MENON (14)). Todo ello da una idea =
de la amplia gama de funciones celulares que pueden ser influidas por 1la
accién hormonal.

La aceptacidén del cAMP como un posible o mnico segundo mensajero de la
accién intracelular de las hormonas en estudio, aunque avalada por buen =

nimero de datos, es puesta en entredicho por otros.

Dos firmes candidatos altermativos o, al menos, complementarios han =
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sido sugeridos: el guanosin 3', 5'-monofosfato (cGMP) y el idn calcio.

Evidencias presentadas por algunos autores muestran, efectivamente,que
la concentracién intracelular del cGMP estd influenciada por la presencia
de las distintas hormonas polipeptidicas que operan en el eje sexual de =
la rata y que los cambios en la concentracidén celular de este nuclebtido=
se correlacionan bien con la magnitud de la respuesta inducida (NAKANO vy
Col. (208), NAOR y Col. (209)).

Si bien el mecanismo de accidén de este nucledtido es menos conocido =
que el del cAMP, parece muy probable que sea bastante similar al de é&ste.
El nuclebtido ciclico se uniria, asi, a una (s) protein kinasa (s)-depen-
diente de cGMP, a la que activa, y que es la que se encarga, a continua--
cién, por fosforilacidn de sustratos proteicos especificos, de provocar =
una cascada de eventos que desembocan en las alteraciones funcionales que
se observan en las células diana (WALSH y ASHBY (286), GLASS y KREBS ==
(91)).

La intervencidn del Ca'’ es mediada, con seguridad,por la calmodulina,=
una proteina con alta afinidad y especificidad por este i6én y que se ha--
1la ubicuamente presente en los tejidos de mamiferos (GREENGARD (97 ), =
KIEE y Col. (151)). Aunque el entendimiento del papel de esta proteina co
mo mediador de la accidn hormonal esti solo en su comienzo, el hecho de =
que controle el flujo de ca’" entre los compartimentos celulares y a tra-
vés de la membrana celular y los niveles intracelulares de cAMP y cGMP, =
entre otras importantes actividades, deja entreverle una trascendente fun
cidén como integradora de los procesos reguladores que operan en la célula
(MEANS y DEDMAN (190), STOCLET (263), CHEUNG (52 ), CONN y Col. (38 )).

Independientemente de la naturaleza del segundo mensajero, y sin alcan
zar la exclusividad mostrada para el caso de las hormonas esteroideas, es
un hecho evidente -como quedari demostrado en el apartado siguiente-,pero
del que debe quedar constancia aqui, que buena parte de los componentes =
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de la respuesta celular derivan de cambios inducidos por las hormonas en=
los procesos de transcripcidn y traslacidn del mensaje genético, o lo que
es lo mismo, dependen de la sintesis de RNA y proteinas.

Como restmen grafico de lo expuesto en este apartado, el Cuadro n° 4 =
muestra las distintas etapas que conforman el modo de accidn de las hormo

nas polipeptidicas consideradas, suponiendo al cAMP como segundo mensaje-
T0.
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CUADRO N° 4

G & 6

Granulos de

secreciéagb @E?

RESUMEN GRAFICO DEL MODO DE ACCION DE LAS HORMONAS POLIPEPTIDICAS
1.- Uni6n hormona - receptor (R).

2.- Activaci6n adenilato-ciclasa (A). (N=Proteina reguladora de-
pendiente de c(MP).

3.- Activacién protein kinasa (R=subunidad reguladora, C=subuni-
dad catalitica).

4.- Fosforilacidn substratos proteicos.
5.- Sintesis de RNA v Proteinas.

6.- Liberacidn de material secretor.
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1.5.- RESPUESTA CELULAR A LAS HORMONAS POLIPEPTIDICAS .-

Los drganos diana por excelencia para las hormonas polipeptidicas que
participan en la actividad reproductora de la rata son las adenohipdfisis
para la GnRH y las gbnadas para las gonadotrofinas.

En relacidn con la GnRH no hay dudas en que su accién se realiza espe-
cificamente sobre los gonadotrofos (LABRIE y Col. (160)). Por otra parte,
se ha sugerido que la neurohormona ejerce un retrocontrol sobre su propia

secrecidn (y isintesis?), que influencia la actividad de distintas Areas=

extrahipotalamicas del SNC y que tiene una accidén directa a nivel gonadal.

Por 1o que a las gonadotrofinas se refiere, es sabido (DORRINGTON y =
ARMSTRONG ( 64 ), RICHARDS (224) que la LH regula el funcionamiento de las
células de la teca de los foliculos en cualquier estado de maduracidén y =
las de los foliculos preovulatorios en el ovario y de las células de Ley-
dig en el testiculo y que la FSH controla la actividad de las células de
la granulosa en el ovario y de las células de Sertoli en el testiculo. De
otro lado,existen evidencias de que estas hormonas infiuencian la funcién
hipotaldmica en determinadas condiciones experimentales.

Los sistemas de respuesta mejor conocidos son el ovario luteinizado vy
las células de Leydig para la LH y las células de Sertoli de ratas inmadu
ras y adultas hipofisectomizadas para la FSH. Se sabe bastante, también,=
de los componentes de la respuesta adenohipofisaria a la GnRH.

El Cuadro n°_5 muestra, a modo de ejemplo, y sin pretender ofrecer de
talladamente una sucesidn temporal de eventos que acontecen, algunos de =
los efectos producidos por la FSH en las células de Sertoli. Con algunas=
excepciones, el cuadro refleja igualmente, la respuesta de las células de
Leydig a la accién de la LH (CATT y Col. (33 ), JANSZEN y Col. (120)).

El conjunto de la respuesta parece depender de la activacién de la pro
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HORAS DESPUES DE INYECTAR FSH

— 0.01

- 0.05

CUADRO N°_5

Complejo FSH-receptor

Adenilato-ciclasa

Aumento neto de cAMP

Protein kinasa (tipo I)

RNA polimerasa I

Sintesis de RNA heteronuclear

RNA polimerasa II
Sintesis de RNA ribosomal

Sintesis de proteinas

Aumento neto de DNA

Sintesis de proteinas basicas nucleares

Divisidén celular

RESPUESTA DE LAS CELULAS DE SERTOLI DEL TESTICULO DE RATAS IMPU
BERES AL TRATAMIENTO CON FSH (Modificado de Davies ( 58)).

28.
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tein kinasa (tipo I) que se presenta ya estimulada 2 minutos después de =
la unidén de la hormona al receptor y alcanza un maximo de actividad a los
30 minutos (MEANS y Col. (187)).

Una activacibén de la RNA polimerasa II se detecta con un retraso de 45
minutos y muestra un pico a las 4 horas, mientras que la RNA polimerasa I
presenta un aumento de actividad a los 30 minutos y alcanza un ''plateau'
entre las 1 y 2 horas después del tratamiento hormonal (MEANS y Col.(189))
Ambos incrementos son mediados, muy probablemente por alteraciones induci
das en la capacidad ''template' de la cromatina (184, 53, 54).

La sintesis de RNA ribosomal comienza a subir a las 2 horas y muestra=
su valor mis alto a las 4 horas (MEANS (188)). Por su parte, la sintesis=
del RNA heteronuclear se observa incrementada a los 30 minutos y alcanza=
su nivel mis elevado a 1a hora (DAVIES ( 58)). Adn pasadas 6-8 horas de =

la administracidn de 1la hormona se mantiene aumentada 1la sintesis de RNA
total (DAVIES y LAWRENCE (60)).

La estimulacidn de la sintesis de proteinas en general presenta su va-

lor maximo a las 2 horas y persiste asi hasta las 12-14 horas (MEANS (188)
DAVIES y LAWRENCE ( 60)).

En las células de Sertoli la esteroidogénesis, y mds en concreto, la =
conversidn de androstenediona y testosterona en distintos derivados andro
génicos y estrogénicos se ve también incrementada por la presencia de 1la
hormona. Si bien los efectos a corto plazo pueden ser independientes de =
la sintesis de RNA y proteinas, la activacién esteroidogénica a medio y =
largo plazo son indudablemente mediados por modificaciones inducidas en =
los procesos de transcripcién y traslacidén, como lo prueba el hecho de ==
que sean anulados por el tratamiento con cicloheximida y actinomicina D =
(MENDELSON y Col. (192), JANSZEN y Col. (121)).

Un aumento en el contenido de DNA y en la sintesis de proteilnas basicas
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nucleares se hace, igualmente patente, transcurrido un nimero suficiente
de horas (WELCH y Col.(287)), asi como un incremento de la divisién celu
lar ( 60)).

En resumen, la FSH produce en las células de Sertoli (y la LH en las=
células de Leydig) en las condiciones experimentales citadas un conjunto
de efectos coordinados que incluyen como sucesos generales mds destaca--
bles, la estimulacidén de la sintesis de dcidos nucleicos y proteinas y =
la activacidén de la esteroidogénesis, lo que se traduce, a posteriori, =

en la maduracidén, hipertrofia e hiperplasia del 6rgano.

Unos componentes bisicos de respuesta similares a los resefiados, con=
la excepcidn de la esteroidogénesis propia de los tejidos gonadales y la
inclusidn de otros efectos especificos de los drganos a considerar, se =
aprecian en los distintos tejidos sometidos a la accidn de las hormonas=
polipeptidicas. Uno de los principales condicionantes de las caracteris-

ticas de la respuesta inducida lo constituye, en cualquier caso, ademis=

de la naturaleza del tejido diana, el estado de diferenciacidén del mismo.

Este hecho aparece maravillosamente plasmado en elcontrol que las gonado
trofinas ejercen sobre la maduracibén, ovulacidén y luteinizacidn de los =
foliculos ovaricos en la rata adulta ciclante, y que serd analizado con=
alguna extensidn en el apartado 1.5 de esta introduccidn.

Por 1o que se refiere a la respuesta de los centros superiores que ==
controlan la actividad sexual de la rata, los mds conocidos son los efec
tos inducidos por la GnRH sobre la funcidn adenohipofisaria.

La participacidén de la GnRH en la regulacidn de la funcién adenohipo-
fisaria es un hecho ampliamente reconocido desde hace aproximadamente ==
una década, después del descubrimiento del sentido y posible significa-
do de la circulacidn en el sistema porta-hipofisario por HARRIS (106),de
los trabajos de dé?ferentacién hipotaldmica de HALASZ y su equipo (105),

resaltando el papel del "drea hipofisiotropa' (nficleo arcuato y EM) y ==
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drea predptica en el control de la liberacidn ténica y ciclica de gonado
trofinas, respectivamente, y de la puesta en evidencia por SCHALLY y Col.
(234) y GUILLEMIN (102) de que el decapéptido estimula la secrecidn tan-
to de LH como de FSH.

Mas recientemente, LABRIE y Col. (158) y NAIR y Col. (207), entre ==
otros, detectaron, en hembras y machos, que la GnRH incrementa, no sbdlo=
la liberacidén de gonadotrofinas, sino que también estimula su sintesis,=
mientras que JENNER y Col. (122) y YOSHIDA y Col. (296) por su parte, ob
servaron una activacién de la sintesis de RNA y proteinas siguiendo la =
administracidén del neuronéptido a ratas hembra intactas y ovariectomiza-
das, y MENNON y Col. (193) registraron "'in vitro'" un efecto similar del=
neuropéptido sobre la sintesis proteica adenohipofisaria.

Ademds, aunque los procesos de sintesis y liberacién de gonadotrofi--
nas han sido considerados traﬁicionalmente como procesos relativamente =
independientes, tal afirmacidn debe ser tomada ,en algunos casos con cier
ta precaucidn. Asi LIU y Col. (176) y AZHAR y Col. (12 ) encontraron "in
vitro", una posible vinculacidn entre el incremento de la secrecidn de =
LH y la estimulacidén de la glicosilacidn de esta hormona despué€s del tra
tamiento con GnRH, sugiriendo, asi, una accidn paralela de la hormona hi
potaldmica a nivel, al menos, translacional.

Por otro lado, si bien es cuestionable de que se trate exclusivamente
de gonadotrofinas, hay un buen nimero de trabajos (PICKERING y FINK (216),
EDWARDSON ( 68), KHAR y JUTISZ (147), DE KONING y Col. (62 )), que prue-
ban que el efecto '"priming' de la GnRH es dependiente de la sintesis de
RNA y proteinas, dado que el mismo es bloqueado mediante el empleo de ci
cloheximida y actinomicina D.

Una posible accidén de la GnRH sobre la duplicacidn del DNA y la divi-
sidn celular estd menos estudiada. De todas formas, STEPIEN (262) ha re-

ferido una posible intervencidn de la neurchormona en este proceso celu-
lar.
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En cualquier caso, y como aparece reflejado en el apartado 1.2 y serid
puesto de nuevo de manifiesto al estudiar el ciclo sexual y la castra---
cidén (Aptdo. 1.6 y 1.7), las caracteristicas de la respuesta de la adeno
hipéfisis a la actuacidén de la GnRH estdn sumamente condicionadas al me-
dio endocrino en general, y a la presencia de las hormonas esteroideas =
gonadales en particular.

El probable efecto feedback ultra corto de la GnRH sobre su propia se
crecidon (;y sintesis?), que ha sido sugerido por algunos autores (PIVA y
Col. (219), y que podria operar, también, en el caso de las gonadotrofi-
nas, ha merecido muy poco estudio y se desconocen, ciertamente,sus conse
cuencias reales. Podria tratarse de una manifestacidén propia de los meca
nismos de autocontrol y homeoestasia a los que se ven sometidos todos ==
los tejidos para salvaguardar su economia.

La posibilidad de que el hipotilamo, -via la GnRH, otros neuropéptidos,
0 a través de conexiones mediadas por neurotransmisores cldsicos, inter-
fiera en la actividad de algunas areas del SNC estd cobrando cuerpo por
los resultados obtenidos en investigaciones recientes (FREDERICKSON (85)
y WILBER y Col. (292)). Las nociones que se tienen al respecto, no obs-<
tante, aunque en aumento, son minimas y sus repercusiones en el eje se--
xual desconocidas.

Tanto HSUEH y Col. (115 como CATT y Col. (34 ) han mostrado que la =
GnRH ejercen un efecto inhibidor de la esteroidogénesis gonadal. Dista =
por valorar, sin embargo, la importancia del mismo en la operativiééd—%=
del sistema reproductor de la rata.

En lo que respecta a un posible control feedback de las gonadotrofi--
nas sobre la funcidén hipotaldmica, los escasos trabajos disponibles indi
can que en circunstancias de experimentacidn concretas, tanto en la LH,=
como de la FSH, ejercen un efecto inhibidor sobre la secrecidn (;y sinte
sis?) de GnRH. Asi, por ejemplo, detectaron que la implantacién de estas
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hormonas en la eminencia media de ratas hembra y macho castradas disminu
ye su propia liberacidn por la adenohipdfisis (FRASCHINI y Col. (84), y
CORBIN y COHEN ( 42)). Persiste, no obstante, la duda sobre el verdadero
significado fisioldgico de esta actuacidn.
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1.6.- EL CICLO ESTRAL .-

El funcionamiento del sistema reproductor de la rata, en el animal in
tacto, muestra su mixima expresidn de complejidad en la hembra adulta --
con el ciclo estral.

Resultados obtenidos en investigaciones recientes, entre los cuales =
los referidos en los apartados precedentes son un componente fundamental,
han permitido un notable avance en el entendimiento de como las distin--
tas estructuras participantes coordinan sus actividades para dar lugar a
la sucesidén periddica de eventos que caracteriza el ciclo. Ha sido posi-
ble asi, dar una descripcibén fenomenoldgica razonablemente buena de 1los
cambios en los niveles circulantes de las hormonas y de como ellos se co
rrelacionan con las variaciones de la morfologia endometrial, maduracidn
folicular, ovulacidn y formacidén del cuerpo 1liiteo. Resta por conseguir,=
sin embargo, una mejor comprensidn de los sucesos que acontecen en los =

centros que intervienen en el control de la funcidn ovirica.

Se distinguen en el ciclo estral dos fases bien diferenciadas: la pre
ovulatoria o folicular y la postovulatoria o luteal. En la rata hembra =
con un ciclo de 4 dfas de duracidn la fase folicular comprende los dias
de diestro y proestro y la luteal los del estro y metaestro.

El avance del ciclo en la fase folicular hasta el momento de la des--
carga ovulatoria de gonadotrofinas (en la tarde del proestro) viene mar-
cado por el ripido crecimiento y diferenciacién de los foliculos destina
dos a ovular, que evolucionan desde el estado de pequefios foliculos an--
trales al de foliculos graafianos preovulatorios. En realidad, y como ==
han demostrado GROENKLEVANT (101) y HIRSFIELD y MIDGLEY (111), la madura
cién folicular comienza, al menos, tres ciclos antes con la formacién, =
por mecanismos que se desconocen, de los pequefios foliculos preantrales.

En el transcurso del proceso el pico gonadotréfico que precede al ovula-
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torio es crrtico, ya que parece seleccionar del ''pool' folicular inicial
a los foliculos que continuardn su desarrollo hasta ovular y luteinizar=
en el proximo proestro, volviéndose atré;igps{aquellos que son incapaces
de responder a la sefial hormonal (WELSCHEN (283)).

La conversién de los foliculos antrales pequefios en alargados, es par
ticularmente trascendente debido a la progresiva adquisicidn, por parte=
de estos, de una mayor capacidad de sintesis y secrecidén de hormonas es-
teroideas, y mas en concreto de 17-beta estradio%iiﬁiveles basales de LH
y FSH regulan conjuntamente los cambios que se producen en estas etapas=
del desarrollo (ARMSTRONG y PAPKOFF ( 9 ), LOSTROH y JOHNSON (175)), a =
través de una accidn mediada, en buena medida, por alteraciones induci--
das en los metabolismos de dcidos nucleicos y proteinas de sus respecti
vas células diana (JUNGMAN y SCHWEPPE (129,130), TSAFRIRI y Col. (274),=
LIEBERMAN y Col. (169), LOSIER y YOUNGLAI (174)). Los mecanismos que sub
yacen en estas transformaciones son, en cualquier caso, bastante comple-

jos ya que precisanyineludiblemente‘de la interaccién de las células de =
la teca y granulosa ademds de la participacién del estrdgeno liberado.

Las evidencias disponibles seflalan que las c€lulas de la teca, contro
ladas por la LH, son el principal lugar de biosintesis folicular de an--
drdgenos, principalmente androstenediona y testosterona, y que estos pro
ductos una vez secretados sirven como sustratos de una aromatasa presen-
te en las células de la granulosa -cuya actividad se halla en principio=
bajo la influencia de la FSH-, que los convierte en estradiol y otros de
rivados estrogénicos (ARMSTRONG y Col. ( 10), HILLIER (109). E1 incremen
to que se produce con la maduracidn en la esteroidogénesis folicular es
motivado por la activacidn tanto de la formacién de andrdgenos en las cé&
lulas de la teca como de la aromatizacidn de éstos en las células de 1la
granulosa (HILLIER y Col. (110), FORTUNE y ARMSTRONG (87 ), BAIRD (18 ).

RICHARDS (224)) y otros, han sugerido que la principal causa de estos cam
bios de respuesta radica en el aumento de la sensibilidad de las células
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foliculares a la accibn de las gonadotrofinas y que un componente cen--
tral justificador de esta sensibilizacidén parece constituirlo la ganan-
cia en receptores de IH y FSH por las células de la teca y granulosa, =
respectivamente, y la aparicidén de receptores de IH en las células de =

la granulosa, suceso éste dependiente de la actuacidn de la FSH y el es
tradiol.

La estimulada actividad estrogénica mostrada por los foliculos domiJ
nantes del ovario es responsable de la subida en los niveles plasméti—f
¢ cos de 17-beta estradiol que se observa en el dia del diestro y mafiana=
del proestro (SMITH y Col. (251), KALRA y KALRA (135), BUTCHER y Col. =
( 28), y estd bien establecido que este alto titulo de hormona circulan
te es indispensable para que se produzca la descarga preovulatoria de =
gonadotrofinas (EVERETT (76) y SCHWARTZ (240)).

Aunque no estan totalmente esclarecidos los procesos afectados en ==
los distintos centros de control superior del sistema en relacidén con=
esta accidn feedback positiva del estradiol sobre la actividad secreto-
ra adenoliipofisaria, el conocimiento que se tiene de algunos de los ==
efectos que son inducidos por el estrégeno en el hipotdlamo y adenchipd

fisis, sobre todo, permite establecer un orden 16gico de los sucesos =
que acontecen.

A nivel hipotaladmico, ARAKI y Col. ( 8 ) refirieron que la actividad
GnRH tisular es controlada directamente por la hormona gonadal, mien---
tras que BARR y BARRACLOUGH ( 22) detectaron incrementos y descensos ==

ritmicos en el contenido del neuropéptido previos y concomitantes con =
el pico ovulador.

KALRA y Col. (134) por su parte, observaron un aumento en la sinte--
sis de GnRH en el proestro de ratas ciclantes y siguiendo la estimula--
cidén electroquimica del 4rea predptica en ratas en proestro bloqueadas=
con nembutal, y GOODMAN ( 93) encontrd que los implantes de estradiol =
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en el drea hipotalamica citada a ratas agudamente ovariectomizadas res-
tauran la descarga preovulatoria de LH y la ovulacién.

Finalmente, SARKAR y Col. (232) observaron un incremento en los nive
les de GnRH de la circulacién porta en la tarde del proestro, SARKAR vy
FINK (233) demostraron que tal subida estaba directamente vinculada a =
la elevada concentracifén plasmatica de estradiol del diestro, y MEYER y
Col. (195 constataron que el bloqueo con pentobarbital del pico preovu
latorio de gonadotrofinas conlleva una reduccidn significativa de los =
titulos séricos de la hormona hipotaldmica.

Los datos existentes sobre las fluctuaciones que experimentan los me
tabolismos de RNA y proteinas en esta fase del ciclo indican que la sin
tesis o el recambio de ambas macromoléculas aumenta con la llegada del
proestro (SALAMAN (230), TER HAAR y Col. (272), MOGUILEVSKI y Col.(199))
Yy que este incremento parece depender de los altos niveles circulantes=
de estradiol del diestro (TER HAAR y MACKINNON (273)). Algo contradicto
rios son, sin embargo, los resultados relativos a los cambios de concen
tracidn, ya que mientras que FOREMAN (86 ) registrd un incremento en ==
los niveles hipotalémicos de RNA con el avance del ciclo, otros autores
(230,272) observaron una ‘ausencia de d1ferenc1as 51gn1f1cat1vas al com-

parar las concentrac1ones de RNA y proteinas de las tardes del diestro=
Yy proestro.

A nivel adenohipofisario, AIYER y Col. ( 3 ), COOPER y Col. (41) vy
GORDON y REICHLIN ( 44) pusieron de manifiesto que la sensibilidad de =
la glandula a la accién de la GnRH era mayor en el dia del proestro que
en el resto del ciclo. VILCHEZ-MARTINEZ y Col. (284) y LEGAN y KARSCH=
(165) mostraron que este cambio de respuesta estaba ligado a las fluc-
tuaciones plasmaticas de los esteroides gonadales. DROUIN y Col. (65)
y HENDERSON y Col. (107) concluyeron que, al menos en parte, la sensi-

bilizacidén adenohipofisaria observada era debida a uma influencia di--
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recta del estradiol sobre la funcién de la glindula.

MEIDAN y KOCH (191), MARIAN y Col. (181) y PARK y Col. (213) estu---
diando la variacidn del nimero de receptores adenohipofisario de GnRH =
durante el ciclo estral encontraron un pico en la tarde del proestro. =
CLAYTON y Col. (37 ) al verificar que la causa de esta subida era la al
ta concentracién de estradiol circulante, sugirieron que la misma podia
ser un importante componente de los mecanismos responsables de la sensi
bilizacién glandular.

PICKERING y FINK (217) relacionaron el incremento de la respuesta y
la descarga ovulatoria con un aumento, en el proestro, del ''pool" rapi-
damente liberable de LH, en ausencia de alteraciones significativas en=
el contenido glandular total de la hormona. NAFTOLIN y Col. (206), por= g

su parte, sefialaron que una estimulada sintesis gonadotréfica podria ==

g
f2

YE
NS

ser parte del proceso desencadenado.

En definitiva, SCHUILING y GNCDDE (239) y BLAKE y Col. (24 ) pusie--
ron en evidencia que la liberacidén de GnRH se realiza en forma de des--
cargas pulsatiles. AIYER y Col. (4 ) y FINK y Col. (80 ) certificaron=
que sucesivos pulsos de GnRH ejercen un efecto potenciador de su propia 3

accidén (o "priming'') sobre la adenohipdfisis. Y SPEIGHT y Col. (252) vy
CLAYTON y Col. (37 ) postularon que este efecto primador podria, en bue
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na medida, operar a través de la induccidn de receptores al propio neu-

ropéptido y colaboraba en la incrementada sensibilidad de la glandula =
del dia del proestro.

©Del

En lo que respecta a las oscilaciones presentadas por los metabolis-
_:EP%AéCidOS nucleicos y proteinas en esta fase del ciclo, SALAMAN (230),
TER HAAR y Col. (273) y MOGUILEVSKI y Col. (200) coincidieron al obser-
var una aumentada sintesis y recambio de RNA y proteinas en el dia del
proestro y sugirieron que tal estimulada actividad seria un reflejo de

alteraciones funcionales de la glandula relacionadas con la produccidén=
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del pico preovulatorio de gonadotrofinas. TER HAAR y MACKINNON (272) =
constataron, ademis, que la subida en los niveles séricos de estradiol

iniciada en el diestro era indispensable para que los cambios biosint@
ticos referidos tuviesen lugar.

La evolucidn de las concentraciones (y contenidos glandulares) de =
RNA y proteinas parece contradictoria, pues mientras CONVEY y Col. (40 )
y SALAMAN (230) destacaron que las mismas permanecen constantes en es-
te avance del ciclo, ROBINSON y Col. (225) encontraron un incremento,=

en ambas, en el dia del proestro y lo justificaron en una supuesta sin
tesis de gonadotrofinas.

De otro lado, distintos autores han mostrado que tanto la concentra
cidn de DNA como el peso de la adenochipdfisis se mantiene sin variacio
nes significativas en el transito del diestro al nroestro (40 ,225).

A nivel del sistema limbico y en cuanto a la participacidn de la ==
amigdala se refiere, LAWTON y SAWYER (168) observaron que la produc---
cidn de lesiones en esta estructura se tradujo en un incremento de la
sintesis y liberacidn de LH. ELEFTERIOU ( 70) detectd una subida en =
los niveles plasmiticos de LH por implantacidén de actinomicina D en es
te area nerviosa. KAWAKAMI y Col. (144, 142) registraron una disminu--

cién de la actividad eléctrica amigdalar con la progresidn del ciclo =
del diestro al proestro.

En contraposici6én con estos resultados, ELLENDORF y Col. (72 ), VE
LASCO y TALEISNIK (279) y ARAI (7 ) aseguraron haber inducido la ovu
lacidn por estimulacidn eléctrica o electroquimica de la amigdala a =
ratas en estro persistente o bloqueadas en proestro, y TER HAAR y ==
MACKINNON (273) refirieron una disminucidén del recambio proteico de

esta estructura en el dia del proestro después de la administracidn =
de anticuerpos para el estradiol en el diestro.

itin realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

{os autores. Digitali

©Del



40.-

Los datos relativos al hipocampo ofrecen mayor acuerdo, asi, GALLO
(89 ) y VELASCO y TALEISNIK (280) encontraron una disminucidn de la ac
tividad eléctrica hipotaldmica y bajos titulos séricos de gonadotrofi-
nas tras la estimulacion electroquimica de esta drea. TERESAWA y TIMI-
RAS (41 ) refirieron un descenso en la actividad eléctrica hipocampal=
con el transito del diestro al proestro. Y, en fin, SCHIAFFINI (235) =
verificé que con el avance del ciclo en la fase folicular disminuia, =

también, el consumo de oxigeno en la estructura.

El pico preovulatorio de LH se produce en la tarde-noche del proes-
tro y tiene un tiempo de duracién aproximado de 7 horas: de las 13.00
a las 20.00. E1 de FSH, por su parte, comprende dos fases, una primefa
que comienza con el inicio de la descarga de LH y la segunda que se =
prolonga hasta la mafiana del estro (28, 135, 251 ).

Dos son las principales consecuencias de este suceso en la funcidn=
de los foliculos antrales alargados: la activacidén en las cé€lulas de =
la granulosa de enzimas liticos que seran los responsables de la libe-
racién de los Gvulos en las primeras horas del dia del estro, y la in-
terrupcidn de la coordinada interaccién funcional demostrada por las =
células de la teca y granulosa, originidndose un abrupto declive en la
formacidén de andrdgenos y estrégenos y un rdpido incremento en la bio-
sintesis de progesterona, indicativos, ambos, de la conversidn del fo-
liculo preovulatorio en cuerpo lGteo (AHREN y Col. (2 ), SAIDAPIR y =
GREENWALD (269)). LEUNG y ARMSTRONG (167), RICHARD (224) y CHANNING vy
Col. ( 50) han sugerido, ademds, que en este cambio de respuesta este-
roidogénica estin implicados fenfmenos de homo y heteroregulacidn de =
los receptores hormonales presentes en las células foliculares y que =
la IH y la prolactina -con un pico en la tarde del proestro simultineo
al de la hormona luteinizante- desempefian un papel de control central=

en los mismos.
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La fase luteal del ciclo estral, con diferencia la menos conocida de
éste, estd caracterizada por el mantenimiento de la actividad del cuer-
po lateo por{%iveles basales de gonadotrofinas y prolactina (28, 135,=
257). La esiigg}g@a capacidad productora de progesterona de los folicu-
los luteinizados, ﬁroceso que es dependiente de la sintesis de RNA y =
proteinas (AZHAR y Col. ( 12), DARVON y Col. (56 ), HERMIER y JUTISZ ==
(108)), resulta en dos periodos de elevada concentracién circulante del
progestageno (28,135, 251 ). El primero se inicia, ya, en la tarde del
proestro y perdura hasta la mafiana del estro y el segundo, menos pronun
ciado, se extiende desde la tarde del metaestro hasta la maflana del ==
diestro, en que tiene lugar la regresidn de los cuerpos lfiteos en ausen

cia de fertilizacidn e implantacidén de los &vulos.

No estd claro el papel que desempefia la progesterona en los aconteci
mientos que se desarrollan en esta fase del ciclo y no existe, tampoco,
un total entendimiento de la manera en que intervienen en los mismos ==
los centros de control superior del sistema.

Entre otras evidencias, GOODMAN (92 ) refiridé que los niveles plasmi
ticos luteales de progesterona bloquean la capacidad de altas concentra
ciones séricas de estradiol para provocar una descarga de LH, hecho es-
te, sin embargo, de incierto significado fisioldgico. BANK y FREEMAN ==
(20 ) sugirieron que los elevados titulos de progestigeno circulante en
el dia del proestro limitan la magnitud del pico de 1H en este dia. Y =
HOOLEY y Col. (113) sefialaron que la hormona puede ser responsable de =
la baja respuesta mostrada por la adenohipdfisis a la accién de la GnRH
durante la fase luteal.

Por su parte, LISK (170) y BEYER (23 ) establecieron que el hipotdla
mo es una estructura esencial para la manifestacidén del comportamiento=
sexual precoital (incrementada receptividad y '"lordosis') del dia del =
estro. KOMISARUK (153) y MASCO y CARRER (183) implicaron, también, a la
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amigdala y el hipocampo en la aparicidn de esta conducta. GORSKI (95 )

yPOWER (220) certificaron que la progesterona participa decisivamente
en la induccién de estos fendmenos. Y, en definitiva, WHALEN y Col.(290)
y QUADAGNO y HO (221) comprobaron que la produccién de los mismos es de
pendiente de la sintesis de RNA y proteinas hipotalamicas.

De otro lado, ASAI y WAKABAYASHI (11 ) y BARR y BARRACLOUGH (22 ) de
tectaron una recuperacién, en la tarde del estro, de los deprimidos ni-
veles hipotalamicos de GnRH observados en la noche del proestro tras la
aumentada liberacidn de la neurohormona que precede y acompafia al pico=
gonadotrdfico. ELIAS y BLAKE (71 ) obtuvieron una dindmica similar en
lo concerniente al contenido adenohipofisario de FSH y LH. En ambos ca-
sos las nuevas cotas de concentracidén tisular alcanzadas permanecieron=
inalteradas en los dias metaestro y diestro. NAFTOLIN y Col. (206), por
contra, encontraron en la fase luteal, los niveles adenohipofisarios de=
gonadotrofinas mids bajos del ciclo. ‘?

[3

En relacién con el sistema limbico y por lo que a la amigdala se re-
fiere, KAWAKAMI y Col. (144,142) registraron una actividad eléctrica lu
teal disminuida en comparacién a la del diestro, mientras que TER HAAR=
y Col. (272) encontraron que el recambio proteico en el estro y metaes-
tro se correspondia con el de los dias del ciclo de menor capacidad bio
sintética. Para el hipocampo TERESAWA y TIMIRAS (271) refirieron una ac
tividad eléctrica postovulatoria andloga a la del proestro y KUBO y Col.
(157) comprobaron que la estimulacidén hipocampal es particularmente ==
efectiva en el dia del estro.

En cuanto a la evolucidn de los metabolismos de acidos nucleicos y =
proteinas en el hipotdlamo y adenohipéfisis, los datos disponibles, ade
mds de escasos, revelan un cierto confusionismo. En el hipotdlamo y en
el transito del proestro al estro, TER HAAR v Col. (272) observaron un

ligero descenso en el recambio proteico, manteniéndose invariable la
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concentracién de proteinas. MOGUILEVSKI y Col. (199) destacaron la ausen
cia de cambio significativo en el recambio proteico. SALAMAN (230) encon
trd un incremento tanto de la concentracién como del recambio de RNA. To
dos estos autores coincidieron, no obstante, en sefialar que la progre---
sién del ciclo del estro al diestro supone una disminucidén de los parime
tros bioquimicos mencionados.

En la adenohip6fisis, y respecto al paso proestro-estro, MOGUILEVSKI=
y Col. (199 y TER HAAR y Col. (272) mostraron que el recambio proteico=
no sufre alteracidn. SALAMAN (230) obtuvo igual constancia para la con--
centracién y el recambio de RNA. ROBINSON y Col. (225) refirieron simi--
lares contenidos de DNA, RNA y proteinas en estos dos dias. Y CONVEY y =
Col. ( 40) registraron en el dia del estro los mis altos niveles glandu-
lares de DNA y RNA y el mayor peso adenohipofisario de todo el ciclo. Co
mo en el caso del hipotidlamo, los autores citados son uninimes al consi-
derar que los dias del metaestro y diestro son los de menor actividad ==
metabblica del ciclo estral.
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1.7.- LA CASTRACION .-

En los apartados anteriores ha quedado constancia del trascendente=
papel que desempefian las hormonas esteroideas gonadales en los mecanis
mos que coordinan e integran la actividad de las estructuras que inter
vienen en la funcidén reproductora de la rata. La gonadectomiqigbproba-
do ser un modelo adecuado para el estudio de distintos aspectos del mo
do de participacidn "in vivo' de estas hormonas. El andlisis de los =
efectos de la extirpacidn gonadal a largo plazo - que ocupa este aparta
do- tiene especial interés, dado que el sistema se encuentra ya plena
mente adaptado a la nueva situacién (ZANISI y MARTINI (297 ), BADGER Yy
Col. (16)).

En la rata hembra, estd suficientemente probado que la deprivacidn=
crénica de los ovarios resulta en una elevada tasa de gonadotrofinas =
circulantes FLERKO (77 ), SCHWARTZ (240)). KREY y Col. (156) y KALRA y
Col. (133) mostraron que la ausencia de los esteroides gonadales es ==

esencial para que este suceso se produzca.

A nivel adenohipofisario, YAMAMOTO y Col. (294) y GAY y Col. (90 ),
observaron, también, un aumento en las concentraciones tisulares de LH
y FSH e indicaron que el mismo deberia corresponder a un estado de in-
crementada biosintesis de estas hormonas. FARQHAR y Col. (78 ), por su
“parte; Telacionaron la estimulada capacidad biosintética y secretora =
de la glandula con la aparicién de las llamadas 'células de castracidén'
correspondientes a gonadotrofos hipertrofiados.

De otro lado, CLAYTON y Col. ( 37) destacaron el alto contenido ade
nohipofisario en receptores de GnRH de las ratas ovariectomizadas, y =
sugirieron que este aumento podria ser un componente importante de los
mecanismos responsables de la incrementada respuesta que presenta la =

glandula a la accidn de la neurohormona en estos animales.
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Respecto a la evolucidén de los metabolismos de 4cidos nucleicos y =
proteinas adenohipofisarias ante la falta de %eedbackfgonadalf TONOUE=
y Col. (275) encontraron un elevado recambio proteico, similar al obte
nido en los dias proestro y estro. TER HARR y Col. (272) refirieron un
recambio proteico andlogo al del estro y algo inferior que el del pro-
estro. ROBINSON y Col. (226) constataron concentraciones de RNA y pro-
teinas iguales a las mas altas de las registradas en la hembra ciclan-
te y niveles glandulares de DNA superiores a los del ciclo. En alguna=
medida todos estos autores vincularon estas oscilaciones metabdlicas =
con los cambios que ocurren, en la actividad endocrina de la gliandula.

A nivel hipotaldmico, SHERWOOD y Col. (243), BURGER y Col. (25) vy
KOBAYASHI y Col. (152) pusieron de manifiesto que tras la extirpacién =
gonadal se alcanzan niveles de GnRH en el sistema porta semejantes a =
los del proestro. ESKAY y Col. (74 ), por contra, obtuvieron una con--
centracidén portal de la neurohormona no diferente significativamente a
la del diestro y estro.

SHERWOOD y Col. (243) encontraron una concentracién tisular de GnRH
intermedia a la del proestro y diestro, y WHEATON y Col., (291) postula
ron que la sintesis del neuropéptido no deberia diferir sensiblemente=

de los valores de actividad medios presentados por la hembra ciclante.

En cuanto a la influencia de la castracidn en el metabolismo de ===
dcidos nucleicos y proteinas hipotalamicas, los Gnicos datos disponi--

bles seflalan una concentracifn y recambio proteico equivalente a los

niveles intermedios registrados durante el ciclo estral (TER HAAR y
Col. (272).

La participacidn del sistema limbico en los fendmenos descritos no
estd bien documentada, y las posibles conclusiones derivadas de las os
cilaciones referidas en algunos parametros metabdlicos y fisioldgicos,
como consecuencia de la eliminacidon y administracién de las hormonas =
esteroideas gonadales resultan contradictorias. (ELLENDORF y PARVIZI =
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(73 ), SCHIAFFINI (235), ELEFTERIOU ( 70)).

En la rata macho adulta intacta, a diferegpia de la hembra, la fun
cién reproductora estd caracterizada por 1aL§§f§ﬁ¢§§?de variaciones =
c€licas en la actividad de las estructuras implicadas en la misma ===
(DAVIDSON y Col. (57 ), STEINBERGER (260)). En estos animales una de-
terminada y continua capacidad de biosintesis y secrecidén de hormonas
esteroideas -en especial testosterona- y maduracidén gamética por los
testiculos, es mantenida por titulos plasmdticos de gonadotrofinas re
lativamente constantes y no sujetos a las fluctuaciones propias de la
hembra (SCHWARTZ y MCCORMACK (241) y EIK-NES (69)).

Esti, ahora, bien reconocido que la testosterona es sintetizada ==
por las células de Leydig bajo la influencia de la LH y que las célu-
las de Sertoli, controladas por la FSH, aromatizan parte del androge-
no liberado para producir distintos derivados estrogénicos importan--
tes en el sostenimiento de la espermatogénesis (DORRINGTON y ARMSTRONG
(64 ), STEINBERGER (260)).

La testosterona desempefia ademds, un papel central en la operativi

dad del sistema al intervenir decisivamente en el control de la secre

cidén de gonadotrofinas por la adenohipdfisis (DAMASA y Col. (55), =
PIRKE y Col. (218)).

Es, ahora evidente, que la ausencia de fenomenologia cicdlica en 1la
dindmica de los procesos que intervienen en la actividad reproductora
del macho, parece radicar en una diferencial organizacidn estructural
y funcional de los centros superiores de control del eje, derivada de
la divergente diferenciacidn sexual de los mismos en los tempranos es
_tadios de la vida del animal bajo el mandato de gg§;§§pecifiéa accidn
gonadal (MACLUSKY y NAFTOLIN (179), JOST y Col. (027 ), WILSON (293)).

La castracidn en el macho, como en la hembra, conlleva la apari---
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cion de una incrementada concentracién circulante de gonadotrofinas,=
como suceso mis relevante (SHAAR y Col. (242), GUPTA y Col. (103), ==
BADGER y Col. ( T6)). VERJANS y Col. (281), SWERDOFF y WALS (267) y =
RAMIREZ y MCCANN (222) dejaron constancia inequivoca de que este even
to es, esencialmente, el resultado de la eliminacién de la influencia
retroinhibidora ejercida por la testosterona sobre la actividad secre

tora adenohipofisaria.

A nivel de la adenohipéfisis, GRIZARD y Col.(100), STEINBERGER y =
Col. (260), GAY y Col. (90 ) y BADGER y Col. (16 )} constataron, ade--
mis, un aumento paralelo en las concentraciones glandulares de LH y =
FSH, indicadores, presumiblemente, de una situacidn de estimulada bio
sintesis de estas hormonas, STADLER y Col. (258) relacionaron este es
tado de activacidn funcional de la glandula con la presencia de gona-

dotrofos hipertrofiados en estos animales.

CLAYTON y Col. ( 36), por su parte, observaron un alto contenido =
glandular en receptores GnRH y vincularon esta subida con la incremen
tada sensibilidad que muestra la adenohipdfisis de machos castrados a
la accidn de la GnRH.

En relacidn con el efecto de la ablacidén gonadal sobre el metabo--
lismo de 4cidos nucleicos y proteinas adenohipofisarias, WAKABAYASHI=
y Col. (285), MOGUILEVSKI y Col. (200) y TONOUE y Col. (270) detecta-
ron una activacién de la sintesis y el recambio proteico. LEE y Col.=
(163), sin embargo, no encontraron variacién significativa de la sin-

tesis proteica al comparar los dos grupos de experimentacidn.

KRAICER y Col. (282) y CLAYTON y Col. ( 36) refirieron en los ma--
chos gonadectomizados un aumento en los contenidos de RNA y proteinas,
respectivamente, y el mismo equipo de KRAICER verificd, a la par, una
ausencia de cambio significativo en la concentracién de RNA.
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Por Giltimo, HYMER y Col. (116) y STADLER y Col. (258) certificaron
la presencia de un mayor contenido de DNA en la adenohip6fisis de ma-
chos castrados, y STEINBERGER y Col. (259) registraron, un incremento
de peso glandular en estos animales.

En cualesquiera de los casos citados, las fluctuaciones metabdli--
cas fueron interpretadas en el contexto de las alteraciones en la ac-
tividad endocrina mostradas por la gléndula.

A nivel del hipotdlamo, SHIN y Col. (244) no encontraron alteracio
nes en los titulos séricos de GnRH con la orquidectomia, mientras que,
en contraposicién, MOGUILEVSKI. y Col. (199) sugirieron un incremento=

en la secrecidn de la neurohormona en estas circunstancias.

KALRA y KALRA (135) postularon que los cambios en el contenido ti-
sular de GnRH deberian ser considerablemente sutiles. SHIN y Col.(245)
y BADGER y Col. (16 ) describieron niveles hipotaldmicos de la neuro-
hormona disminuidos por la castracién. MOGUILEVSKI y Col. (200), sin=
embargo, seflalaron un incremento en la concentracidén tisular del neu-

ropéptido tras la extirpacién gonadal.

LA\)
Los datos sobre el metabolismo de 4cidos nucleicos y proteinas en

esta estructura son pricticamente inexistentes. Al respecto Unicamen-
te cabe resefiar que MOGUILEVSKI y Col. (199, 200) mostraron que la or
quidectomia resulta en un ligero descenso del recambio y la concentra
cién de proteinas mientras que las concentraciones de RNA y DNA perma
necian constantes.

A nivel del sistema limbico, y de acuerdo con los resultados reco-
gidos por ELEFTERIOU ( 70), SCHIAFFINI (235) y ELLENDORF y PARVIZI ==
(73 ), es posible que la amigdala tenga algin papel, alin por esclare-
cer, en los acontecimientos que se han referido. Es, por otra parte,=
generalizada la opinién de que el hipocampo no interviene en los mis-
mos (235, 70, 73).
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1.8.- PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO .-

En la revisidén realizada a lo largo de los apartados precedentes queda =
claro que la mayor parte de la abundante informacidn existente acerca del =
funcionamiento y control del sistema reproductor de los mamiferos se ha cen
trado en el estudio de la modulacidn de las concentraciones plasmiticas de
las hormonas que participan en dichas funciones. También ha sido profusamen
te estudiado el modo de accidén de las hormonas esteroideas y polipeptidicas
sobre sus drganos diana perifericos y centrales.

Cuandose han intentado correlacionar los hechos conocidos en las variacio
nes de secrecién de hormonas relacionadas con la reproduccidn con los acon-
tecimientos a nivel molecular que subyacen a su secrecidén, con frecuencia =
han surgido notables discrepancias.

Como ya quedd sefialado, tales discrepancias tienen un variado origen, pe
o es notable el hecho de que el metabolismo de acidos nucleicos y protei--
nas en estructuras nerviosas e hipofisarias, a pesar de su enorme interés =
intrinseco dado el caracter proteico de las hormonas hipotaldmicas e hipofi

sarias, haya sido comparativamente poco estudiado.

Adem3s, la mayoria de los trabajos disponibles al respecto se refieren a
un solo pardmetro (sintesis o concentracién de 4cidos nucleicos o proteinas)
y, generalmente, a un solo tejido. Por otra parte, el metabolismo dq(%éidos
nucleicos y proteinas en estructuras nerviosas que como las del sistema 1im

bico estdn relacionadas con la reproduccidén, pricticamente no ha sido abor-
dado.

Los estudios que se describen a lo largo de la presente Memoria fueron =
realizados en orden a contribuir al conocimiento de los mecanismos intimos=
que subyacen en las funciones de los centros nerviosos (sistema limbico e =

hipotidlamo) y de la adenohipéfisis durante las etapas mids significativas de
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la reproduccidn en ratas machos y hembras.

vitro’de precursores radiactivos al RNA y las proteinas simulténeamente en
muestras de tejido individuales, durante las diferentes fases del ciclo se
xual de la rata hembra y tras la castracién en ambos sexos. Tales situacio
nes se eligieron para comparar las fluctuaciones de dichos metabolismos en
el animal intacto durante el ciclo sexual y las consecuencias que sobre ==

los mismos tiene la privacion de hormonas gonadales.
o A

Se estudia el contenido en DNA, RNA y proteinas y la incorporacién/in =

La visidn suministrada por la medicién de estos cinco parfmetros simul-
taneamente en cada una de las estructuras nerviosas (corteza cerebral, hi-
pocampo, amigdala cerebral e hipotdlamo) y adenohipdfisis de un mismo ani-
mal de experimentacidn, permite discutir ampliamente las correlaciones neu

roendocrinas conocidas con las modificaciones del substrato nucleoproteico
celular.
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2.-MATERIAL Y METODOS
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52.-

2.1.- ANIMALES .-

2.1.1.-

2.1.2.-

Se usaron ratas hembras y machos adultas de la cepa Sprague-=
Dawley y procedentes de nuestro criadero. Sus pesos oscilaron en

tre 200 y 250 gramos.

Fueron alimentadas con una dieta especial para ratas, con =

agua y comida "ad libitum''.

Las condiciones del criadero eran: ciclo diario de 14 horas =
de luz -entre las 0.5.00 y 19.00 horas-, y 10 de oscuridad, bue-
na ventilacidn y temperatura constante de 20 T 2ec.

CONTROL DEL CICLO ESTRAL .-

La duracidén y las fases del ciclo estral de las ratas hembras
se estudiaron mediante frotis vaginales diarios realizados entre
las 13.00 y 15.00 horas y observacidén de las preparaciones al mi

croscdpio Optico.

Unicamente se sacrificaron las ratas cuyos frotis ofrecieron=
imdgenes fuera de toda duda y que mantenian ciclos regulares de=
4 dias durante, al menos, tres ciclos consecutivos.

Se seleccionaron, para su estudio tres dias del ciclo: Dies--
tro, Proestro y Estro. Las imagenes observadas al microscodpio de
los frotis vaginales realizados en estos tres estados del ciclo=
estral se muestran en las fotografias n°1, 2 y 3.

CASTRACION .-

Las operaciones de ovariectomia -por aproximacién dorsal- y or
quidectomia -por escisién escrotal- totales, fueron practicadas=

bajo anestesia ligera con éter.
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Fotografia n° 2 : Proestro
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Fotografia n°3 : Estro

IMAGENES MICROSCOPICAS DE LOS FROTIS VAGINALES REALIZADOS EN DIS
TINTAS FASES DEL CICLO ESTRAL (x 400).

(Colaboracidn del Departamento de Histologia del Colegio Univer-

sitario de Las Palmas).

Las extensiones fueron tefiidas segin el método de Shorr's.

Las imdgenes se identificaron siguiendo las indicaciones dadas =

por LONG y EVANS (173):

Diestro: Omnipresencia de leucocitos polimorfonucleares, con es-
casas células epiteliales nucleadas y/o anucleadas.

Proestro: Células epiteliales, pequefias, de contornos redondea--
dos regulares.

Estro: Células epiteliales anucleadas, alargadas, traslicidas,
de contornos irregulares.
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Los animales se sacrificaron entre 35 y 40 dias después de la

operacidn.

2.2.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL .-

2.2.1.- OBTENCION DE LAS AREAS CEREBRALES .-

Los animales fueron decapitados entre las 16.00 y 17.00 horas
y las distintas 4reas cerebrales disecadas de acuerdo con los 11
mites dados por DE GROOT (292):

Hipotalamo: Limite anterior: 2-3 mms. frontalmente al quiasma
Optico; posterior: los cuerpos mamilares; latera-
les: las incisuras hipotaldmicas: profundidad ven
trodorsal: 3-4 mms.

Amigdala Cerebral: Limites antero-posteriores como el hipota-
lamo; profundidad: la cisura entorrinal.

Hipocampo: Limite superior el cuerpo calloso, limites late-
rales el ventriculo lateral, limite medial, el ta
lamo e hipotdlamo y limite inferior el isocortex.

Corteza Cerebral: Pequefia porcidon de la corteza frontal.

Igualmente una vez extraida la hipbéfisis, la adenohipdfisis =

se separd del resto de la glidndula empleando una lente binocular.

Las fotografias(del 4 al 8)muestran una imagen de los limites
de diseccidn de los tejidos en estudio.

Inmediatamente después de la diseccién, las distintas dreas =
cerebrales y adenohipéfisis se trocearon y pesaron en una balan-

za analitica METTLER H43, introduciéndose a continuacién, indivi
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Fotografia n°7_

Fotografia n° 8

Fotografia n®4 : Visidn ventral del encéfalo de la rata.

4
S

Fotografia n°5 : Visidn ventral del encéfalo después de

haber extraido el hipotalamo.

Fotografia n® 6 : Visidn ventral del encéfalo después de
haber extraido el hipotdlamo y la amig
dala cerebral.

Fotografia n°7 : Visidn ventral del encéfalo después de
haber extraido el hipotalamo, la amig-
dala cerebral y el hipocampo.

Fotografia n°8 : Separacidn de la adenohipdfisis del =
resto de la glandula.

Los limites de diseccidn de las 4reas cerebrales se esta
blecieron en acuerdo con las indicaciones dadas por DE =
GROOT (61).
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2.2.2.-

(3]

.2.3.-

58.-

dualmente, en tubos conteniendo 0.5 ml. de solucidn Krebs Ringer
glucosa tamponada con Fosfato a pH = 7.4 (KRGP) (277)(2.5.1.), a
0°C.

INCUBACION .-

El procedimiento de incubacidn y tratamiento del tejido se ==
realizd segln las indicaciones sugeridas por DUNLOP y Col. (67 ),
FAIGON y Col. (77 ) y CARDINALI y Col. (30 ), con las modifica--
ciones que a continuacidén se describen.

Los tubos con las muestras de tejido, fueron colocados en un
incubador metabdlico tipo Dubnoff, a 39°C, 100 oscilaciones por
minuto y oxigenacién permanente con una mezcla de 95% de oxigeno

y 5% de dioxido de carbono.

Transcurridos 15 minutos se afiadié a cada tubo 0.5 ml. de so-
lucidn KRGP (pH = 7.4), a 37°C, conteniendo uCi de (SH) Uridina=
(2.5.2.) y 1 uCi de una mezcla de (14C) Aminoacidos (2.5.2.),con

siderandose este instante como tiempo 0 de la incubacidn.

Al cabo de 90 minutos, la incubacidén fué detenida por adicién
de 0.5 ml de acido tricloroacético (TCA) al 30% a cada tubo.

FRACCIONAMIENTO DE LOS TEJIDOS .-

Los tejidos fueron triturados mecdnicamente con un homogeniza
dor vidrio-tefldn usando TCA 10% conteniendo 0.2% de una mezcla
de aminodcidos y uridina frios, centrifugando (Centrifuga MSE) a

continuacién a 3.000 r.p.m., 15 minutos.

El "pellet" se lavd tres veces con 5 ml. de la misma solucidn
empleada para homogeneizar, suficientes para eliminar la radiac-
tividad sobrenadante.
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De la fraccidn dcido-insoluble resultante se extrajo el compo
nente lipidico mediante dos lavados con 2 ml. de Cloroformo: Me-
tanol (1:1)(v/v), durante 20 minutos a 45°C y un lavado de 2 ml.

de éter etilico, 20 minutos, a temperatura ambiente.

Evaporado el &ter, el precipitado fué resuspendido en 1.5 ml.

de TCA 5% a 90°C durante 30 minutos y centrifugado.

El sobrenadante se utilizd para las determinaciones de las ==
concentraciones de RNA y DNA y la incorporacidn de (SH) Uridina=
al RNA.

El precipitado una vez resuspendido y solubilizado en 2.5 ml.
de KOH 1 H durante 2 horas y media a 45°C, fué usado para deter-
minar la concentracidn de proteinas y la incorporacidn de (14C)
Aminodcidos a las proteinas.

El Cuadro n® 6 muestra un esquema grifico del procedimiento=

experimental utilizado.
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CUADRO N°_6

e

60.-

e (R o B

200 - 250 grs.

[

EXTRACCION DE a.N.
R TCA 5%
S0°C , 30 min.

sobrenadante

DNA (T INa

Incorporacidn

DECAPITACION

95%02+JZC02

T,

INCUBACION

W Lavapos

3 con TCA 10%
2 con Clor:Met.
L con Erer Etil.

4
Q?.J‘y

CENTRIFUGACION

3000 rpm., 20 min.

DISECCION,
TROCEADO Y PESADA

37%

90 ain.

HOMOGENEIZACION
TCA 10%

precipitado

P PROTEINAS

Incorporacidn
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2.3.- DETERMINACIONES BIOQUIMICAS .-

2.3.1.- INCORPORACION DE PRECURSORES MARCADOS .-

2.3.2.-

Alicuotas de 0.5 ml. de las fracciones de acidos nucleicos vy
proteinas fueron dispuestas en los viales respectivos afiadiendo-
se, seguidamente, 10 ml. de liquido de centelleo (2.5.3.).

El contaje se realizd en un espectdmetro nuclear Chicago ===
ISOCAP 3099 vy las eficiencias respectivas se obtuvieron por el
método de relacidén de canales.

La contaminacidén del canal del tritio con productos marcados=

con carbonato 14 fué eliminada mediante el siguiente formulario:

14
3 cpm  C 3
cpm "H — ——————x Efic. "H
i Efic. '%C
dpm °H =
. 3
Efic. "H

CONCENTRACION DE DNA .-

Se utilizd,en pequefias modificaciones, el procedimiento de ==
Burton (26, 27 ), fundamentado en la reaccidn colorimétrica en-
tre la deoxirribosa y la difenilamina.

Alicuotas,por duplicado, de 0.2 ml. de la fraccidn de dcidos=
nucleicos (2.2.3.) fueron mezclados con el reactivo de difenila-
mina (2.5.5.) en la proporcidn 1:2.

Se dejd desarrollar el color 48 horas a temperatura ambiente=

y se hizo la lectura a 660 mm. en un espectrofotdmetro BAUSCH §&
LOMB 70.
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2.3.3.-

2.3.4.-

62.-

Soluciones estandard de 3.125, 6.25, 12.5, 25, 37.5, 50 y 100
‘pg/DNA/ml. TCA 5%, por triplicado, preparadas con DNA altamente=
polimerizado de timo de ternera (B.D.H.), fueron sometidas al ==
procedimiento de precipitacidn y redisolucién en T.C.A. descrito
anteriommente (2.2.3.) y utilizadas para construlr la curva pa--

tron.

CONCENTRACION DE DNA .-

Fué detemminada, con algunas variaciones, empleando el proce-
dimiento de SCHNEIDER (237, 238), basado en la reaccidn de color

entre la pentosa y el orcinol.

Distintas diluciones, segin el tejido, de alicuotas (por du--
plicado) de la fraccidn de acidos nucleicos (2.2.3.) se mezcla--

ron con el reactivo de orcinol (2.5.4.) en la proporcién 1:1.

La reaccidn se desarrolld a 90°C durante 30 minutos, estimén-
dose la intensidad de color a 660 nm en el espectofotdmetro refe

rido en el apartado precedente.

Soluciones estandard de 3.125, 6.25, 12.5, 25, 37.5, 50y 100
pgr/RNA/ml. TCA 5%, por triplicado, preparadas con RNA de levadu
ra altamente polimerizado (B.D.H.) fueron sometidas al procedi--
miento de precipitacién y redisolucién en TCA ya comentado y em-

pleadas para obtener la curva patrdn.

CONCENTRACION DE PROTEINAS .-

Se realizd siguiendo el método descrito por LOWRY y Col. (176).

La reaccidn colorimétrica es el resultado de (a) reaccidn de biu
ret de la proteina con el ién cliprico en solucidn alcalina, y ==

(b) la reduccién del reactivo fosfomolibdico-fosfotingstico por
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los restos de tirosina y triptofano presentes en la proteina tra
tada.

Se mezclaron, por duplicado, 100 pl. de distintas diluciones=
seglin el tejido,de alicuotas de la fraccidén de proteinas(2.2.3.)
con 4 ml. del reactivo cupro-alcalino (solucidén E)(2.5.6.) y ==
transcurridos 10 minutos se agregd 100 ul. de reactivo de Folin-
Ciocaltean diluido 1:1 en agua destilada.

Una vez desarrollada la reaccidn a temperatura ambiente y en
la oscuridad durante 30 minutos, se midié la absorbancia a 750 =
nm en el espectrofotémetro ya citado.

Para hacer la curva patrén se prepararon, por triplicado, so-
luciones estandard de 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25y =
1.5 mg proteina/ml. KOM 1M empleando albimina de suero bovino ==
cristalizado (Sigma) y se les tratd de un modo similar al indica
do para con las muestras de los distintos tejidos (2.2.3.).
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2.4.- ESTADISTICA .-

Para cada grupo de datos se calculd la media (x), desviacidn es
tandard (Sx) y error de distribucidn (E).

El estudio comparado entre dos grupos de valores se realizd em-
pleando el test t de Student, que permite calcular la significa---

cién de las comparaciones consideradas.

Todos los cdlculos fueron programados con una calculadora ===
CASSIO Fx-201 P.
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2.5.- REACTIVOS .-

2.5.1.- SOLUCION KRGP TAMPONADA (pH = 7.4) .-

ClNaald9% ... ... ... .4.0ml.
ClKal t.15% ... ... ... 1.6 "
€1, Caal 0.61% . .. .. ... 0.6 "
804 Mg al 3.82% . .. .. ... 0.4 "
Buffer Fosfato (pH = 7.4). . . . 8.4 "
Glucosa Anhidra . . . . . . . . 67.5 mgr.

2.5.2.- PRECURSORES MARCADOS .

3H-Uridina con una actividad especifica de 5.600 m Ci/mmol.

14

Mezcla de " 'C-Aminoicidos uniformemente marcados con una compo-

sicidén por actividad de:

L. Ala . .. .. ... . 10.0% . L. Lis . 5.5%
L. Arg monohidroclorado . 6.5% . L. Fen . 7.0%
LoAsp « - ¢« o o o o .. 9.0% . L. Pro . 6.0%
L.Glu . . . . . . .. . 12.5% . L. Ser . 5.0%
Gli . ... ... ... 5.0% . L. Tre . 6.0%
L.Leu .. ... ... 12.0% . L. Tir . 3.5%
L. Ile ... .. ... 5.0% .L.Val . . ... 7.0%

[a W)
[¢]
1

y una actividad especifica de 54 m Ci/m Atom carbdén = 87%

abundancia isotdpica en todos los dtomos de carbono.

Ambos precursores marcados fueron suministrados por The Ra-
diochemical Centre, Amersham, England.
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2.5.3.- COMPOSICION DEL LIQUIDO DE CENTELLEO .-

2.5.4.-

2.5.5.-

2.5.6.-

5.0 grs. PPO
0.5 grs. Dimetil POPOP
Hasta 1 1. de Tolueno conteniendo un 20% de Tritén X-10

REACTIVO DE ORCINOL .-

0.3 grs. Fe CL3 anhidro.

1.0 gr. Orcinol (BDH)

100 ml. C1 H 37%

Preparado extemporaneamente y diluido en 50 ml. de agua destila
da.

REACTIVO DE DIFENILAMINA .-

0.5 grs. Difenilamina (BDH)
50 ml. Ac. Acético glacial.
1.5 ml. Ac. Sulfirico conc.
0.25 ml. Acetaldehido 1.6%
Preparado en el momento de la reaccidn.

REACTIVO CUPRO-ALCALINO .-

Solucidén A: 10 grs. de CO3 Na,+ 2 grs. NaCH en 500 ml. H,O dest.

2

Solucidn B: 1 gr. Tartrato Na-K en 100 ml. HZO destil.
Solucidn C: 25% de SO4 Cu.5 HZO en HZO destil.
Solucidén D: 0.1 ml. sobre ¢ + 5 ml. de solucidn B.

Solucién E: 1 ml. solucién D + 50 ml. de solucidn A.

2

Las soluciones D y E fueron preparadas extemporineamente.
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2.6.- VERIFICACION DE LA METODOLOGIA EMPLEADA .-

2.6.1.- CONDICIONES DE INCUBACION .-

2.6.2.-

El troceado del tejido se realizd con bisturi tratando de ==
conseguir rodajas lo mids finas posible, en un intento de acerca
miento al grosor de 0.5 mm estipulado por DUNLOP y Col.(67) co

mo el mds idéneo para la incorporacidén de los precursores.

La solucidn KRGP empleada es una ligera modificacién de la =
usada por UMBREIT y Col. (277) en sus estudios '"in vitro'" sobre

consumo de oxigeno y actividad enzimitica.

El tiempo de incubacidn, de 90 minutos, fué elegido tras com
probar en ensayos previos que existia una relacidn lineal entre
la cantidad de precursores incorporados y el tiempo transcurri-
do, cuando éste era de 60, 90 y 120 minutos. Esto confirmaba lo
encontrado por LEE y Col. (163) y TONOUE y Col. (275), entre =
otros. Ademds, para este periodo de tiempo, LABRIE y Col. (158)
refirieron que las caracteristicas citoldgicas y bioquimicas =

del tejido en incubacidn permanecian intactas.

FRACCIONAMIENTO CELULAR .-

El procedimiento desarrollado ha seguido, con algunas modifi

caciones, las pautas del empleado por otros autores (236, 237,=
238, 299,

En consecuencia con las determinaciones bioquimicas a reali-
zar, se pretendid separar las fracciones de dcidos nucléicos vy
proteinas entre si y del resto de los componentes celulares, en
base al diferente comportamiento de estas macromoléculas ante =

distintos solventes en condiciones (especialmente la temperatu-
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ra y tiempo) apropiadas.

Histdricamente, SCHMIDT y THANNHAUSER (236) y SCHNEIDER (237)
entre otros, establecieron las normas generales mads Optimas del

procesamiento del tejido, que luego se han seguido usando.

Sostenido en tres propdsitos fundamentales: 1°) Miximo rendi
miento en la separacidon (mayor pureza de la fraccidn obtenida);
2°) Menor pérdida posible (destruccién, trasiego, etc.) y 3°) =
Minima interferencia en la determinacidn bioquimica; estos auto
res sugirieron varias alternativas, que, a modo de resumen se =

muestran en el Cuadro n® 7 .

Las condiciones en las que se desarrolld el procedimiento en

el presente trabajo se indican a continuacidn:

Todo el procesamiento del tejido se realizd, salvo excepcio-
nes, a 4°C como temperatura miaxima, con el fin de evitar la de-
gradacidn enzimitica de las macromoléculas. En particular, las=
centrifugaciones fueron efectuadas con centrifuga MSE en camara

fria 6, en ocasiones, en una Sorvall refrigerada.

Para eliminar & reducir al minimo la pérdida de tejido, todo
el proceso se hizo en el mismo tubo de incubacién hasta la ob--

tencidn de la fraccidn 6 alicuota correspondiente.

La homogeneizacidn del tejido y los lavados con TCA 10% se =
practicaron en presencia de 0.2% de precursores no marcados evi
tando asi, posibles fendmenos de adsorcién de los precursores =

marcados, como ha sido resefiado por algunos autores (236).

El nlmero de lavados fué considerado suficiente como para =
eliminar la radiactividad presente en la fraccidn acido-soluble.
Los controles hechos en distintas ocasiones dieron, para los =

14 P - s . .
C-Aminodcidos, estimaciones prdoximas a las siguientes:
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CUADRO N° 7

Homogenizado del Tejido

l

TCA 10%

Fraccidn acido-soluble
Precipitado

Etanol 95%

Etanol-Eter, etc.

Fraccién lipidica

Pmc::l.t:m::—xdra.,\\\\\\:s
(1) ( 2 )
TCA 5% xcoa N €10 H conc.
(90°C, 15 min.) (20 hr, 37°C) (18 hr. 4°C)
f=»RNA + DNA HC1 6N + TCA 5% i—)m
v
Precipitado (1:58) Preczpltado
(PROTEINAS) \t%RNA
Precipitado 10 H conc.
(76-90°C)
TCA 5%
DNA
(90°C, 15 min.)
Precipitado
DNA (PROTEINAS)
Precipitado
(PROTEINAS)

POSIBLES ALTERNATIVAS EN EL PROCESAMIENTO TISULAR
PARA OBTENER LAS FRACCIONES MOLECULARES.

69.-
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Después de la homogeneizacién . . . . 3.000.000 cpm.

Después del primer lavado . . . . . 120.000 cpm.

Después del segundo lavado . . . . . 8.000 cpm.

Después del tercer lavado . . . . . 420 cpm.
(background . . . . . . . . 65 cpm.)

La deslipidacidn se efectud evitando el empleo del etanol da
da su condicién de posible disolvente de pequefios péptidos, lo=
que podria tener cierta importancia en la determinacién de pro-

teinas de los tejidos estudiados, en especial, del hipotdlamo.

Los controles realizados en la fraccidén deslipidizada indica
ron una contaminacién lipidica practicamente despreciable.

Tras varios ensayos previos, la separacién de acidos nucléi-
cos y proteinas se hizo siguiendo el procedimiento referido co-
mo (1) enel Cuadro n° 7 .

El hecho de no continuar la via indicada como (2), y que en
un principio se considerd como mds idbnea, fué debido a la impo
sibilidad de medir el DNA siguiendo este procedimiento, por cau

sas que se desconocen.

La extraccidn de icidos nucléicos con TCA 5% supone un equi-
librio en el tiempo entre una pequefia pérdida de deoxiribosa ==
por destruccibén y una adecuada hidrdlisis de los acidos. Se han

sugerido tiempos de incubacién entre los 10 y 40 minutos.

En ensayos previos se estimd como iddneo el tiempo de 30 mi-
nutos, dado que la cuantificacién del DNA en este momento mos--
trd un sensible aumento en relacién a los 10 minutos y fué prac

7/

ticamente igual que a los 40 minutos.
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En relacién a la solubilizacidén de las proteinas en KOH 1H,
si bien se han citado condiciones de incubacidén bastante dispa-
res (30 minutos a 50°C y 20 hr. a 37°C), se comprobd que tras =
2.5 horas a 45°C y agitacidn permanente, la disolucidén era com-
pleta.
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2.6.3.- INCORPORACION DE PRECURSORES MARCADOS .-

Una vez establecido definitivamente el procedimiento experimen
tal para el fraccionamiento molecular de los tejidos, la determi-
nacidén de la incorporacidn de precursores marcados se realizd, en
primera instancia, utilizando como liquido de centelleo el liqui-

do de Bray (indicado como valido para muestras hidrosolubles):

Naftaleno . . . . . . . . 60 grs.
PPO . . .. .00 4 grs.
popOP . . . . .. . . . 200 mgrs.
Metanol . . . . .. . . 100 ml.
EtilenGlicon . . . . . . 20 ml.
p-Dioxano . . . . . . . Hasta 1 1.

Resultd no obstante, como primer inconveniente, que las pro---
teinas no se disolvian bien en este liquido de centelleo.

En base a ello, se decidid modificar el liquido de Bray origi-
nal afiadiéndole un disolvente orgdnico, concretamente Solueno-350
o Tritdn X-100, en una proporcidn adecuada que se establecid, ===
tras varios tanteos, en 50 (1iq. Bray):1 (sol. Sol. o Tri.).

El Solueno-350 fué prontamente descartado vya que la disolu--
cién de las proteinas seguia teniendo inconvenientes, incluso, =
previo secado de la alicuota en estufa a 50°C durante 30 min.

No obstante, en los ensayos previos, y a modo de comparacidn,=
se empled la modificacidén del liquido de Bray original usando tan
to el Solueno como el Tritén.

El célculo de 1las eficiencias de contaje, por el método de =
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de relacidén de canales con estandard externo, did un valor, pa-
ra ambos disolventes, comprendido entre 0.2 y 0.3, que resulta-
ba ser bastante infedor al considerado como idbneo (0.5 como mi

nimo para el 14C).

En consecuencia, se vid la necesidad de replantear la compo-
sicidn del liquido de centelleo buscando una mayor simpleza en

el mismo al objeto de que aportase un menor ''quench' al contaje.

Se partid asi, de dos componentes bdsicos: PPO y POPOP, y se
estudié la proporcidén iddnea de Tritdn X-100 a afiadir. Resultd=

un liquido de centelleo con la siguiente composicidn:

PPO . . ... ... ... 5.0 grs.
porpOP . . ... .. .. 0.5grs.
Tolueno con un 20% de

Tritén X-100 . . . . . . hasta 1 1.

Se consiguid una completa disolucidén de las proteinas neutra
lizando el medio bdsico, en el que éstas se hallaban disueltas=
en la alicuota, con 50 ul. de CIH 8N, afiadido previa adicién =
del liquido de centelleo.

El cdlculo de las eficiencias de contaje para las fracciones
que habian incorporado tritio y carbono-14, en los distintos ca
nales, dié los resultados apetecidos, con valores comprendidos=
entre 0.5 y 0.6.

La expresién de los resultados de incorporacién en d.p.m. =
ofreci6 algunas dificultades dadas: las particularidades de los
espectros de emisidn de ambos isdtopos, las caracteristicas de
registro de los canales de 3H y 14
la dificultad técnica de conseguir una perfecta o ideal separa-

C del espectbmetro empleado,y

cién de las fracciones moleculares (4cidos nucleicos y proteina)
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que han incorporado los isdtopos (SH y 14C, respectivamente).

;g ‘1:aééaii??g’v:;c
% /45222 /4;222i/ Z
Canal A e —— Canal B —>
— MeV

Espectros de emisidn del 3H y 14C

y canales del espectdmetro.
Se determind el siguiente cdlculo:

cpm 14C (Canal B)

1°) dpm 14C incorp. =

1

Efic. 'C (Canal B)

Con lo cual se desestimd la pequefia porcidén de cpm de 14C que
se registran en el canal de tritio (Canal A) y se consideré in--
significante la aportacidn de 3H al Canal B.

3 cpm 3H (Canal A) -cpm 14C (Canal A)
2°) dpm “H incorp. =

Efic. °H (Canal A)

siendo:

1

cpm 14C (Canal B) x Efic. 4C (Canal A)

com '3C (Canal A) =

Efic. '*C (Canal B)
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De esta manera ,ademids de no tener en cuenta la insignificante

3H que son contadas en el canal de 14C, se eli

pérdida de cpm de
. . - . . 14 - .

mina una posible contribucién de cpm ' C-protelnas, consecuencia

de una incompleta separacidén de fracciones moleculares, al cdlcu

lo de las dpm 3H-Uridina incorporadas.

Como orientacidén se relacionan a continuacién los resultados=
. 3 . g .
obtenidos al calcular en corteza cerebral las dpm “H-Uridina in-

corporada/mg de tejido fresco, sin o con 14C "contaminante'' :
dpm 3H-Uridina incorp./mg Tej.fresco | | dpm 14C-Aminoéc. incorp/
mg tejido fresco.
Sin 14C y Con 14C , Difer. i% Aumento Canal 14¢ } %14C en
| 1 { ! canal 3y
. : ! '
1 ! : {
HD 114.0 ' 119.2, 5.2 4.6 65.0 \ 8.0
! ﬁ | '
HP 117.2 1 122.11 4.9 | 4.2 60.4 | 8.1
HD 125.9 132110 6.2 @ 4.9 68.1 | 9.1
: ! ; :
HC 122.3 ! 128.7: 6.4 1 5.2 67.1 1 9.5
' ' | 1
1 ' ! !
MV 110.0 | 114.2 1 4.2 1 3.8 74.3 5.6
MC 115.9 1 122,30 6.4 | 69.8 ! 9.2
[ ! .

(H=Hembras; M=Machos; D=Diestro; P=Proestro; E=Estro; C=Castra-
da (o0)s; N=Intactos).

Como puede observarse, la aportacidn del 14C al célculo de =
las dpm 3H-Uridina incorporada/mg de t.f., se mantiene inferior
a 7 dpm, lo que supone una contribucidn menor al 6%.

En relacidn a las dpm 14

da de 4

cifrar en un valor menor al 10%.

C-AAs incorporada/mg t.f., la pérdi-
C-Proteinas en la fraccidn de 4cidos nucleicos se puede
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2.6.4.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE DNA .-

Se empleé en método de Burton ( 27 ), de reconocida validez =
en la actualidad, dados los numerosisimos trabajos en los que es
utilizado.

El método se fundamenta en la reaccién de color azulado que =
se produce entre la deoxiribosa procedente del DNA hidrolizado,y
que originalmente se hallaba unida a las bases plricas,y el reac
tivo de Difenilamina.

En los estudios previos del método se comprobd positivamente=
la aportacidn de Burton al procedimiento original: aumentar la =
sensibilidad y disminuir las interferencias introduciendo acetal
dehido en el reactivo y alargando el tiempo de la reaccidn (de =
10 minutos a 17 horas) disminuyendo, paralelamente, la temperatu
ra de 100°C a 37°C.

Igualmente tras las distintas pruebas realizadas, se conside-
0 oportuno, dado el ligero aumento en la sensibilidad que se =

conseguia, alterar ligeramente la proporcidén de los componentes=

del reactivo y dejar transcurrir la reaccidén por 48 horas a 20°C.

El estudio de las interferencias mostrd que la aportacién del
RNA resultaba insignificante y menor al 1%.

Las distintas curvas estandard realizadas durante el periodo=
de experimentacién dieron un alto grado de reproducibilidad, con
escasa dispersidén de valores en cada punto de la recta como pue-

de observarse en la Fig. 1

Los coeficientes de extincién (E) Optimos de medida se situa-
ron entre 0.100 y 0.25, equivalentes a 25 y 50 pg de DNA/ml., res
pectivamente. En este rango de valores se procurd situar las con
centraciones de DNA problema de los distintos tejidos mediante =

diluciones adecuadas.
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En general se aprecid que para concentraciones de DNA inferio
res a 6 ug/ml., el método carece de fiabilidad.

Originalmente, Burton referia sus datos a concentraciones de
P-DNA (fosforo contenido en el DNA) en vez de a concentraciones=
de DNA mismas (deoxiribosa unida a purinas). Con ello trataba de
evitar posibles impurezas en el DNA estardard empleado y 'homoge
neizar" los datos para distintos DNA estardards y DNA problemas.

En la actualidad, por razones obvias, esta determinacidn estd
en desuso, al menos, en estudios que, como el presente, mias que
estimaciones absolutas pretende obtener valores comparativos en

un mismo tejido de una misma especie animal.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE RMA .-

El método de Schneider ( 238 ), usado en este trabajo, se ba-
sa en la reaccidn colorimétrica (verdosa) que se produce entre =
la ribosa, originalmente unida a bases piricas del RNA hidroliza
do y el reactivo de orcinol.

A diferencia del método de Burton, su empleo es bastante me--
nos frecuente, y los datos que aporta deben ser considerados con
una mayor prudencia.

Tras los ensayos previos, se decidio alterar ligeramente la =
composicién del reactivo original y el tiempo de la reaccidn,sin

que ello supusiera una mejoria sensible del método.

El estudio de las interferencias puso de manifiesto que la ~-
deoxiribosa reacciona ligeramente con el reactivo de orcinol. Es
ta reaccidén aditiva a la de la ribosa, no llegb a ser en cual---

quier caso, y en el rango de concentraciones de DNA presentes en
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la alicuota procedente de los distintos tejidos, superior al 5%.
Este hecho, unido a la constancia en las concentraciones de DNA
de un tejido determinado en las distintas circunstancias experi
mentales, llevd a la conclusién de tomar la concentracidén de RNA
tal y como era medida sin aplicar ningln factor de correccidn.

Las curvas estandards obtenidas en el curso del periodo de =
experimentacibén ofrecieron un apreciable grado de reproductibi-
lidad, con escasa dispersién de valores en cada punto de la ==
recta (véase Fig. 2 ).

Los valores 6ptimos de E estuvieron entre 0.100 y 0.400 y co
rrespondieron a un margen de variacidn de RNA entre 12.5 y 50 =
pg/ml. E1 limite de sensibilidad del método se situd en 10 ug -
de RNA/ml.

Quizas el aspecto mds débil del método se encuentre en que,=
dado que solo mide ribosa unida a purinas, su uso debe ser res
trictivo a comparaciones en un mismo tejido y las concentracio-
nes de RNA obtenidas en situaciones de distinta actividad no re
flejen con absoluta fiabilidad lo que en la realidad acontece.=
Es razonable pensar, no obstante, que el margen de error que =
este hecho pudiera introducir en el presente trabajo debe ser,=
si no despreciable, al menos poco significativo.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS .-

El empleo del método de Lowry y Col. se realizd tal y como =

estaba establecido en el procedimiento original.

Su amplia aceptacidn hace que se prescinda de cualquier valo
racidn critica del mismo.
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La Fig._3 muestra una recta de calibrado resumen de las rea
lizadas durante el tiempo de experimentacidn. En general la rec
ta sufrid escasas variaciones, ofreciendo valores de E con muy=

poca dispersidn para cada concentracién de proteinas.

El rango 6ptimo de medida de E estuvo entre 0.200 y 0.44, co
rrespondiendo a concentraciones de proteinas situadas entre 0.5
y 1.5 mg/ml.

El 1imite de fiabilidad del método se establecid en 0.2 mg =
de proteinas/ml.
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3.1.1.- CORTEZA CEREBRAL DE RATAS HEMBRA. -

Durante el ciclo sexual la concentracidn de DNA por célula ex
presada en ug DNA/mg/Eejido fresco, fué de: 0.665 en el diestro,
€.717 en el proestro y 0.677 en el estro (3.1.1.1, Fig. 4a ). La
mayor diferencia no llegbé al 8% y las comparaciones entre los =

distintos dias carecieron de significacidn.

La concentracidén de DNA por cé&lula en ovariectomizadas: 0.662
g DNA/mg/tejido fresco (3.1.1.1, Fig. 4a ) no presentd varia---
|4
cién alguna en relacidn a la obtenida durante el ciclo.

En la hembra ciclante la concentracidn de RNA por c&lula,esti
mada a partir del cociente yug RNA/ug DNA, evolucion$ asi: 0.897
en el diestro, 0.866 en el proestro y 0.915 en el estro (3.1.1.2,
Fig. 4b ). Los cambios, que no superaron el 6%,no fueron signifi
VOS.

La castracidn condujc a una concentracidén de RNA de 0.967 ng
RNA/ug DNA (3.1.1.2, Fig._4b ), estadisticamente similar a las =
registradas en el ciclo, de las que difirid® en menos de un 12%.

La concentracidn de proteinas por c€lula, expresada en ug pro
teinas/ug DNA, presentd una fluctuacion minima, no mis de un 11%,
y no significativa,.a lo largo del ciclo sexual, siendo los nive
les alcanzados de 287.0 en el diestro, 255.0 en el proestro y =
264.7 en el estro (3.1.1.3, Fig. 4c ).

Tras la ovariectomia, la concentracién de proteinas: 273.2 ng
proteinaséug DNA (3.1.1.3, Fig._4c ), tampoco resultd ser distin
ta a la obtenida en la hembra ciclante.

Para la sintesis de RNA por célula, expresada como dpm SH-Uri
dina incorporada(pg DNA, se encontraron, durante el ciclo sexual,
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los siguientes valores: 179.3 en el diestro, 178.8 en el proes--
tro y 184.1 en el estro (3.1.1.4, Fig. 5a ). Las diferencias in-
feriores al 3%, no tuvieron significacidén estadistica.

En la hembra castrada la sintesis de RNA fué de 191.1 dpm ==
3H-Uridina incorporada(pg DNA (3.1.1.4, Fig. 5a ), mostrando asi,
un Indice de actividad igual al observado durante el ciclo.

La sintesis de proteinas por célula, calculada en dpm 14C-Ami_
noicidos incorporados/ug DNA, se mantuvo constante a lo largo =
del ciclo sexual, siendo el 99.6 en el diestro, 96.8 en el proes
tro y 101.7 en el estro (3.1.1.5, Fig._5b ).

Idéntica intensidad biosintética se registrd tras la extirpa-
cidén gonadal, donde la sintesis de proteinas fué de 103.6 dpm =
14C-AAS incorporado/ug DNA (3.1.1.5, Fig. 5b ).

Como para los pardmetros citados, la tasa de recambio de RNA,
expresada en dpm 3H—U’ridina incorporada/pg RNA, no se modifict-=
significativamente en la hembra ciclante. Los resultados obteni-
dos fueron: 190.8 en el diestro, 200.3 en el proestro y 185.4 en
el estro (3.1.1.6, Fig. 6a ).

En ovariectomizadas, el recambio de RNA hallado: 185.4 dpm =
3H-Uridina incorporada/pg RNA (3.1.1.6, Fig. 6a ) fué, tambien,=
andlogo al detectado a lo largo del ciclo.

La tasa de recambio proteica, calculada como dpm 14C-AAs in--
corporada/mg proternas, evoluciond en el ciclo de la forma si---
guiente: 367.5 en el diestro, 365.5 en el proestro y 376.0 en el
estro (3.1.1.7, Fig._6b ). Los cambios minimos carecieron de sig
nificacién.

Esta situacién de constancia permanecid después de la castra-
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cién, que did lugar a un recambio proteico de 398.8 dpm
incorporado/mg proteinas (3.1.1.7, Fig. 6b ).
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C-AAs
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3.1.1.1.- CONCENTRACION DE DNA POR CELULA EN CORTEZA CEREBRAL DE

RATAS HEMBRA .

EXPRESADA EN; ug DNA/mg TEJIDO FRESCO

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Diestro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

10

10

t Student

0.23
0.00

>l

0.665
0.717
0.677
0.662

Sx

0.127
0.144
0.067

0.253

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

N.S.

0.040
0.045
0.024

0.080

% Difer.

(¥x]
(@)
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3.1.1.2.- CONCENTRACION DE RNA POR CELULA EN CORTEZA CEREBRAL DE

RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: ug RNA/pg DNA

N
Diestro 7
Proestro 9
Estro 8
Castradas 8

t Student

Diestro/Proestro 0.28
Proestro/Estro 0.45
Estro/Diestro 0.14
Diestro/Castradas 0.58

Proestro/Castradas 0.97

Estro/Castradas 0.44

=l

0.897
0.866
0.915

0.967

Signific. Estad.
y Probabilidad

Sx

0.226
0.193
0.226
0.212

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

0.085
0.064
0.080
0.074

% Difer.

3.5
5.7
2.0
7.8
11.7

- 5.7
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3.1.1.3.- CONCENTRACION DE PROTEINAS POR CELULA EN CORTEZA CEREBRAL

DE RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: ug PROTEINAS/ug DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

0.03
0.31
0.29
0.62
0.62

0.40

X Sx
287.0 40.7
255.0 51.7
264.7 26.5
273.2 64.0

Signif. Estad.
y Probabilidad
N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

14.4
18.3
10.0
22.6

% Difer.

3.8
8.4
4.8
7.1
3.2
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3.1.1.4.- SINTESIS DE RNA POR CELULA EN CORTEZA CEREBRAL DE

RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (SH) URIDINA INCORPORADA{ug DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

0.03
0.31
0.29
0.62
0.62

0.40

X Sx
179.3 37.1
178.8 37.6
184.1 24.6
191.1 41.2

Signif. Estad.
y Probabilidad
N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

92.-

12.4
13.3

8.7
13.0

% Difer.

0.3
3.0
2.6
6.6.
6.9

3.8
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3.1.1.5.- SINTESIS DE PROTEINAS POR CELULA EN CORTEZA CEREBRAL DE

RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM ('*C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/ug DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

0.30

0.45

0.30
0.61

>

99.6
96.8
101.7

103.6

Signif. Estad.
y Probabilidad
N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

Sx

25.3
19.0
23.4

24.3

8.9

6.3

8.3

8.6

% Difer.

2.8

5.1

2.1

4.0

7.0

1

.9
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FIGURA N° 5
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SINTESIS DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN CORTEZA CERTBRAL DE RATAS HEMBRAS

DURANTE EL CICLO ESTRAL Y CASTRADAS (C).

Los datos expresan pcrcentajes de variacidn (X ¥ E) con resnecto a los
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valores obtenidos en proestro (P): (a) 178.8 T 13.3 dpm (BH) Uridina in-

corp./pg DNA, (B) 96.3 * 6.3 dmm (14C) Aminodcid. incorn./ug DNA (D = -

diestro, E = estro).
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3.1.1.6.- TASA DE RECAMBIO DE RNA EN CORTEZA CEREBRAL DE RATA HEMBRA

DPM (°H) URIDINA INCORPORADA/ug RNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

0.42
0.66
0.23
0.23
0.67
0.00

X Sx
190.8 47.7
200.3 46.5
185.4 42 .4
185.4 47.8

Signif.Estad.
y Probabilidad
N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

o@

14.1
14.7
15.0

15.1

Difer.

5.0
7.4
2.9
2.8
7.4

0.0

95. -
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3.1.1.7.- TASA DE RECAMBIO DE PROTEINAS EN CORTEZA CEREBRAL DE

RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM ( '*C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/mg PROT.

N X
Diestro 8 367.5
Proestro 8 365.5
Estro 8 376.0
Castradas 9 398.8

t Student
Diestro/Proestro 0.05
Proestro/Estro 0.27
Estro/Diestro 0.20
Diestro/Castradas 0.68

Proestro/Castradas 0.77

Estro/Castradas 0.53

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

Sx

86.0
74.6
72.3
91.5

Signif.Estad.
y Probabilidad

o

30.4
26.3
25.5

30.5

Difer.

0.5
2.9
2.3
8.5
9.1
6.1

96.-
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FIGURA N° 6

% % -
(a) (b)

125 A 125 —
100 — - 100 — ;
Il -
75 75 4 :
50 50 =
»5 iﬁa: 05 Ht :

oJ 3 O—J k

D PE C C

TASA DE RECAMBIO DE RN\ (a) Y PROTEINAS (b) EN CORTEZA CTREBRAL DE RATAS
HEMBRAS DURANTE EL CICLO ESTRAL Y CASTRADAS ().

Los datos expresan porcentajes de variacién (% * E) con resnecto a los =

valores obtenidos en proestro (P): (a) 20n.3 * 14.7 drm (3H) Uridina in-

corp. /ug RNA, (b) 365.5 * 26.3 drm ('4C) Aminodcid. incorn. /mg Proteinas.

(D = diestro, [ = estro).

ion reafizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008
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3.1.2.- CORTEZA CEREBRAL DE RATAS MACHO .-

Después de la orquidectomia la concentracidén de DNA por célu
la, expresada en ug DNA/mg tejido fresco, permanecié inalterada,
siendo de 0.668 en los machos intactos y de 0.691 en los castra

dos, (3.1.2.1., Fig. 7a ).

La concentracién de RNA por célula que pasd de 0.871 ug RNA/
ug DNA en los controles a 0.863 ug RNA/ug DNA en castrados (3.1.
2.2, Fig. 7b ), se matuvo igualmente, sin cambio significativo.

La extirpacidn testicular tampoco afectd a la concentracidn=
de proteinas por célula, que fué de 303.9 ug proteinas/ug DNA =
en los machos control y de 299.3 en orquidectomizados (3.1.2.3,
Fig. _7c ).

Los valores obtenidos para la sintesis de RNA por célula, ex
presada en dpm 3H-Uridina incorporada/ug DNA: 172.6 en machos =
intactos y 175.5 en castrados (3.1.2.4, Fig. 8a ), mostraron,co
mo en los casos anteriores, la ausencia de variacién significa-
tiva.

Idéntica fué la respuesta a la ausencia de las génadas de la
sintesis de proteinas por célula que, calculada por el cociente

14

dpm ' 'C-Aminodcidos incorporados/ug DNA, did: 119.1 en los con-

troles y 111.8 en los castrados (3.1.2.5, Fig. 8b ).

En tasa de recambio de RNA, obtenida en la relacidn dpm 3H—
Uridina incorporada/ug RNA, también se conservd sin cambios: =
176.2 en machos intactos y 179.8 en orquidectomizados (3.1.2.6,

Fig. 9a ).

Finalmente, lo mismo sucedid con la tasa de recambio protei

ca, que, medida como el cociente dpm 4

C-AAs incorporada/mg =
proteinas, resultd ser de 393.0 en los controles y 377.0 en ==

los machos castrados (3.1.2.7, Fig. 9b ).

ealizada por ULPEC. Biblinteca Universitaria, 2008
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3.1.2.1.- CONCENTRACION DE DNA POR CELULA EN CORTEZA CEREBRAL DE

RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: ug DNA/mg TEJIDO FRESCO

N X Sx
Controles 9 0.668 0.128
Castrados 8 0.691 0.137

Signif. Estad.

t Student U5 i obilidad

Controles/Castrados 0.34 N.S.

0.043
0.048

99.-

% Difer.

realizada por ULPGEC. Bibiinteca Universitaria, 2008
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3.1.2.2.- CONCENTRACION DE RNA POR CELULA EN CORTEZA CEREBRAL DE

RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: ug RNA/ug DNA

N

Controles 8

Castradas 8
t Student

Controles/Castrados 0.07

>l

Sx

0.871 0.196

0.863 0.208

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.

0.069

0.073

% Difer.

0.9

100.-

itn realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008
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3.1.2.3.- CONCENTRACION DE PROTEINAS POR CELULA EN CORTEZA CEREBRAL
DE RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: ug PROTEINAS/ug DNA

101.-

N X Sx E
Controles 8 303.86 41.63 14.72
Castrados 8 299.32 65.54 23.17
t Student Signif. Estad. % Difer.

y Probabilidad

Controles/Castrados 0.15 N.S. 1.5

realizada por ULPGEC. Bibiinteca Universitaria, 2008

108 autore

© Del



% -

125

100 —

75 -

50

25 _

(a)

o

FIGURA N° 7

125

100 —

75 4

50

25

(b)

%

125

100

75

50—J

25 ]

(c)




3.1.2.4.- SINTESIS DE RNA POR CELULA EN CORTEZA CEREBRAL DE RATAS
MACHO.

EXPRESADA EN: DPM (SH) URIDINA INCORPORADA/ug DNA

N X Sx E
Controles 9 172.65 43.03 14.34
Castradas 8 175.53 45.87 16.22

Signif. Estad.

t Student 5. babilidad

Controles/Castrados 0.12 N.S. 1.7

103. -

% Difer.

reaiizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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3.1.2.5.- SINTESIS DE PROTEINAS POR CELULA EN CORTEZA CEREBRAL DE
RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: DPM ('*C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/pg DNA

N X Sx E
Controles 8 119.06 30.89 10.92
Castradas 8 111.80 31.91 11.28
Signif. Estad. 2 Difer.

t Studef}t y Probabilidad

Controles/Castrados 0.37 N.S. 6.1

104.-

tealizada pot ULPGC. Biblicteca Universitaria, 2008
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FIGURA N°_8
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SINTESIS DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN CORTEZA

N C N C

DE RATAS MACHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacidén (%- ¥ E) con

CEREBRAL

respecto a los valores obtenidos en los normales (con--

troles): (a) 172.6 * 14.3 dpm (°H)Uridina incorp./ug

INA, (b) 119.1
DNA.

+

10.9 dpm (14C)Aminodcid. incorp./ug
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3.1.2.6.- TASA DE RECAMBIO DE RNA EN CORTEZA CEREBRAL DE RATAS
MACHO.

EXPRESADA EN: DPM (°H) URIDINA INCORPORADA/pg RNA

N X Sx E
Controles 10 176.2 47 .1 14.9
Castradas 8 179.8 47.0 16.6

t Student  Signif, Estad.  , .
y Probabilidad  ° Difer.

Controles/Castrados 0.34 N.S. 3.4

ion tealizada pot ULPGC. Bibtinteca Universitaria, 2008
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3.1.2.7.- TASA DE RECAMBIO DE PROTEINAS EN CORTEZA CEREBRAL DE
RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: DPM ('*C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/mg PROT.

N X Sx E
Controles 10 393.0 103.7 32.7
Castrados 9 377.0 142.5 47.5

Signif. Estad.

t Student 7B obilidad

Controles/Castrados 0.26 N.S. 4.1

107. -

% Difer.

ealizada por ULPEC. Biblinteca Universitaria, 2008
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FIGURA N°_ 9
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TASA DE RECAMBIO DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN CORTEZA CE
REBRAL DE RATAS MACHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (x : E) con =
respecto a los valores obtenidos en los normales (contro-
les): (a) 176.2 * 14.9 dpm (°H)Uridina incorp./ug RNA, (b)
393.0 ¥ 32.7 dpm ('*C) Aminodcid. incorp./mg Proteinas.
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3.2.-

ADENOHIPOCFISIS
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3.2.1.- ADENCHIPOFISIS DE RATAS HEMBRA .-

A lo largo del ciclo estral el‘peso fresco de la glédndula per
manecid constante, obteniendose valores de: 8.32 mg en el dies--
tro, 9.19 mg en el proestro y 8.69 mg en el estro (3.2.1.1, Fig.
10a ), 1o que supuso una diferencia mixima del 10.5% (entre el =

diestro y el proestro).

ROBINSON y Col. (226 ) y SALAMAN (220) han referido, igualmen
te, una ausencia de cambio significativo en el peso fresco de la

adenohipdéfisis con las distintas fases del ciclo sexual.

CONVEY y Col ( 40), sin embargo, detectaron en el estro un =
peso glandular mads elevado en un 19.8% al del proestro y en un =
13.4% al del diestro.

En ratas ovariectomizadas la adenohipdfisis alcanzd un peso =
de 10.75 mg (3.2.1.1, Fig.10a ), que resultd ser significativa--
mente mayor que el peso de la glandula en cualesquiera de los =

realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

dias del ciclo. Porcentualmente ,la castracién representd un in--
cremento del 29% (p<0.005), 17% (p<0.025) y 24% (p<0.01) res-
pecto al diestro, proestro y estro, respectivamente.

{os autores. Digitalizaci

Después de 16 dias de extirpacidn gonadal, ROBINSON y LEAVITT

(225) encontraron entre un 7% y un 10% de aumento en el peso =

© Del

adenohipofisario en comparacidn a la hembra ciclante.

La concentracién de DNA por célula, expresada como ug DNA/mg
tejido fresco, fué durante el ciclo de: 6.10 en el diestro, 5.82
en el proestro y 6.01 en el estro (3.2.1.2, Fig.10b ). La varia-
cidén porcentual entre cada par de valores no 1llegd al 5%, care--

ciendo siempre de significacién.

Tras la ovariectomia la concentracién de DNA: 5.75 ug DNA/mg
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tejido fresco (3.2.1.2, Fig.1gb ) fué algo mds baja que la regis
trada a lo largo del ciclo. Este descenso, que no sobrepasd el =

%, no tuvo significacién estadistica.

Los resultados obtenidos para el contenido glandular de DNA:
47.2 pg en el diestro, 50.6 pg en el proestro y 49.8 pug en el es
tro (3.2.1.3, Fig.l0c ), con una diferencia mixima del 7%, mos-=

traron la constancia del mismo en la hembra ciclante.

Tanto para la concentracidén por célula como para el contenido
glandular de DNA, ROBINSON y Col. (226) y CONVEY y Col. (40) =
sefialaron, de acuerdo con los datos presentados aqui, la ausen--
cia de variaciones significativas durante el ciclo sexual.

En hembras castradas el contenido adenohipofisario en DNA se
elevd a 56.64 ug (3.2.1.3, Figl0c ), lo que representd un lige-
ro aumento,no significativo, del 12% en relacién al proestro e
incrementos del 20% (p<0.025) y 14% (p<0.05) en comparacidén a

i

realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

lo obtenido en el diestro y estro, respectivamente.

ROBINSON y Col. (226) a la vez que 'no observaron cambio algu-
no en la concentracién de DNA por célula tras la ovariectomia,en
contraron un contenido glandular de DNA en hembras castradas su-
perior en un 26% respecto al del diestro y en un porcentaje algo

menor en relacidén al del proestro y estro.

Durante el ciclo sexual la concentracidén de RNA por célula, =
estimada por el cociente ug RNA/ug DNA, evoluciond asi: 0.182 pa

ra el diestro, 0.236 para el proestro y 0.213 para el estro (3.2.

1.4, Fig.1la ). Tuvo significacidén (p<0.05) el incremento del =
30% que se produjo en el trdnsito del diestro al proestro.

Un patrén de fluctuacidn similar se encontrd para el conteni-

do glandular de RNA: 9.54 ng en el diestro, 12.50 ug en el proes

 los autores
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tro y 11.17 pg en el estro (3.2.1.5, Fig.1lb ), siendo significa
tivos el aumento del 31% (p< 0.025) que acompafid el paso diestro
-proestro y el descenso del 17% (p<0.05) que supuso el avance =

del estro al nuevo diestro.

Como en el presente trabajo, ROBINSON y Col. (226) detectaron
los mds altos niveles de concentracidn y contenido de RNA en los
dias del proestro y estro, estando las diferencias porcentuales=

de los pares de valores comprendidas entre el 10 y el 20%.

SALAMAN (230), por el contrario, observd oscilaciones minimas
y no significativas de la concentracidn de RNA a lo largo del ci

clo.

CONVEY y Col. ( 40), por su parte, obtuvieron las mayores con
centraciones celulares y contenido glandular de RNA en el dia ==
del estro, siendo las mds bajas (en un 22% y 28%, respectivamen-
te) las del diestro.

La extirpacidén gonadal did lugar a una concentracidn de RNA =
por célula de 0.213 ug RNA/pg DNA, (3.2.1.4, Fig.lla ), que fug=
un 37% mayor que la del diestro (p<0.05) y no significativamen-

te distinta a la de los otros dias del ciclo.

De otro lado, el contenido adenohipofisario de RNA en hembras
castradas: 11.17 pg (3.2.1.5, Fig.11b ), representd una subida
del 47% (p<0.025) respecto al del diestro y del 26% (p<0.05)

comparado al del estro.

En ovariectomizadas de 16 dias, ROBINSON y Col. (226) regis-
traron, tanto para la concentracidén como para el contenido de

RNA, descensos comprendidos entre el 20 y el 30% en relacidn a

las hembras ciclantes.

realizada por ULPGEC. Biblioteca Universitaria, 2008
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La concentracidn de proteinas por célula en el promedio de la
gldndula, estimada por el cociente pg proteinas/ug DNA, oscild =
asi a lo largo del ciclo: 48.5 en el diestro, 53.7 en el proes--
tro y 52.3 en el estro (3.2.1.6, Fig.1l2a ). Los cambios produci-

dos, carentes todos de significacién estadistica, no superaron

el 11% (entre el diestro y el proestro).

El contenido glandular de proteinas durante el ciclo sexual
fluctué de un modo parecido a como lo hizo la concentracidén: ==
2.63 mg en el diestro, 3 mg en el proestro y 2.76 en el estro =
(3.2.1.7, Fig.12b ). Aunque se llegaron a conseguir diferencias=
de hasta un 14% (entre el proestro y el estro), €stas carecieron
siempre de significacién estadistica.

En coincidencia con los resultados expuestos, ROBINSON y Col.
(226) encontraron valores de concentracién y contenido de proteil
nas ligeramente mids altos, si bien no significativamente diferen
tes, en los dias del proestro y estro.

ion realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2006

Igualmente TER HAAR y Col. (272) refirieron, para las horas =
del dia en que se efectuaron las mediciones en el presente traba

jo, una concentracibén de proteinas por célula constante durante=

ios autores. Digitali

el ciclo sexual.

En hembras castradas la concentracidén de proteinas por célula
fué de 55.6 pg proteinas/pg DNA (3.2.1.6, Fig.12a ), un nivel =
igual al mayor de los obtenidos durante el ciclo y mis elevado,=
en un 15% (p<0.05), al registrado en el diestro.

©Del

En lo que concierne al contenido proteico adenohipofisario,és
te resultd ser de 3.21 mg tras la extirpacidén gonadal (3.2.1.7,
Fig.12b ), lo que supuso un aumento del 22% (p<0.05) en rela---
cidn al diestro y un contenido similar que el del proestro y es-
tro.
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La sintesis de RNA por c&lula, expresada como dpm 3H—Uridina
incorporada/ug DNA, oscild en la hembra ciclante de la siguien-
te manera: 44.2 en el diestro, 57.5 en el proestro y 63.1 en el
estro (3.2.1.8, Fig.13a ). En el avance del ciclo fueron signi-
ficativos el incremento del 43% (p<0.005) en el paso diestro-=

proestro y el descenso del 30% (p<0.005) en el paso estro-dies

tro.

La castracidn condujo a una sintesis de RNA de 72.8 (3.2.1.8,
Fig.13 a ), lo que significd un aumento del 65% (p<0.005) y =
27% (p<0.005) respecto a la observada en el diestro y proestro,
respectivamente.

A lo largo del ciclo sexual la sintesis de proteinas por cé-
lula, expresada por el cociente dpm 14C—Aminoécidos incorpora--
dos/png DNA, evoluciond asi: 350.4 en el diestro, 432.9 en el --
proestro y 444.9 en el estro (3.2.1.9, Fig.13b ). Destacan la
subida del 24% (p<0.025) en el paso diestro-proestro y la baja

da del 27% (p<0.05) en el trdnsito del estro al diestro.

fl

Tras la ovariectomia la sintesis de proteinas por célula: =
499.3 dpm 14C-AAs incorporada/ug DNA (3.2.1.9, Fig.13b ) no di-
firid de la obtenida en los dias proestro y estro y fué mis al-

ta, con un 43% (p<0.005), que la del diestro.

En la hembra ciclante la tasa de recambio de RNA, calculada=
a partir del cociente dpm 3H-Uridina incorporada/ug RNA, resul-
td ser de: 244.8 en el diestro, 232.3 en el proestro y 312.6 en
el estro (3.2.1.10, Fig.14a ). Mostraron significacidn estadis-
tica la elevacién del 28% (p<0.01) del paso proestro-estro y =
el descenso del 35% (p<0.005) del paso estro-diestro.

SALAMAN (230) describid una intensidad de recambio de RNA =

alizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

. Digitalizacion re:

{os autores.

©Del



115.

mayor, hasta en un 87%, en el proestro y el estro que en el dies
tro.

La tasa de recambio encontrada después de la extirpacién gona
dal: 312.6 dpm “H-Uridina incorporada/ug RNA (3.2.1.10, Fig.lda )
supuso incrementos del 37% (p<0.005) y del 44% (p<0.005) en re
lacidén a los valores registrados en los dias del diestro y proes
tro, respectivamente.

Por lo que se refiere a la fluctuacidon de la tasa de recambio
de proteinas, expresada en dpm 14C-Aminoé.cidos incorporados/mg =
proteinas, durante el ciclo sexual, los datos recogidos: 6718.3
en el diestro, 8375.7 en el proestro y 9156.5 en el estro (3.2.1.
11, Fig.14b ), sefialaron cambios significativos en los pasos ===
diestro-proestro (elevacidn del 25%) (p<0.025) y estro-diestro =
(descenso del 36%)(p<0.01).

MOGUILEVSKI y Col. (199) experimentando ''in vitro' refirieron,
en coincidencia con lo expuesto, una tasa de recambio proteica =

mayor (entre un 58.y un 70%) en el proestro y el estro que en el
diestro.

Por contra, TER HAAR y Col. (272), trabajando "'in vivo'", en--
contraron una intensidad de recambio en torno a un 45% mas alta=

en el proestro que en los otros dias del ciclo.

La castracidn situd la tasa de recambio proteica en 10361.8 =
dpm 14C-AAs incorporada/mg proteinas (3.2.1.11, Fig.14b), un ni
vel de actividad aniloga al del estro y significativamente mis =
elevada, en un 24% (p<0.025) y en un 54% (p<0.005) respectiva-

mente, a la obtenida en el proestro y diestro.

En hembras castradas por 21 dias, SALAMAN(148)encontrd un re-
cambio proteico similar al del estro y diestro y menor, en un ==
33%, al del proestro.

realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008
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3.2.1.1.- PESO DE LA ADENOHIPOFISIS DE RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: mg TEJIDO FRESCO

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

N X
10 8.32
10 9.19
9 8.69
10 10.75

Signif. Estad.
t Student y Probabilidad

1.64
0.95
0.66
3.56
2.38

2.97

Sx

1.20

1.05

1.66

N.S.
N.S.
N.S.
0.005
0.025

0.01

116.-

0.38
0.33
0.37
0.53

% Difer.

10.5
5.7
4.5

29.2

17.0

23.7

realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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3.2.1.2.- CONCENTRACION DE DNA POR CELULA EN ADENCHIPOFISIS DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: pig RNA/ug DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

0.65
0.62
0.21
0.74
0.16
0.58

>l

5.82
6.01

5.75

Signif. Estad.
y Probabilidad

Sx

0.92
0.79
0.70
1.02

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S

N.S.

0.31

0.26

0.25

0.32

% Difer.

(93]

.81
.26
.50
.09
.22
.52

realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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3.2.1.3.- CONTENIDO TOTAL EN DNA DE LA ADENCHIPOFISIS DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: ug DNA

N X Sx
Diestro 8 47,23 6.19
Proestro 9 50.61 7.01
Estro 8 49.83 6.12
Castradas 9 56.64 7.94

Signif. Estad.

£ Student 075 habilidad
Diestro/Proestro 0.98 | N.S.
Proestro/Estro 0.23 N.S.
Estro/Diestro 0.79 N.S.
Diestro/Castradas 2.54 < 0.025
Proestro/Castradas 1.61 N.S.
Estro/Castradas 1.84 < 0.05

% Difer.

5.50
19.92
11.91

14.27
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FIGURA N°10
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120.-

3.2.1.4.~ CONCENTRACION DE RNA POR CELULA EN ADENOHIPOFISIS DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: ug RNA/ug DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

N X
8 0.182
8 0.236
7 0.213
9 0.249
Student

2.13 <

Sx

0.037
0.056
0.036
0.042

Signif. Estad.
y Probabilidad

0.05

N.S.

N.S.

0.005

N.S.
N.S.

o

.013
.020
.014
.014

Difer.

29.7
10.8
17.0
36.8

5.5
16.9
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3.2.1.5.- CONTENIDO TOTAL EN RNA DE LA ADENCHIPOFISIS DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: ug RNA

N X Sx
Diestro 8 9.54 1.51
Proestro 8 12.50 3.20
Estro 7 11.17 1.62
Castradas 9 14.03 3.36

Signif. Estad.

t Student y Probabilidad
Diestro/Proestro 2.21 < 0.025
Proestro/Estro 0.93 N.S.
Estro/Diestro 1.88 < 0.05
Diestro/Castradas 3.27 < 0.005
Proestro/Castradas 0.90 N.S.

Estro/Castradas 1.94 < 0.05

0.53

0.61

% Difer.

17.1
47 .1
12.2
25.6
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FIGURA N2 11

% % -
(a) (b)

125 4 125 — _
100 — | 100 - T

75 — 75 ]
50 — 50 _

25 _ 25 _

0 -] 0 3

C

CONCENTRACION (a) Y CONTENIDO TOTAL (b) DF RN\ TN ADENOITPOFISIS DE PATAS
HEMBRAS DURANTE EL CICLO TSTRAL Y CASTRADAS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacidn (X I E) con respecto a los va
lores obtenidos en proestro (P): (a) 0.236 I 0.020 ug PNA/ug DNA, (b) ==
12.50 ¥ 1.13 ug RNA., (D = diestro, E = estro).

(a) D-P  n<0.05 (b) D-P p<0.025
D-C  p<0.005 L-D n<0.05
D-C  p<0.005

E-C  p<0.05
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3.2.1.6.- CONCENTRACION DE PROTEINAS POR CELULA EN ADENOHIPOFISIS
DE RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: ol PROTépg DNA

N X Sx E
Diestro 8 48.56 7.42 2.62
Proestro 7 53.74 8.77 3.32
Estro 7 52.30 8.86 3.35
Castradas 8 55.61 7.19 2.54
Signif. Estad. 0 T _
t Student v Probabilidad ¢ Difer.
Diestro/Proestro 1.15 N.S. 10.7
Proestro/Estro 0.28 N.S. 2.75
Estro/Diestro 0.83 N.S. 7.70
Diestro/Castradas 1.81 < 0.05 14.5
Proestro/Castradas 0.42 N.S. 3.5

Estro/Castradas 0.74 N.S. 6.3

realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008
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3.2.1.7.- CONTENIDO TOTAL EN PROTEINAS DE LA ADENCHIPOFISIS DE

RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: mg PROTEINAS

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

1.40
0.91
0.50
1.96
0.69
1.50

>

2.63
3.00
2.76
3.21

Sx

0.49
0.46
0.45

0.61

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.
N.S.
N.S.
< 0.05
N.S.
N.S.

% Difer.

14.1
8.7
8.0

22.1
7.0

16.3
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FIGURA N°_12
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CONCENTRACION (a) Y CONTENIDO TOTAL (b) DE PPOTEINAS EN ADENCHIPOFISIS
DE RATAS HEMBRAS DURANTE LCL CICLO ESTRAL Y CASTRADAS ((C).

Los datos expresan porcentajes de variacidn (x ¥ E) con resrecto a los
.32 pg Proteinas/ug ==

DNA, (b) 3.00 * 0.17 mg Proteinas. (D = diestro, E = estro)

(O]

valores obtenidos en proestro (P): (a) 53.74 *

(a) D-C  p<0.05 - () D-C  p<n.05
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3.2.1.8.- SINTESIS DE RNA POR CELULA EN ADENCHIPOFISIS DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (14C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/ug DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

Student

4.46
4.24
2.26
1.39

X Sx
44 .22 8.02
57.51 8.02
63.05 7.09

72.76 15.91

Signif. Estad.
y Probabilidad
< 0.005
< 0.005
N.S.
< 0.005
< 0.025

N.S.

o

2.83
2.83
2.68
5.62

126.~

Difer.

30.05
9.6
42.6
64.5
26.5

15.44
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3.2.1.9.- SINTESIS DE PROTEINAS POR CELULA EN ADENCHIPOFISIS DE

RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM ('%C) AMINOACIDOS INCORPORADOS /g DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

Student

0.59
4.23
3.98
3.36
3.65

0.74

i

350.43
432.94
444 .89

499.30

Sx

69.006
57.11
85.89

85.03

Signif. Estad.
y Probabilidad

< 0.005

< 0.01

< 0.005

< 0.005

26.11
21.59
32.47
28.34

% Difer.

5.4

36.8
44.2

7.2
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FIGURA X° 13
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SINTESIS DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN ANENOIIPOFISIS DE RATAS HEMBRAS
DURANTE EL CICLO ESTRAL Y CASTRADAS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (X ¥ I) con resmecto a los
valores obtenidos en nroestro (P): (a) 57.51 ¥ 2.33 dmm (SH) Uridina =
incorp. /ug DNA, (b) 432.9 * 21.6 dom (T4C) Aminodcid. incorn./ug DNA.
(D = diestro, E = estro).

(a) D-P  p<0.005 (5) P-F  n<n.005
P-E  n <0.005 E-D 1 <0.0T
n-C  p<0.005 D-C  n<0.905

P-c p<n.0n25 P-C n<0.005
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3.2.1.10.- TASA DE RECAMBIO DE RNA EN ADENCHIPOFISIS DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (SH) URIDINA INCORPCRADA/ug RNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

ro

t Student

.28
.10
.52
.66
.18

X Sx
244.8 33.2
232.3 37.8
312.6 31.5
335.0 70.2

Signif. Estad.

y Probabilidad

< 0.025

< 0.05
< 0.005

N.S.

N.S.
N.S.

129.-

12.6

23.4

% Difer.

23.5

2.8
27.0
42.5
15.3
12.2
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3.2.1.11.- TASA DE RECAMBIO DE PROTEINAS EN ADENOHIPOFISIS DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM ('*C) AAs INCORPORADA/mg PROT.

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

2.97

X Sx

6718.3 963.9
8375.7 1463.8
9156.5 1762.8
10361.6 1604.2

Signif. Estad.
y Probabilidad
< 0.025
N.S.
< 0.01
< 0.005
< 0.025

N.S.

364.3
553.2
666.2
567.1

130.-

% Difer.

24.7

0.8
36.3
54.2
23.7
13.1
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FICURA N°14
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TASA DE RECAMBIO DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN APENOIIPOTFISIS DF RATAS
[IEMBRAS DURANTLE EL CICLO ESTRAL Y CASTRADAS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (X . F)con resnecto a los=
valores obtenidos en proestro (P): (a) 232.3 T 12.6 dom (°1) Uridina =
incorp. /ug RNA, (b) 8375.7 T 553.2 dpm (°H) Aminodcid. incorn./mg Pro-

teinas. (D = diestro, E = estro).

(a) D-P  p<0.025 (M) D-P n<0.025
E-D 1< 0.05 E-D p<0.01
D-C 1< 0.005 n-C n<0.0ns

P-C  n<0.025
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3.2.2.- ADENCHIPOFISIS DE RATAS MACHO .-

El peso de la glandula pasdé de 6.65 mg en los controles a 9.24
mg en machos castrados (3.2.2.1, Fig.15a ), lo que representd un=

incremento del 39% (p<0.005).
STEINBERGER y Col. (261) refirieron, tras 8 semanas de extirpa

cidn testicular, una subida del 24% en el peso de la adenohipdfi-
sis.

KRAICER y Col. (154), por su parte, encontraron un aumento en
el peso del 28% después de 32 dias de orquidectomia.

La concentracidon de DNA por célula, estimada por el cociente =
pg DNA/mg tejido fresco, cambid por la castracidn de 5.99 a 5.27
(3.2.2.2, Fig. 15b), suponiendo asi, un ligero descenso del 12% =
que no tuvo significacién estadistica.

De acuerdo con lo expuesto, KRAICER y Col. (154) comprobaron =
que la orquidectomia mantenia invariable la concentracidén de DNA.

El contenido de DNA por glandula fué de 39.7 ug en machos in-=
tactos y de 49.1 ug en castrados (3.2.2.3, Fig. 15c), lo que supu
so un incremento del 24% (p<0.05).

En machos castrados por 28 dias HYMER y Col. (116) observaron=

un contenido de DNA mayor, en un 23%, que en los controles.

Igualmente KRAICER y Col. (154) detectaron una subida del 20%
en el contenido de DNA glandular después de la extirpacidén gona--
dal.

La concentracién de RNA por célula, expresada en ug RNA/pg DNA,
fué de 0.235 en controles y 0.286 en machos castrados (3.2.2.4, =
Fig. 16a). Ello signific6é un alza del 22% (p<0.05S) tras la ausen-
cia de las gonadas. ‘
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En lo que respecta al contenido glandular de RNA éste evolu-
ciond desde 10.4 ug en los machos intactos hasta 14.1 ng en ova
riectomizados (3.2.2.5, Fig.16b), equivaliendo a un aumento -

del 36% (p<0.05).

KRAICER y Col. (154) no encontraron cambio significativo en
la concentracidn de RNA con la castracidén y si un incremento =

del 25% en el contenido glandular de RNA.

Con la extirpacién testicular la concentracién de proteinas=
por célula, valorada por el cociente ug proteinas[pg DNA, expe-
rimentd una ligera subida no significativa del 13%, pasando de
51.2 en controles a 58.0 en castrados (3.2.2.6, Fig.17a ).

Por su parte el contenido adenochipofisario de proteinas fué
de 2.03 mg en machos intactos y 2.43 mg en orquidectomizados =
(3.2.2.7, Fig.17b ), lo que representdé un aumento del 20% (p<

0.05) debido a la manipulacidn experimental.

La sintesis de RNA por célula, expresada en dpm 3H-Uridina =
incorporada/ug DNA, resultd ser de 89.6 en controles y 115.3 en
machos castrados (3.2.2.8, Fig. 18a). Asi, la extirpacidn gona-
dal produjo una activacidén de la sintesis del 29% (p <0.05).

STADTLER y Col.(258) observaron autorradiograficamente una =
mayor sintesis de RNA en todos los tipos celulares de la adeno-
hipéfisis, y en particular en los gonadotrofos, en machos cas--
trados por 4 y 8 semanas.

En lo que concierne a la sintesis de proteinas por célula, =

estimada en dpm 14

C-Aminodcidos incorporados/ug DNA, varid des-
de 362.1en machos intactos hasta 471.2 en orquidectomizados (3.

2.2.9, Fig.18b), lo que supuso un aumento del 30% (p<0.05).
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La tasa de recambio de RNA, calculada a partir del cociente
dpm 3H-Uridina incorporada/pg RNA, no se alterd significativa-
mente por la orquidectomia, siendo de 342.0 en machos intactos
y de 396.7 en los castrados (3.2.2.10, Fig.19a).

Por lo que se refiere a la tasa de recambio proteica estima
da por la relacién dpm 14C—Aminoécidos incorporados/mg protei-
nas, se intensificd por la castracién en un 34% (p<0.005), pa
sando de 6.769,8 en los controles a 9.100,1 en los machos cas-
trados (3.2.2.11, Fig. 19b).

TONOUE y Col. (275) experimentando ''in vitro'' encontraron,=
de acuerdo con los resultados obtenidos aqui, una activacidén =
del 42% de la tasa de recambio proteica tras tres semanas de =

orquidectomia.

LEE y Col. (163) tambien "in vitro'" no llegaron a detectar=
cambios significativos en el recambio proteico después de cua-

tro semanas de castracidn.

MOGUILEVSKI y Col. (200), por su parte, y confirmando igual
mente los datos expuestos, observaron '"in vivo'' un aumento del
31% en el recambio proteico de ratas macho ante la ausencia de

las gonadas por cuatro semanas.

© Del documento, los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblicteca Universitaria, 2008



3.2.2.1.- PESO DE LA ADENOHIPOFISIS DE RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: mg TEJIDO FRESCO

N

Controles 9

Castrados 9
t Student

Controles/Castrados 3.25

X Sx
6.65 1.08
9.24 1.98

Signif. Estad.
y Probabilidad

< 0.005

0.36
0.66

% Difer.

38.9

135. -
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3.2.2.2.- CONCENTRACION DE DNA POR CELULA EN ADENCHIPOFISIS DE
RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: pg RNA/pg DNA

N X Sx E
Controles 8 5.99 1.10 0.39
Castrados 9 5.27 1.65 0.55

t Student oignif. Estad.

136.-

y Probabilidad ¢ Difer.

Controles/Castrados 0.35 N.S. 12.0

1 realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

{os autores. Digitalizaci
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3.2.2.3.- CONTENIDO TOTAL EN DNA DE LA ADENCHIPQOFISIS DE RATAS

MACHO.

EXPRESADA EN: ug DNA

N X Sx
Controles 8 39.71 6.47
Castrados 7 49.1 7.05

Signif. Estad.
t Student 75 pabilidad

Controles/Castrados 2.50 < 0.05

2.29
2.67

% Difer.

23.6

1 realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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139.~

3.2.2.4.- (CONCENTRACION DE RNA POR CELULA EN ADENCHIPOFISIS DE
RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: ng RNA/pg DNA

N X Sx E
Controles 8 0.235 0.051 0.018
Castrados 7 0.286 0.051 0.019

Signif. Estad. ¢ i
t Student y Probabilidad % Difer.

Controles/Castrados 1.80 < 0.05 21.7

alizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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3.2.2.5.~- CONTENIDO TOTAL EN RNA DE LA ADENCHIPOFISIS DE RATAS

MACHO.

EXPRESADA EN: pg RNA

N

Controles 8

Castrados 7
t Student

Controles/Castrados 2.63

X Sx
10.4 2.42
14.10 2.67

Signif. Estad.
y Probabilidad

< 0.05

0.96

1.01

% Difer.

35.7

140.-
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FIGURA N°16°
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CONCENTRACION (a) Y CONTENIDO TOTAL (b) DE RNA EN ADENO-
HIPOFISIS DE RATAS MACHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C).

. e e =4
Los datos expresan porcentajes de variacién (x - E)

respecto a los valores obtenidos en los normales (contro

con

les): (a) 0.235 ¥ 0.018 ug RNA/ug DNA, (b) 10.4 * 0.96

Mg RNA.

(a) N-C p<0.05

(b) N-C

p <0.05
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3.2.2.6.- CONCENTRACION DE PROTEINAS POR CELULA EN ADENOHIPOFISIS
DE RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: pg PROT./ug DNA

N X Sx E

Controles 8 51.2 11.7 4.1

Castrados 7 58.0 14.0 5.3
t Student Signif. Estad. % Difer.

y Probabilidad

Controles/Castrados 0.96 N.S. 13.3

142.-
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3.2.2.7.- CONTENIDO TOTAL EN PROTEINAS DE LA ADENOHIPOFISIS DE

RATAS MACHO.

EXPRESADA EN; mg PROTEINAS

N
Controles 8
Castrados 8

t Student

Controles/Castrados 1.80

X Sx
2.03 0.21
2.43 0.55

Signif. Estad.
y Probabilidad

< 0.05

% Difer.

19.7
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FIGURA N°17
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CONCENTRACION (a) Y CONTENIDO TOTAL (b) DE PROTEINAS EN
ADENCHIPOFISIS DE RATAS MACHO NORMALES (N) Y CASTRADAS=
Q.

Los datos expresan porcentajes de variacién (x M E) con
respecto a los valores obtenidos en los normales (con--
troles): (a) 51.2 ¥ 4.1 ug Protefnas/ug DNA, (b) 2.03 *
0.07 mg Proteinas.

(b) N-C p < 0.05
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3.2.2.8.- SINTESIS DE RNA POR CELULA EN ADENCHIPOFISIS DE RATAS
MACHO.

EXPRESADA EN: DPM (BH) URIDINA INCORPORADAépg DNA

N X Sx E
Controles 8 89.6 23.3 8.2
Castrados 8 115.3 15.8 5.6

Signif. Estad.

t Student y Probabilidad % Difer.

Controles/Castrados 2.42 < 0.05 28.7
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3.2.2.9.- SINTESIS DE PROTEINAS POR CELULA EN ADENCHIPOFISIS DE
RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: DPM (14C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/}lg DNA

N X Sx E
Controles 9 342.0 97.3 32.4
Castrados 8 396.7 63.6 22.5

Signif. Estad. s T
t Student y Probabilidad % Difer.

Controles/Castrados 1.27 N.S. 16.0
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FIGURA N°18
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SINTESIS DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN ADENOHIPOFISIS DE
RATAS MACHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (x ¥ E) con
respecto a los valores obtenidos en los normales (contro
les): (a) 89.6 T 8.2 dpm (SH)Uridina incorp./ng DNA, (b)
342.0 * 32.4 dpm ('*C) Aminoacid. incorp./ug DNA.

(a) N-C p <0.05
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3.2.2.10.- TASA DE RECAMBIO DE RNA EN ADENOHIPOFISIS DE RATAS MACHO.
EXPRESADA EN: DPM (3H) URIDINA INCORPORADA/}lg RNA

N X Sx E
Controles 8 362.1 108.7 38.4
Castradas 8 471.2 102.6 26.3
Signif. Estad. % Difer.

t Student 75 babilidad

Controles/Castrados 1.93 < 0.05 30.1

ealizada por ULPGEC. Biblioteca Universitaria, 2008

s. Digitalizacion r
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3.2.2.11.~- TASA DE RECAMBIO DE PROTEINAS EN ADENCHIPOFISIS DE RATAS
MACHO.

EXPRESADA EN: DPM (*C) AAs INCORPORADO/mg PROT.

149.-

N X Sx E

Controles 9 6769.8 1198.9 399.6

Castrados 8 9100.1 1349.1 476.2
t Student Signif. Estad. % Difer.

y Probabilidad

Controles/Castrados 3.55 < 0.005 34.4

itn realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

. los autores.
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FIGURA N°19
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TASA DE RECAMBIO DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN ADENOHI
POFISIS DE RATAS MACHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (x * E)con
respecto a los valores obtenidos en los normales (con-
troles): (a) 362.1 * 38.4 dpm (SH)Uridina incorp./ug -
RNA, (b) 6769.8 * 399.6 dpm (' *C) Aminodcid. incorp./

mg Proteinas.

(a) N-C p<0.05 (b) N-C p < 0.005

realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008
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3.3.1.- HIPOTALAMO DE RATAS HEMBRA .-

Durante el ciclo sexual la concentracidén de DNA por c&lula =
(expresada en ug DNA/mg tejido fresco) fué de: 0.908 en el dies-
tro, 0.827 en el proestro y 0.898 en el estro (3.3.1.1, Fig.20a).
La mixima variacién porcentual resultd ser del 9% y las compara

ciones entre los pares de valores carecid, en cualquier caso,de
significacién estadistica.

En ovariectomizadas se observd una concentracién de DNA por
célula de 0.846‘pg DNA/mg tejido fresco (3.3.1.1, Fig.20a),que
supuso en relacidn con las distintas fases del ciclo, un cambio

porcentual que no superd el 7% y diferencias que no fueron sig-
nificativas.

La concentracién de RNA por célula, medida por el cociente =
Mg RNA/pg DNA, mostrd diferencias minimas y no significativas a
lo largo del ciclo estral, siendo de 0.779 en el diestro, 0.707
en el proestro y 0.672 en el estro (3.3.1.2, Fig.20b ) y situan

dose la mayor variacidn porcentual (entre el diestro y el estro)
en un 15%.

l

FOREMAN y Col. (86) en ratas sacrificadas en las mafianas de
cada dia del ciclo, detectd, mediante andlisis citofotométrico,
una concentracidén de RNA por célula en el proestro y en el es--
tro superior en un 50% a la del diestro.

SALAMAN (230), por su parte, en estimaciones realizadas en =
las primeras horas de la tarde, encontrd oscilaciones en la con

centracidn similares a las registradas en el presente trabajo.

Tras la castracidon la concentracidon de RNA por célula fué de
0.701 ug RNA/pg DNA (3.3.1.2, Fig.20b ), lo que representd una
diferencia maxima del 10% respecto a los valores alcanzados en

in realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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el ciclo, sin que, en ningln caso, &sta tuviese significacidn =
estadistica.

Para la concentracidn de proteinas por cé€lula, estimada a =
partir de la relacién/pg proteinasépg DNA, se observaron los s
guientes niveles en la hembra ciclante: 208.2 en el diestro,
235.4 en el proestro y 210.1 en el estro (3.3.1.3, Fig.20c ).la
variacion mayor fué del 13.1% (diestro-proestro), y las compara
ciones carecieron siempre de significacidn.

noe

TER HAAR y Col. (272) detectaron a través del ciclo concen--

traciones de proteinas con un margen de fluctuacidén inferior al
5%.

La ausencia del feed back gonadal resultd en una concentra--

oo

cidn de proteinas por célula de 216.1 nug proteinas/pg DNA (3.3.
1.3, Fig. 20c), que no fué significativamente distinta de los =

valores obtenidos en los dias del ciclo, con losque difirid en
menos de un 10%.

La sintesis de RNA por célula permanecid, también, sin cam--
bio significativo a lo largo del ciclo exual, siendo (expresada
en dpm 3H-Uridina incorporada/ug DNA) de: 165.5 en el diestro,=
154.5 en el proestro y 178.5 en el estro (3.3.1.4, Fig.2la ), =

con lo que el cambio mids acentuado llegd al 15.5% (proestro-es-
tro).

Tras la ovariectomia la sintesis de RNA por célula: 154.0 -
dpm 3H-Uridina incorporada/ug DNA (3.3.1.4, Fig.21a), fué simi
lar a la de los dias del diestro y proestro y menor (descenso =
del 13.5%) (p<0.05) que la registrada en el dia del estro.

Por su parte, los resultados obtenidos para la sintesis de =
proteinas por célula, expresada en dpm 14C-Aminoécidos incorpo-
radosépg DNA, en la hembra ciclante: 100.2 para el diestro, ==

i6n reafizada por ULPGC. Bibfioteca Universitaria, 2008
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115.4 para el proestro y 122.5 para el estro (3.3.1.5, Fig.Z21b )
sefialaron un descenso significativo (p<0.05) de la misma, en =
aproximadamente un 18% en el transito del estro al diestro.

La sintesis de proteinas por célula en hembras castradas: ==
113.1 dpm 14C-AAS incorporada/ug DNA,no presentd alteracién sig
nificativa alguna en relacién a los valores observados durante=

el ciclo.(3.3.1.5., Fig. 21b).

Las fluctuaciones de la tasa de recambio de RNA, estimada ==
por el cociente dpm 3H—Uridina incorporada/ug RNA, a lo largo =
del ciclo sexual: 190.9 en el diestro, 226.2 en el proestro y =
235.3 en el estro (3.3.1.6, Fig.22a ), mostraron variaciones ==
significativas en los pasos distro-proestro (aumento del 18.5%)
(p< 0.01) y estro-diestro (descenso del 23.3%) (p<0.05).

Trabajando "in vitro' SALAMAN (230) describid en la rata hem
bra ciclante un cuadro de oscilacidén de la tasa de recambio de
RNA similar al encontrado en el presente trabajo, refiriendo,no

obstante, cambios de hasta un 50%.

La extirpacidn gonadal produjo una tasa de recambio de RNA =
de 216.0 dpm 4-Uridina incorporada/ug RNA (3.3.1.6, Fig.22a),
que fué significativamente mis elevada que la del diestro (subi
da del 13%) (p<0.05) e igual que la del proestro y estro.

La tasa de recambio de proteinas durante el ciclo sexual, es

timada mediante el cociente dpm 14

C-Aminoadcidos incorporados/mg
proteinas, resultd ser de: 483.7 en el diestro, 609.6 en el ==
proestro y 639.1 en el estro (3.3.1.7, Fig.22b ). En el andli--
sis comparado de los datos destacaron los cambios significati--
vos de las etapas diestro-proestro (incremento del 26%) (p<0.05)

y estro-diestro (disminucidn del 24.3%) (p<0.05).

realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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MOGUILEVSKI y Col. (199) experimentando "in vitro'' registra-
ron en acuerdo con los resultados citados, tasas de recambio ==

proteico mds altas (en un 60%) en el proestro y estro que en el
diestro.

Por otro lado, TER HAAR y Col. (272) mediante estudios "in =
vivo'', encontraron una tasa de recambio mayor en el proestro ==
( alrededor de un 14%) que en el diestro y estro.

En hembras castradas la tasa de recambio proteica: 534.2 dpm
C-AAs incorporado/mg proteinas (3.3.1.7, Fig.22L )fué interme
dia con relacién a los niveles que alcanzd en la hembra ciclan-

14

te, con los que ademis no difirid significativamente.

TER HAAR y Col. (272) reflejaron para ovariectomizadas de 21

dias una situacién de la tasa de recambio proteico similar a la
descrita.

itin realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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3.3.1.1.- CONCENTRACION DE DNA POR CELULA EN HIPOTALAMO DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: pig DNA/mg TEJIDO FRESCO

>l

0.908
0.827
0.898

0.846

N

Diestro 9

Proestro 10

Estro 8

Castradas 9
t Student

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

.58
47
17

.93

.79

Sx

0.129
0.080
0.111

0.139

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

N.S.

0.043
0.025
0.039

0.046

% Difer.

8.9
8.6
1.1
6.8
2.3
5.8

156. -
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3.3.1.2.- CONCENTRACION DE RNA POR CELULA EN HIPOTALAMO EN RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: g RNA/pg DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

0.69
0.36

1.41

0.06
0.51

X Sx

.779 0.178
.707 0.236
.672 0.101
.701 0.125

Signif. Estad.

y Probabilidad
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

N.S.

0.059
0.079
0.036

0.042

% Difer.

8.9
8.6
1.1
10.0
0.8

4.3

157.-
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3.3.1.3.- CONCENTRACION DE PROTEINAS POR CELULA EN HIPOTALAMO DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: ug PROTEINAS/ug DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

N "X Sx E
8 208.2 38.7 13.7

8 235.4 26.8 9.5

8 210.1 41.0 14.5

8 216.1 50.3 17.8

. Signif. Estad. s n

Student y Probabilidad % Difer.
1.53 N.S. 13.1
1.37 N.S. 10.7
0.09 N.S. 0.9
0.33 N.S. 3.8
0.89 N.S. 8.2
0.24 N.S. 2.9

realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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3.3.1.4.- SINTESIS DE RNA POR CELULA EN HIPOTALAMO DE RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (SH) URIDINA INCORPORADA{pg DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

N X
8 165.5
9 154.5
8 178.5
9 154.0

- - - -

Student

0.88
1.63
0.88
1.09
0.05
1.87

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

< 0.05

Sx

22.9
25.5
31.5
18.1

Signif. Estad.
y Probabilidad

8.1
8.5

6.0

% Difer.

6.7
15.5
7.3
6.9
0.3
13.7

160. -
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3.3.1.5.- SINTESIS DE PROTEINAS POR CELULA EN HIPOTALAMO DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (14C) AMINOACIDOS INCORPORADOS(pg DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

Student

0.55
1.82

0.89

0.63

>l

100.2
115.4
122.5

113.1

Sx

22.8

26.

(W3]

23.0

31.8

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.
N.S.
< 0.05
N.S.
N.S.

N.S.

8.1
8.8
8.1
10.6

% Difer.

15.2
6.2
18.2
12.9
2.0

7.7

161.-
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FIGURA N° 21
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SINTESIS DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN HIPOTALAMO DE RATAS HIEMBPAS D)
RANTE EL CICLO ESTRAL Y CASTRADAS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (x I E) con respecto a

los valores obtenidos en proestro (P): (a) 154.5 * 8.5 dmm (SH) Uridi
na incorp./ug DNA, (b) 115.4 * 8.3 dpm (14C) Aminoacid. incorp. /ug ==

DNA (D = diestro, E = estro).

(@) E-C »n<0n.05

(b)

n<0.05
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3.3.1.6.- TASA DE RECAMBIO DE RNA EN HIPOTALAMO DE RATA HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (SH) URIDINA INCORPORADA/)Jg RNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

2.87

e

190.9
226.2
235.3

216.0

Signif. Estad.
y Probabilidad

Sx

24.4

49.6
26.0

< 0.01
N.S.
< 0.05
< 0.05
N.S.

N.S.

8.6
7.6
17.5
3.6

% Difer.

18.5
4.0

18.9

13.1
4.5
8.2

163. -
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HEMBRA.

3.3.1.7.- TASA DE RECAMBIO DE PROTEINAS EN HIPOTALAMO DE RATAS

EXPRESADA EN: DPM ('*C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/mg PROT.

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

1.83
0.31
2.07
0.79
0.90
1.20

X Sx
483.7 86.0
609.6 155.6
639.1 179.4
534.2 145.4

Signif. Estad.
y Probabilidad
< 0.05
N.S.
< 0.05
N.S.
N.S.
N.S.

30.4
58.8
63.4
51.4

% Difer.

26.0

4.8
24.3
10.4
12.4
16.4

164. -
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FIGURA N° 22
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TASA DE RECAMBIO DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN HIPOTALAMO DE KATAS

754

50

25

HEMBRAS DURANTE EL CICLO ESTRAL Y CASTRADAS (C).

. . . -+
Los datos expresan porcentajes de variacién (x - E) con respecto a ==

los valores obtenidos en proestro (P): (a) 226.2 T 7.6 dpm (QH) Uridi
na incorp./ug RNA, (b) 609.6 ¥ 58.8 dpm (14C) Aminoacid. incorp./mg

Proteinas. (D = diestro, E = estro).

(a) D-P

E-D
D-C

p<0.01 (b)
p<0.05
]j<(L05

D-P
E-D

p<0.05
p<0.05
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3.3.2.- HIPOTALAMO DE RATAS MACHO .-

La concentracidén de DNA por unidad celular, estimada a partir
del cociente ug DNA/mg tejido freco, permanecid inalterada tras=
la extirpacidn gonadal, pasando de 0.805 en los machos control a
0.854 en los castrados (3.3.2.1, Fig.23a).

MOGUILEVSKI y Col. (200) han referido, igualmente, una concen
tracidén de DNA constante después de 6 semanas de orquidectomia.

La castracién hizo descender la concentracién de RNA por célu

la de 0.979 nug RNA/pg DNA a 0.821 pg RNA/pg DNA (3.3.2.2, Fig.23b).

Este cambio carecid, no obstante, de significacidén estadistica.

En acuerdo con estos resultados MOGUILEVSKI y Col. (200) re--
gistraron una concentracion de RNA similar al comparar machos in
tactos y castrados.

La concentracién de proteinas por célula, calculada por la re
lacidn ug protefnas(pg DNA, fué de 238.3 en controles y 206.9 en

orquidectomizados (3.3.2.3, Fig.23c.). La ligera disminucién ex-
perimentada no tuvo significacidn.

Los autores ya citados (200) observaron con la castracién una
bajada en la concentracién de proteinas en un porcentaje andlogo
al obtenido en el presente trabajo (proxima al 13%), si bien, en

su caso, el descenso fué estadisticamente significativo.

La sintesis de RNA por célula, expresada en pdm 3H—Uridina in
corporada/ug DNA, evoluciond de 118.8 en los controles a 105.8 =
en orquidectomizados (3.3.2.4, Fig.24 a). Como en los casos ante

riores, esta pequefia alteracién no resultd significativa.

En contrapartida, la sintesis de proteinas por célula, estima
da a partir del cociente dpm 14C-Aminoécidos incorporados/ug DNA,

ion reafizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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que pasd de 105.6 en los controles a 88.9 en los machos castra-=
dos (3.3.2.5, Fig.24b.), disminuyd significativamente, en un 16%
(p< 0.05).

La tasa de recambio de RNA, valorada por la relacién dpm 3H—
Uridina incorporada/ug RNA, no cambid con la castracidn, siendo=
de 133.1 en machos intactos y de 137.6 en orquidectomizados (3.3.

2.6, Fig.25a.).

Por su parte, la tasa de recambio proteica, calculada como =
dpm 14C~AAs incorporada/mg proteinas, varid desde 481.3 en los =
controles hasta 419.1 en los machos castrados (3.3.2.7, Fig.25b )

lo que supuso un descenso significativo del 13% (p<0.05).

Una misma disminucién significativa del recambio proteico fué
encontrada por MOGUILEVSKI y Col. (200) después de tres semanas=
de extirpacidn testicular.

realizada por ULPGC. Biblivteca Universitaria, 2008
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MACHO.

EXPRESADA EN: pg DNA/mg TEJIDO FRESCO

N X Sx
Controles 8 0.805 0.078
Castrados 9 0.854 0.206

Signif. Estad.

t Student g habilidad

Controles/Castrados 0.59 N.S.

168.-

3.3.2.1.- CONCENTRACION DE DNA POR CELULA EN HIPOTALAMO DE RATAS

0.028
0.069

% Difer.

6.1
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3.3.2.2.- CONCENTRACION DE RNA POR CELULA EN HIPOTALAMO DE RATAS

MACHO.

EXPRESADA EN: ug RNA/ug DNA

N

Controles 7

Castrados 8
t Student
Controles/Castrados 1.43

>l

Sx

0.979 0.254

0.821 0.157

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.

0.096
0.056

% Difer.

16.1

169.~
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3.3.2.3.- CONCENTRACION DE PROTEINAS POR CELULA EN HIPOTALAMO DE
RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: ug PROTEINAS/pg DNA

N X Sx E
Controles 8 238.3 29.1 10.3
Castradas 8 206.9 50.0 17.7

t Student Signif. Estad.

Controles/Castrados 1.44 N.S. 13.2

170.-

y Probabilidad ¢ Difer.

realizada por ULPGEC. Bibiinteca Universitaria, 2008
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CONCENTRACION DE DNA (a), RNA (b) Y PROTEINAS (c) EN HIPOTALAMO DE RATAS
MACHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C)

Los datos expresan porcentajes de variacién (x * E) con respecto a los va
lores obtenidos en los normales (controles): (a) 0.805 * 0.028 ug DNA/mg.

tej. fresco, (b) 0.979 T 0.096 ug RNA/ng DNA, (c) 238.3 *t10.3 pg Protei-
nas/pg DNA.
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3.3.2.4.- SINTESIS DE RNA POR CELULA EN HIPOTALAMO DE RATAS
MACHO.

EXPRESADA EN: DPM (H) URIDINA INCORPORADA/ug DNA

N X Sx
Controles 8 118.81 15.1
Castrados 9 105.8 17.9

Signif. Estad.

t Student U ohabilidad

Controles/Castrados 1.51 N.S.

5.3
5.95

172.-

% Difer.

10.9
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173.

3.3.2.5.- SINTESIS DE PROTEINAS POR CELULA EN HIPOTALAMO DE RATAS
MACHO.

EXPRESADA EN DPM ('#C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/pg DNA

N X Sx E

Controles 8 105.6 15.0 5.3

Castrados 8 88.9 19.8 7.0
t Student Signif. Estad. % Difer.

y Probabilidad

Controles/Castrados 1.78 < 0.05 15.8

ealizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008

ri

o, los autores.

©Del



125

100

50—

25—

FIGURA N° 24
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SINTESIS DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN HIPOTALAMO DE RA
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TAS MACHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (x * E) con

respecto a los valores obtenidos en los normales (con--
troles): (a) 118.31 * 5.3 dpm (°H)Uridina incorp./ug ==
DNA, (b) 105.6 * 5.3 dpm (1%C) Aminodcid. incorp./ug ==

DNA.

(b)

N-C p <0.05
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3.3.2.6.- TASA DE RECAMBIO DE RNA EN HIPOTALAMO DE RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: DPM (SH) URIDINA INCORPORADA/}lg RNA

N X Sx
Controles 9 133.1 21.0
Castrados 9 137.6 7 33.4

Signif. Estad.

t Student U7 jobilidad

Controles/Castrados 0.33 N.S.

% Difer.

3.4

175.-

ealizada por ULPEC. Biblinteca Universitaria, 2008
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3.3.2.7.- TASA DE RECAMBIO DE PROTEINAS EN HIPOTALAMO DE RATAS
MACHO.

EXPRESADA EN: DPM ('*C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/mg PROT.

N X Sx E
Controles 8 481.3 56.9 20.1
Castrados 8 419.1 61.7 21.8

t Student Signif. Estad.

y Probabilidad % Difer.

Controles/Castrados 1.96 < 0.05 12.9

1760-

realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008
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FIGURA N° 25
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TASA DE RECAMBIO DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN HIPOTA-
LAMO DE RATAS MACHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C).

Los datos expresan porcentaijes de variacién (x ¥ E) =
con respecto a los valores obtenidos en los normales=
(controles): (a) 1353.1 * 7.0 dpm (SH)Uridina incorp./
Mg RNA, (b) 481.3 ¥ 20.1 dpm (]4C) Aminodcid. incorp/

mg. Proteinas.

(b) N-C p <0.05
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179.-

3.4.1.- AMIGDALA CEREBRAL DE RATAS HEMBRA .-

Durante el ciclo sexual la concentracidén de DNA por célula =
(expresada en ug DNA/mg tejido fresco) fué de: 0.686 en el dies

tro, 0.692 en el proestro y 0.706 en el estro (3.4.1.1, Fig. 26a).

Las variaciones porcentuales entre cada dia no superaron el 3%,
siendo estadisticamente no significativas.

Tras la castracién la concentracién de DNA por c€lula obteni
da: 0.672 pg DNA/mg tejido fresco (3.4.1.1, Fig.26a) resultd =
similar a la encontrada a lo largo del ciklo (diferencia mixima:
5%).

Para la concentracidn de RNA por célula se registraron los =
siguientes valores en la hembra ciclante (3.4.1.2, Fig.26b): =
1.056 ug RNA/ug DNA en el diestro, 1.050 ug RNA/pg DNA en el ==
proestro y 0.976 ug RNA/ug DNA en el estro. Las oscilaciones,me
nores del 9%, no llegaron a ser significativas.

La concentracidén de RNA por célula tras la ovariectomia: =
1.081 ug RNA/ug DNA (3.4.1.2, Fig. 26b) tampoco supuso cambio =
alguno en relacidn a los niveles alcanzados durante el ciclo ==

(las diferencias se mantuvieron inferiores al 11%).

La evolucidn de la concentracidén de proteinas por célula a =
lo largo del ciclo sexual fué de: 252.4 ug proteinas/ug DNA en
el diestro, 242.4 ug protefnas(ug DNA en el proestro y 255.4 ug
proteinas/ug DNA en el estro (3.4.1.3, Fig.26c ). El andlisis =
estadistico mostrd una ausencia de significacidn en las altera-
ciones (mayor diferencia: 8%).

En las hembras castradas la concentracidén de proteinas por =
célula: 255.4 pg proteinas/ug DNA (3.4.1.3, Fig. 26c), tampoco=
resultd ser significativamente distinta de los valores observa-

realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008

los autores. Digitalizaci
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180. -

dos a través del ciclo (cambio maximo: 5.5%).

En la rata hembra ciclante, la sintesis de RNA por célula =
(expresada por dpm 3H-Uridina incorporada/pg DNA) presentd una
fluctuacidn algo mids acusada que la de los pardmetros citados:
157.2 en el diestro, 140.2 en el proestro y 158.8 en el estro =
(3.4.1.4, Fig. 273). Estas variaciones que llegan a ser del ==
13.5%, carecieron, no obstante, de significacibén estadistica.

En ovariectomizadas, la sintesis de RNA por célula: 144.7 =
dpm “H-Uridina incorporada/pg DNA (3.4.1.4, Fig.27a ) fué tam-=

bien similar a la descrita para las distintas fases del ciclo =

(oscilacidn menor al 9%).

Por su parte la sintesis de proteinas por célula (expresada=
en dpm 14C-Aminoécidos incorporados/ug DNA) mostrd uma activi--
dad m3s elevada en el diestro: 81.5 y en el estro: 83.6 que en
el proestro: 68.2 (3.4.1.5, Fig. 27b ). Los cambios encontrados
en el paso diestro-proestro (disminucidén del 16.5%) y en el ==
trdnsito del proestro al estro (aumento del 22.5%) tuvieron sig

nificacidn estadistica (p< 0.05).

La sintesis de proteilnas poe célula en hembras castradas: ==
71.9 dpm 14C~AAs incorporados/ug DNA (3.4.1.5, Fig. 27b) no di-
firid significativamente de los valores registrados en cada uno
de los dias del ciclo, a pesar de que se detectaron variaciones

de hasta un 14%.

La tasa de recambio de RNA (estimada por el cociente dpm 3H—
Uridina incorporada/ug RNA) oscild a lo largo del ciclo sexual=
de 1la siguiente forma: 172.1 en el diestro, 147.4 en el proes--
tro y 179.8 en el estro (3.4.1.6, Fig.28a ). Fueron significati
vas (p< 0.05) las alteraciones halladas en las etapas diestro-

izacitn reafizada por ULPEC. Biblinteca Universitaria, 2008

3. Digitali
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proestro (descenso del 14.5%) y proestro-estro (incremento del
22%).

La extirpacidén de los ovarios di6 lugar a una tasa de recam
bio de RNA de 156.3 dpm 3H-Uridina incorporada/pg RNA (3.4.1.6,
Fig. 28a) que no fué significativamente distinta (mayor dife--
rencia: 13%) de los niveles obtenidos en la hembra ciclante.

En lo que respecta a las fluctuaciones de la tasa de recam-
bio proteica (expresada en dpm 14C-AAs incorporada/mg protei--
nas) durante el ciclo sexual: 316.1 en el diestro, 265.4 en el
proestro y 314.2 en el estro (3.4.1.7, Fig.28b ), resultaron =
significativas (p< 0.05) las de los pasos diestro-proestro ==
(disminucidn del 19%) y proestro-estro (aumento del 18.5%).

TER HAAR y MACKINNON (272) encontraron un margen de oscila

cidén no superior al 8% para la tasa de recambio proteica en =
las distintas fases del ciclo sexual.

Tras la castracion la tasa de recambio proteica: 276.9 dpm
C-AAs incorporada/mg proteinas (3.4.1.7, Fig. 28b) fué esta-
disticamente igual (el mayor cambio comparativo no superd el =
12.5% que la detectada en la hembra ciclante.

14
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3.4.1.1.- CONCENTRACION DE DNA POR CELULA EN AMIGDALA CEREBRAL

DE RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: ug DNA/mg TEJIDO FRESCO

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

0.20
0.67
0.48
0.21
0.33

0.52

o<l

0.686
0.692
0.706

0.672

Signif. Estad.
y Probabilidad

Sx

0.058
0.062
0.053

0.170

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

N.S.

0.020
0.020
0.019

0.051

% Difer.

0.9
2.0
2.8
2.0
2.9
4.8

182.-
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3.4.7.2.- CONCENTRACION DE RNA POR CELULA EN AMIGDALA CEREBRAL

DE RATAS HEMBRA .

EXPRESADA EN: g RNA/pg DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

0.05
0.58
0.86
0.23
0.23
0.83

=~

1.056
0.050
0.976
1.081

Sx

0.081
0.271
0.217
0.266

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

N.S.

0.214
0.090
0.077

0.089

% Difer.

0.6
7.0
8.2
2.4
3.0
10.8
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3.4.1.3.- CONCENTRACION DE PROTEINAS POR CELULA EN AMIGDALA
CEREBRAL DE RATAS HEMBRA .

EXPRESADA EN: ug PROTEINAS/ug DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

—

N X Sx
§  252.4 31.8
9  242.4 22.6
R 255.4 34.6
10 255.4 37.9
: Signif. Estad.
t Student y Probabilidad
0.71 N.S.
0.87 N.S -
0.17 N.S.
0.17 N.S.
0.85 N.S.
0.00 N.S.

7.5
12.2
12.0

% Difer.

3.9
5.4
1.2
1.2
5.4

0.0

184.-
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186.-

3.4.1.4.- SINTESIS DE RNA POR CELULA EN AMIGDALA CEREBRAL DE

RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (BH) URIDINA INCORPORADA/ug DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

el

Sx

157.2 24.5
140.2 13.7
158.8 25.9

144.7 40.9

Signif. Estad.
y Probabilidad
N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

9.3
4.8
9.2

14.5

% Difer.

10.8
13.3
1.0
8.0
3.2

8.9

ealizada pot ULPGG. Biblioteca Universitaria, 2008
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187.-

3.4.1.5.- SINTESIS DE PROTEINAS POR CELULA EN AMIGDALA CEREBRAL DE

RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (14C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/pg DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

X Sx
81.5 12.9
68.2 12.0
83.6 17.9
71.9 22.1

t Student

2.00
1.89
0.25
1.01

0.40

Signif. Estad.
y Probabilidad
< 0.05
< 0.05
N.S.
N.S.
N.S.

N.S.

4.6
4.2
6.3
7.4

% Difer.

16.3
22.6
2.5

5.4
14.0

realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

, los autores. Digitalizaci

©Del



FIGURA N° 27
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189.-

3.4.1.6.- TASA DE RECAMBIO DE RNA EN AMIGDALA CEREBRAL DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (°H) URIDINA INCORPORADA/pg RNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

N

t Student

1.80
1.95
0.41
1.00
0.64
1.28

>l

Sx

172.1 29.6
147.4 23.6
179.8 39.6
156.3 31.3

Signif. Estad.
y Probabilidad
< 0.05
< 0.05
N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

10.5

7.9
14.0
10.4

% Difer.

14.4

22.0
4.3
9.2
6.0

13.1

realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008
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RATAS HEMBRA.

3.4.1.7.- TASA DE RECAMBIO DE PROTEINAS EN AMIGDALA CEREBRAL DE

EXPRESADA EN: DPM ('*C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/mg PROT.

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

N X

8 316.1
8 265.4
8 314.2
9 276.9

Signif. Estad.

Sx E
52.6 18.6
41.6 14.7
60.1 21.3
70.4 23.5

190. -

t Student y Probabilidad % Difer.
2.00 < 0.05 19.1
1.77 < 0.05 18.4
0.06 N.S. 0.6
1.21 N.S. 12.4
0.38 N.S. 4.3
1.28 N.S. 11.9

itn realizada por ULPGC. Biblivteca Universitaria, 2008
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FIGURA N° 28
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192. -

3.4.2.- AMIGDALA CEREBRAL DE RATAS MACHO .-

La concentracién de DNA por célula (estimada por la relacidén
pg DNA/mg tejido fresco) fué de 0.692 en controles y 0.727 en =
castrados (3.4.2.1, Fig.29 ). El andlisis comparado de ambos =
valores (que difieren en un 5%) sefiald la ausencia de variacidn
significativa entre ellos.

La concentracién de RNA por célula evoluciond desde 1.080 ug
RNA/pg DNA en controles a 0.947 en orquidectomizados, (3.4.2.2,
Fig. 29b), lo que supuso un ligero descenso del 12.5%, no signi
ficativo.

La extirpacién gonadal no modificé tampoco la concentracién=
de proteinas por célula, que pasd de 279.7 pg proteinas/ug DNA
en machos intactos a 250.7 ug proteinas/ug DNA en castrados (di
ferencia: 10.5%) (3.4.2.3, Fig.29c ).

Tras la castracidén la sintesis de RNA por cé€lula descendid =
en un 18% (p< 0.05), variando de 127.1 a 104.1 dpm “H-Uridina =
incorporada/ug DNA (3.4.2.4, Fig.30a).

De igual modo, la sintesis de proteinas por célula disminuyé
alrededor de un 18% (p<0.05) después de la orquidectomia,sien
do de 72.6 dpm 14C-Aminoécidos incorporados/ug DNA en controles
a 59.5 dpm 14C-AAS incorporado/ug DNA en castrados (3.4.2.5, =
Fig.30b).

La tasa de recambio de RNA fué, también, mids baja, en un ==
18.5% (p <0.005) en machos castrados (102.3 dpm 3H-Uridina in--
corporada/ug RNA) que en intactos (125.5 dpm 3H-Uridina incor-
porada/ng RNA), (3.4.2.6, Fig.31a).

Un idéntico sentido de cambio experimentd la tasa de recam--

ealizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008
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193.-

14C-Aminoécidos incorporados/mg protei-

14

bio proteica: 285.4 dpm
nas para los controles y 230.3 dpm 'C-AAs incorporados/mg pro-
telnas para los machos castrados (3.4.2.7, Fig.31b ), lo que re
presentd un descenso del orden del 24% (p< 0.05) tras la extir-

pacidén gonadal.

realizada por ULPGEC. Bibiinteca Universitaria, 2008
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DE RATAS MACHO.
EXPRESADA EN: ug DNA/mg TEJIDO FRESCO

N X Sx

Controles 9 0.6692 0.089

Castrados 9 0.727 0.106
t Student Signif. Estad.

Controles/Castrados 0.72 N.S.

y Probabilidad

194.-

3.4.2.1.- CONCENTRACION DE DNA POR CELULA EN AMIGDALA CEREBRAL

0.030

0.035

% Difer.

5.1

ealizada por ULPEC. Biblinteca Universitaria, 2008

s. Digitalizacitn re
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195.-

3.4.2.2.- CONCENTRACION DE RNA POR CELULA EN AMIGDALA CEREBRAL

DE RATAS MACHO.
EXPRESADA EN: ug RNA/pg DNA

N X
Controles 9 1.081
Castrados 9 0.947
t Student

Controles/Castrados 1.60

Sx

0.166

0.169

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.

0.059

0.056

% Difer.

12.4

realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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4.2.3.-

CONCENTRACION DE PROTEINAS POR CELULA EN AMIGDALA CEREBRAL
DE RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: ug PROTEINAS/ng DNA

N X Sx E
Controles 3 279.7 54 .1 19.1
Castrados 8 250.5 34.6 12.2

t Student Signif. Estad.

196.-

y Drobabilidad  ° Difer.

Controles/Castrados 1.20 N.S. 10.4

realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008
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CONCENTRACION DE DNA (a), RNA (b) Y PROTEINAS (c) EN AMIGDALA CEREBRAL DE
RATAS MACIHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (x * E) con respecto a los va
lores obtenidos en los normales (controles): (a) 0.692 T 0.030 pg DNA/mg.

tej. fresco, (b) 1.081 * 0.059 ug RNA/ug DNA, (c) 279.7 * 19.1 pg Protei-
nas/ug DNA.
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3.4.2.4.-

SINTESIS DE RNA POR CELULA EN AMIGDALA CEREBRAL DE
RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: DPM (°H) URIDINA INCORPORADA/u1g DNA

N X Sx E
Controles 8 127.1 17.5 6.2
Castrados 8 104.1 18.2 6.4

t Student Signif. Estad. % Difer.

y Probabilidad

Controles/Castrados 2.41 < 0.05 18.1

198.-
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3.4.2.5.- SINTESIS DE PROTEINAS POR CELULA EN AMIGDALA CEREBRAL DE

RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: DPM ('*C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/ug DNA

N X Sx E
Controles 8 72.6 12.5 4.4
Castrados 9 59.5 14.6 4.9

t Student  Signif. Estad.

y Probabilidad  ° Difer.

Controles/Castrados 1.86 < 0.05 18.1

199.-
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FIGURA N° 30
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SINTESIS DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN AMIGDALA CERE-
BRAL DE RATAS MACHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (x I E) =
con respecto a los valores obtenidos en los normales=
(controles): (a) 127.1 T 6.2 dpm (3H)Uridina incorp./
ug DNA, (b) 72.6 * 4.4 dpm (14C) Aminodcid.incorp./ug
DNA.

(a) N-C p<0.05 (b) N-C p<0.05
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3.4.2.6.- TASA DE RECAMBIO DE RNA EN AMIGDALA CEREBRAL DE RATAS
MACHO.

EXPRESADA EN: DPM (SH) URIDINA INCORPORADAéug RNA

N X Sx E
Controles 9 125.5 19.8 6.6
Castrados 9 102.3 10.0 3.4

Signif. Estad. 0
t Student y Probabilidad ’

Controles/Castrados 2.96 < 0.005

201.~

Difer.

18.5
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3.4.2.7.- TASA DE RECAMBIO DE PROTEINAS EN AMIGDALA CEREBRAL DE

RATAS MACHO.
EXPRESADA EN: DPM ('%C) AMINOACTDOS INCORPORADOS/mg PROT.

N X Sx E

Controles 10 285.4 68.4 21.6

Castrados 9 230.3 28.3 9.6
t Student Signif. Estad. % Difer.

y Probabilidad

Controles/Castrados 2.12 < 0.05 23.9
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FIGURA N- 31
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TASA DE RECAMBIO DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN AMIGDALA
CEREBRAL DE RATAS. MACHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (x * E) con
respecto a los valores obtenidos en los normales (con--
troles): (a) 125.5 T 6.6 dpm (BH)Uridina incorp./ug RNA,
(b) 285.4 % 21.6 dpm (14C) Aminodcid. incorp./mg. Prot.

(a) N-C p<0.005 (b) N-C p<0.05

realizada por ULPGEC. Biblioteca Universitaria, 2006

es. Digitalizacii

o8 autore

© Del



9007 ‘FUBHSIOAUN] BOOIOIGHE "DDIJTIN 10d BPEZIER] UREZISIDI] S9I0Ine S0} Bae

HIPOCAMPO

3.5.-



205.-

3.5.1.- HIPOCAMPO DE RATAS HEMBRA .-

La concentracidn de DNA por célula expresada en pug DNA/mg te-
jido fresco, obtenida a lo largo del ciclo estral fué de: 0.613
en diestro, 0.627 en el proestro y 0.644 en el estro (3.5.1.1.,
Fig. 32a). Las diferencias entre los pares de valores no sobrepa

saron el 5% y carecieron siempre de significacidn.

Tras la castracién la concentracidn de DNA: 0.638 ug DNA/mg =
tejido fresco, (3.5.1.1, Fig. 32a ), resultd andloga a las regis-
tradas durante el ciclo, de las cuales difirié en menos de un 5%.

En la hembra ciclante la concentracidén de RNA por célula, es
timada por el cociente ug RNA/pg DNA, evoluciond asi: 1.08 en el

diestro, 1.19 en el proestro y 1.09 en el estro (3.5.1.2, Fig32b).

Las oscilaciones, que no llegaron al 10%, no fueron significati-

vas.

La concentracion de RNA en ovariectomizadas: 1.04/pg RNA(pg =
DNA (3.5.1.2, Fig. 32b) no supuso cambio alguno en relacién a ==
los niveles observados en los distintos dias del ciclo, con los

que no se diferencid en mis de un 12%.

Durante el ciclo sexual la concentracidén de proteinas por cé-
lula, expresada como ug proteinas/ug DNA, fluctud minimamente y
sin significacidén, dandose los siguientes resultados: 364.2 en =

el diestro, 352.2 en el proestro y 333.1 en el estro (3.5.1.3, =
Fig.32c ).

La ovariectomia di6é lugar a una concentracidn de proteinas de
350.6 pg proteinas/ug DNA (3.5.1.3, Fig. 32c), que, tampoco, re-
presentd una modificacién significativa de los valores hallados=

a lo largo del ciclo.
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La sintesis de RNA por célula, calculada por el cociente dpm
3H-Uridina incorporada/ug DNA, fué, en la hembra ciclante, de:=
258.6 en el diestro, 236.9 en el proestro y 225.3 en el estro
(3.5.1.4, Fig.33a ). Aunque se apreciaron diferencias de hasta=
un 13%, el andlisis comparado de los datos demostrd la ausencia
de variaciones significativas.

La castracidn que condujo a una sintesis de RNA de 225.4 dpm
H-Uridina incorporada/ug DNA (3.5.1.4, Fig.33a ), no alterd, =
al igual que en el caso de los paradmetros ya citados, la cons--
tancia en la actividad biosintética encontrada a lo largo del =
ciclo.

3

En lo que respecta a la sintesis de proteinas por célula,los
valores obtenidos durante el ciclo sexual, expresados en dpm --
14C-Aminoécidos incorporados/mg Proteinas, fueron 216.3 en el =
diestro, 185.5 en el proestro y 192.4 en el estro (3.5.1.1, Fig.
33b ). E1 mérgen de oscilacidn 1legd hasta el 14%, si bien, las

comparaciones resultaron, en todos los casos, no significativas.

La sintesis de proteinas en ovariectomizadas descendid hasta
186.8 dpm 14C-AAs incorporados/mg Proteinas (3.5.1.5, Fig.33p ),
un 13% mis baja que el nivel de actividad mayor del ciclo. Esta
disminucidén carecid, no obstante, de significacidn.

La tasa de recambio de RNA, expresada en dpm 3H-Uridina in--
corporada/ug RNA, fluctud, a lo largo del ciclo sexual, de la =
siguiente manera: 291.2 en el diestro, 239.0 en en proestro y =
244.2 en el estro (3.5.1.6, Fig.34a). Tuvieron significacién =
estadistica el descenso del 18% (p<0.05) del paso diestro-proes

tro y el incremento del 19% (p<0.05) del transito del estro al
diestro.

La extirpacidn testicular se tradujo en un recambio de RNA =

itn realizada por ULPGC. Biblivteca Universitaria, 2008
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de 240.6 dpm 3H-Uridina incorporada/pg RNA (3.5.1.6, Fig.34a ).
que fué igual al encontrado en los dias del proestro y estro y
menor, en un 17% (p<0.05) al registrado en el diestro.

Por su parte, los resultados de la tasa de recambio proteica,
estimados en dpm 14C-AAs incorporados/mg proteinas, en la hembra
ciclante: 564.7 en el diestro, 448.8 en el proestro y 464.5 en =
el estro (3.5.1.7, Fig._ 34b), mostraron, en analogia con los del
recambio de RNA, una disminucién del 21% (p<0.025) en el transi
to del diestro al proestro y una subida del 22% (p<0.05) en el
avance del ciclo del estro al diestro.

El recambio proteico de hembras castradas: 458.4 dpm 14C-AAs=

incorporados/mg proteinas (3.5.1.7, Fig.34b ) fué similar al de
los dias proestro y estro e inferior, en un 19% (p<0.05) al del
diestro.
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3.5.1.1.- CONCENTRACION DE DNA POR CELULA EN HIPOCAMPO DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: pg DNA/mg TEJIDO FRESCO

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

N X

9 0.613
10 0.627
8 10.644
11 0.638

t Student

Sx

0.096
0.065
0.128

0.160

Signif. Estad.

y Probabilidad

N.S.
N.S.
N.S.

N.S.

N.S.

0.032
0.021
0.045

0.048

% Difer.

N~
~3
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3.5.1.2.- CONCENTRACION DE RNA POR CELULA DE HIPOCAMPO DE RATAS

HEMBRA.

EXPRESADA EN: pg RNA/pg DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

1.04
1.21
0.08
0.38
1.40
0.52

5|

1.083
1.190
1.089
1.043

Sx

0.187
0.207
0.086
0.223

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

N.S.

0.063
0.069
0.030

0.071

% Difer.

9.9
8.5
0.5
3.7
12.4
4.2
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3.5.1.3.- CONCENTRACION DE PROTEINAS POR CELULA EN HIPOCAMPO DE

RATAS HEMBRAS.

EXPRESADA EN: ug PROTEINAS/ug DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

0.42
0.62
1.56
0.43
0.04
0.51

>l

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

N.S.

12.1
23.4
14.4
26.4

210. -

% Difer.
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CONCENTRACION DE DNA (a), RNA (b) Y PROTEINAS (c) EN HIPOCAMPO DE RATAS
HEMBRAS DURANTE EL CICLO ESTRAL Y CASTRADAS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (x * E) con respecto a los=
valores obtenidos en proestro (P): (a) 0,627 ¥ 0.021 ug DNA/mg tej. fres
co, (b) 1.190 I 0,069 ug RNA/ug DNA, (c) 352.2 % 23.4 pg Proteinas/ng =
DNA. (D = diestro, E = estro),
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3.5.1.4.- SINTESIS DE RNA POR CELULA EN HIPOCAMPO DE RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (SH) URIDINA INCORPORADA/ ng DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

1.36

1.25

all

258.6
236.9
225.3

225.4

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

N.S.

Sx

40.0
69.2
51.0
60.9

% Difer.

8.4
4.9
12.9
12.8
4.9

0.0
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3.5.1.5.- SINTESIS DE PROTEINAS EN HIPOCAMPO DE RATAS HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM ('*C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/pg DNA

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

N X

8 216.3
8 185.5
8 192.4
8 186.8

Signif. Estad.

y Probabilidad

1.69

1.29
1.51
0.06
0.26

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

N.S.

10.4
13.5
13.9
14.7

% Difer.

14.2
3.7
12.4
13.6
0.7

2.9

213.-
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dina incorp./ug DNA, (b) 185.5 * 15.5 dpm ('*C) Aminodcid. incorp./ug

Los datos expresan porcentajes de variacién

los valores obtenidos en proestro (P):

diestro, E = estro).
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3.5.1.6.- TASA DE RECAMBIO DE RNA EN HIPOCAMPO DE RATA HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (°H) URIDINA INCORPORADA/pg RNA

N X
Diestro 9 291.2
Proestro 10 239.0
Estro 8 244.2
Castradas 10 240.6

t Student
Diestro/Proestro 1.93
Proestro/Estro 0.21
Estro/Diestro 1.77

Diestro/Castradas 1.94
Proestro/Castradas 0.06

Estro/Castradas 0.15

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.

Sx

56.9
54.7
44.3
50.9

Signif. Estad.
y Probabilidad

19.0
17.3
15.7
16.1

% Difer.

17.9
2.2
19.2
17.4
0.7
1.5

215.-
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3.5.1.7.- TASA DE RECAMBIO DE PROTEINAS EN HIPOCAMPO DE RATA HEMBRA.

EXPRESADA EN: DPM (MC) AMINOACIDOS INCORPORADOS/mg PROT.

Diestro
Proestro
Estro

Castradas

Diestro/Proestro
Proestro/Estro
Estro/Diestro
Diestro/Castradas
Proestro/Castradas

Estro/Castradas

t Student

0.33
1.80
1.80
0.19

S|

564.7
448.8
464.5

458.4

Sx

114.4
50.9
43.3

113.5

Signif. Estad.
y Probabilidad

< 0.025
N.S.

<0.05

< 0.05
N.S.

N.S.

40.5
30.3
33.0
37.8

% Difer.

20.5

3.5

18.
2.

1

8
1

.3

216.-
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BRAS DURANTE EL CICLO ESTRAL Y CASTRADAS (C).

TAS

dpm (°H) Uridina

d. incorp./mg Pro--

(a) 239.0 ¥ 17.3

0.3 dpm (]4C) Amino

Los datos expresan porcentajes de variacién (X T E) con respecto a los
estro).

valores obtenidos en proestro (P)
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incorp./ug RNA, (b) 488.8

diestro, E =

(D =

teinas.

p<0.025

D-P
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p <0.05
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3.5.2.- HIPOCAMPOC DE RATAS MACHO .-

La castracidn de DNA por célula, expresada en ug DNA/mg teji-
do fresco, no se alterd por la extirpacidn gonadal, obteniéndose
valores de 0.674 en los machos control y 0.662 en orquidectomiza
dos (3.5.2.1, Fig.35a ).

La concentracién de RNA por célula pasd de 1.016 ug RNAépg =

DNA en machos intactos a 1.094 ug RNA/ug DNA en castrados (3.5.2.

2, Fig.35b ), lo que supuso una ligera subida carente de signifi

cacion.,

También permanecid constante la concentracidén de proteinas ==

por célula, siendo de 341.8 ug proteinas/ug DNA en los controles

y 361.3 pg proteinas[pg DNA en los machos castrados (3.5.2.3,Fig.

35¢c

La orquidectomia 1llevd la sintesis de RNA por célula de 171.2
a 191.1 dpm 3H—Uridina incorporada/ug DNA (3.5.2.4, Fig.36a ),=
lo que supuso un ligero aumento, no significativo, del 12%.

Tampoco cambid ante la ausencia de las gbnadas la sintesis de
proteinas por célula, que, expresada en dpm 14C—Aminoécidos in--
corporados/ug DNA, fué de 85.4 en los machos control y de 93.3 =
en castrados (3.5.2.5., Fig. 36b).

La tasa de recambio de RNA, calculada por el cociente dpm 3H-
Uridina incorporada/ug RNA, pas6é de 160.4 en machos intactos a =
181.2 en orquidectomizados (3.5.2.6, Fig.37a ). Este pequefio in-
cremento del 13% carecid, igualmente, de significacidn.

Como en los casos expuestos, la tasa de recambio proteica, es

timada en dpm 14

C-AAs incorporados/mg protelnas, se mantuvo inva
riable tras la extirpacidn gonadal, registrandose niveles de ==

247.3 en los controles y 273.0 en castrados (3.5.2.7, Fig.37b ).
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MACHO.
EXPRESADA EN: pg DNA/mg TEJIDO FRESCO

N X Sx
Controles 9 0.674 0.105
Castrados 8 0.662 0.143

Signif. Estad.

t Student y Probabilidad

Controles/Castrados 0.19 N.S.

3.5.2.7.- CONCENTRACION DE DNA POR CELULA EN HIPOCAMPO DE RATAS

o

.035

.050

219.-

Difer.

1

.8
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3.5.2.2.- CONCENTRACION DE RNA POR CELULA EN HIPOCAMPO DE RATAS

MACHO.

EXPRESADA EN: pig RNA/pg DNA

N

Controles 9

Castrados 8
t Student

Controles/Castrados 0.61

X Sx
1.016 0.249
1.094 0.247

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.

0.083

0.087

% Difer.

7.7

220.-
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3.5.2.3.- CONCENTRACION DE PROTEINAS POR CELULA EN HIPOCAMPO DE
RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: ug PROTEINAS/ug DNA

221.-

N X Sx E

Controles 8 341.8 83.5 29.5

Castrados 8 361.3 67.3 23.8
t Student Signif. Estad. % Difer.

y Probabilidad

Controles/Castrados 0.48 N.S. 5.7
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CONCENTRACION DE DNA (a), RNA (b) Y PROTEINAS (c) EN HIPOCAMPO DE RATAS MA
CHO NORMALES (N} Y CASTRADOS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacidn (x ¥ E) con respecto a los va-
lores obtenidos en los normales (controles): (a) 0.674 ¥ 0.035 Mg DNA/mg.
tej. fresco, (b) 1.016 * 0.083 g RNA/pg DNA, (c) 341.8 * 29.5 ng Protei-
nas/pg DNA.
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3.5.2.4.- SINTESIS DE RNA POR CELULA EN HIPOCAMPO DE RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: DPM (SH) URIDINA INCORPORADA/ug DNA

N X Sx E
Controles 8 171.2 29.2 10.3
Castrados 8 191.1 53.1 19.1

£ Student Signif. Estad.

o/ -
y Probabilidad 5 Difer.

Controles/Castrados 0.87 N.S. 11.6

223.-
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3.5.2.5.- SINTESIS DE PROTEINAS POR CELULA EN HIPOCAMPO DE RATAS
MACHO.

EXPRESADA EN: DPM ('#C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/pg DNA

N X Sx E

Controles 8 85.4 13.9 4.9

Castrados 8 93.3 28.5 10.1
+ Student Signif. Estad.

Controles/Castrados 0.66 N.S. 9.3

y Probabilidad  ° Difer.

224.-
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FIGURA N° 36
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SINTESIS DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN HIPOCAMPO DE RATAS
MACHOS NORMALES (N) Y CASTRADOS (C)

Los datos expresan porcentajes de variacién (x * E) con =
respecto a los valores obtenidos en los normales (contro-
les): (a) 171.2 * 10.5 dpm (°H)Uridina incorp./ug DNA, (b)
85.4 * 4.9 dpm ('*C) Aminodcid. incorp./ug DNA.
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3.5.2.6.- TASA DE RECAMBIO DE RNA EN HIPCCAMPO DE RATAS MACHO.

EXPRESADA EN: (°H) URIDINA INCORPORADA/pig DNA

Controles

Castradas

Controles/Castrados

X Sx E
160.4 26.4 9.3
181.2 43.0 14.3

t Student

1

11

Signif. Estad.
y Probabilidad

N.S.

% Difer.

226.-
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3.5.2.7.- TASA DE RECAMBIO DE PROTEINAS EN HIPOCAMPO DE RATAS
MACHO.

EXPRESADA EN: DPM ('*C) AMINOACIDOS INCORPORADOS/mg PROT.

N X Sx E
Controles 8 247.3 45.1 16.1
Castrados 9 273.0 58.0 19.5

- - m - ——————

t Student  oignif. Estad.

y Probabilidad  ° Difer.

Controles/Castrados 0.95 N.S. 10.4

227.-

realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

, los autores. Digitalizaci

©Del



FIGURA N° 37
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TASA DE RECAMBIO DE RNA (a) Y PROTEINAS (b) EN HIPOCAMPO
DE RATAS MACHO NORMALES (N) Y CASTRADOS (C).

Los datos expresan porcentajes de variacién (x *E) con
respecto a los valores obtenidos en los normales (contro
les): (a) 160.4 * 9.3 dpm (SH)Uridina incorp./ug RNA, (b)
247.5 1 16.1 dpm (]4C) Aminodcid. incorp./mg Proteinas.
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4.1.-CORTEZA CEREBRAL
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Ninguno de los pariametros bioquimicos determinados del metabolismo de =
dcidos nucleicos y proteinas experimentd cambios significativos en corteza
cerebral de ratas hembras durante el ciclo estral y tras la castracidn (3.

1.1.1 al 3.1.1.7) y de ratas macho después de la extirpacidén gonadal (3.1.
2.1 al 3.1.2.7).

Estos resultados coinciden con los referidos por MOGUILEVSKI y Col. (200)
TONOUE y Col. (275) y SCHIAFFINI (235), entre otros, quienes, en similares
condiciones de experimentacidn, encontraron inalterados los valores alcan-
zados en las distintas estimaciones metabdlicas que efectuaron.

En acuerdo con los autores mencionados, esta constancia metabdlica pre-

sentada por la corteza cerebral da validez a su empleo como estructura de
referencia.
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4.2.-ADENOHIPOFISIS
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4.2.1.- ADENCHIPOFISIS RATAS HEMBRAS .-

A) CICLO ESTRAL .-

El contenido glandular de DNA (3.2.1.3.) experimentd cam-
bios minimos y no significativos a lo largo del ciclo sexual,ob

teniendose el valor mds elevado en el dia del Proestro.

En base a estos datos, se puede deducir que el nimero de
células adenohipofisarias permanecid constante durante el Ciclo
Estral. Tal afirmacidn es vdlida, al menos, para la glandula en
su conjunto, sin que sea posible, dada la naturaleza de la de--
termminacidén realizada, establecer si hubieron variaciones en la
cantidad de células de algim tipo celular en particular y de mo
do tal que en total de la glandula tales cambios se contrarres-
tasen. Esta interpretacidon ha sido ya apuntada por ROBINSON y =
Col (225) y CONVEY y Col. (40 ) quienes encontraron resultados
similares a los referidos. Es muy posible, no obstante, que ==

ello no sea as1, pues estudios histoldgicos han mostrado la au-

sencia de fluctuacidon en la actividad mitética de los distintos

grupos celulares adenohipofisarios de la rata hembra ciclante =
(40 ).

La concentracidon de DNA por célula (3.2.1.2.) permanecid=
précticamente inalterada, con el nivel mds bajo del Ciclo en el

Proestro.

Tomando esto en consideracidn y teniendo en cuenta la au-
sencia de cambio en el nimero de células de la gldndula, se pue
de afirmar que la masa (y el volumen) de las células adenohipo-
fisarias, en promedio, se mantuvo inalterada a lo largo del Ci-
clo. Obviamente esta deduccidn es aplicable una vez mds, y como
lo serd en adelante en esta discusidn, al conjunto de la glandu
la.
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En consonancia con los resultados precedentes parecen ha-
llarse los datos obtenidos para el peso del tejido en fresco de
la glandula en las distintas fases del Ciclo (3.2.1.1.). Al res
pecto recordemos que éste se mostrd con minimas variaciones, no
significativas estadisticamente, presentando su nivel mids alto=
en el Proestro, lo que concuerda con los datos de ROBINSON y =
Col (225), quienes obtuvieron, en lo que respecta a concentra--
cidn de DNA por célula y al peso glandular estimaciones andlo--
gas a las registradas en el presente trabajo.

Los resultados aqul descritos discrepan con los de CONVEY
y Col (40 ) quienes observaron un mayor margen de oscilacién de
la concentracidén celular de DNA y del peso glandular sugirieron
un estado de hipertrofia celular en el Estro en comparacidén al
resto del Ciclo.

La valoracién de la actividad glandular en lo que a los =
metabolismos de RNA y Proteilnas se refiere, precisa un andlisis
comparado de las determinaciones que sobre los mismos se han ==

realizado en cada etapa del ciclo.

1) La progresidén del ciclo Estral en la fase folicular, =
desde la tarde del Diestro hasta el llamado "periodo critico' =
(intervalo de tiempo en el que se produce la descarga preovulato
ria de LH) en el dia del Proestro, conlleva un aumento signifi-
cativo, tanto de la concentracién celular como del contenido =
glandular de RNA (3.2.1.4. y 3.2.1.5.).

El mayor contenido adencohipofisario de RNA, en particular,
no es explicable a través de una posible hiperplasia de la glan
dula, puesto que, tal y como se mostrd antes, el contenido glan

dular de DNA permanecié sin cambio significativo a lo largo del
Ciclo.
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El incremento en la concentracidén celular de RNA observa-
do debe ser consecuencia de una intensificacidén de la sintesis=
de RNA durante el periodo de transito (noche del Diestro y/o ma
flana del Proestro) entre los dos puntos de medida.

En el dia del Proestro la sintesis de RNA por célula (3.2.
1.8) se elevd en un 30% respecto a lo obtenido en el Diestro. =
Este aumento es probablemente responsable del incremento de 1la
concentracion de RNA que ha tenido lugar en dicho periodo. Al
no existir diferencias significativas entre los indices de re--
cambio de los RNA (3.2.1.10), el aumento de la sintesis de RNA
por célula podria ser el reflejo de la existencia de un nuevo =
equilibrio celular en el periodo critico, caracterizado por un
metabolismo del RNA mds intenso.

ROBINSON y Col.(225) y CONVEY y Col.(40 ) consiguieron sd
lo una visién parcial de la evolucidn del metabolismo del RNA,-
ya que (micamente realizaron determinaciones de concentracién =
celular y contenido glandular de RNA. CONVEY y Col. no detecta
ron cambios significativos en las mediciones de RNA que efectua
Ton. ROBINSON y Col. relacionaron el aumento que observaron en
el contenido glandular de RNA (del orden del 20%) en el paso =
Diestro-Proestro, con una activacidn de la sintesis de RNA pre-

via a la descarga preovulatoria de gonadotrofinas.

SALAMAN (230),por su parte,encontrd que la concentracidn=
celular de RNA se mantenia constante entre el Diestro y el Proes
tro, mientras que la tasa de recambio de RNA se elevaba en un =
87%. Sugirid la existencia de una posible relacidn entre la su-
bida del recambio, reflejo de una mayor sintesis de RNA, y un

aumento en la biosintesis de gonadotrofinas previa a la descar-
ga preovulatoria.

itin realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008

los autores. Digitali

©Del



236. -

Una posible explicacidn de la discrepancia en la evolucidn
de la tasa de recambio de RNA entre lo observado por SALAMAN y =
lo referido en el presente trabajo, puede residir, al menos en =
parte, en que el citado autor obtuvo sus datos horas antes del =
inicio del periodo critico, mientras que aqui se recogieron en =
el momento de mdxima descarga preovulatoria de gonadotrofinas-de
acuerdo con las referencias disponibles (KALRA y Col. (133), ==
SMITH y Col. (249))-.

La progresién del ciclo desde la tarde del Diestro hasta =
la del Proestro llevd consigo ligeros incrementos de la concen--
tracién celular de proteinas (3.2.1.6.) y del contenido proteico
glandular (3.2.1.7.), careciendo, no obstante, ambas subidas de

significacidén estadistica.

Este avance del ciclo supuso tambien un incremento signifi
cativo, tanto en la sintesis proteica celular (3.2.1.10.), como=
en la tasa de recambio proteica (3.2.1.11.).

Estos resultados sugieren como muy posible, que la intensi
ficacién de la sintesis proteica en el intervalo Diestro-Proes--
tro persiste durante el periodo critico.

La naturaleza parcialmente secretora del material proteico,
y el hecho de que en el momento de la determinacidn en la tarde=
del Proestro buena parte del contenido hormonal haya sido libera
do ya por la glandula (28, 251), es posible que influya en que =
los aumentos de la concentracién y el contenido de proteinas no

alcanzasen grado de significacidn estadistica.

ROBINSON y Col. (225) observaron un incremento (proximo al
15%) tanto de la concentracién celular como del contenido glandu
lar de protelnas en el paso Diestro-Proestro.

MOGUILEVSKI y Col. (200) y TER HAAR y Col. (272) encontra-
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ron un aumento significativo en la tasa de recambio proteica.
Interpretaron estos resultados sugiriendo que la descarga preo
vulatoria de gonadotrofinas estaria precedida, acompafiada y se
ria dependiente de una intensificacién de la sintesis proteica
adenohipofisaria.

De acuerdo con los datos obtenidos y las referencias ci-
tadas, la activacién de los metabolismo de RNA y proteinas ob-
servadas en el avance del ciclo desde el Diestro al Proestro,=
parece que estid directamente vinculada y, al menos parcialmen-
te, justificada por el incremento en la biosintesis de gonado-
trofinas, prolactina y material proteico de secrecién que pre-

cede y acompafia la descarga hormonal preovulatoria en el Proes
tro.

2) La progresidn del ciclo sexual en la fase luteal, des
de la tarde del Proestro hasta la del Estro, no supuso altera-
cibén significativa ni en la concentracién celular, ni en el =
contenido glandular de RNA (3.2.1.4. 7y 3.2.1.5.).

La concentracidn celular y el contenido glandular de pro
teinas no difirieron en el dia del Estro de los valores respec
tivos registrados en el dia precedente (3.2.1.6. y 3.2.1.7.).

Por otra parte, tanto la sintesis como las tasas de re-=

cambio de RNA y Proteinas conservaron en el Estro la actividad

presentada por las mismas en el Proestro (3.2.1.8. al 3.2.1.11).

Un primer andlisis de la situacidn desde el punto de vis
ta endocrino, no parece justificar la intensidad metabdlica ==
mostrada por la glandula en la tarde del Estro.

En efecto, tanto la concentracidn hipofisaria de gonado-
trofinas y prolactinas (NAFTOLIN y Col. (206)), como los nive-
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les plasmidticos de estas hormonas (KALRA y Col. y SMITH y Col.
(249)), son de los mds bajos del ciclo y no se detectan, en es
ta fase del ciclo, otros acontecimientos de especial interés.

La bibliografia disponible muestra un considerable grado
de confusidn, pues los trabajos, ademds de incompletos, care-=
cen en buena medida de una valoracién critica de los datos que

presentan.

Asi, ROBINSON y Col. (225) no encontraron cambios ni en
la concentracidn celular ni en el contenido glandular de RNA y
Proteinas. CONVEY y Col. (40 ) relacionaron el incremento que
detectaron en la concentracidén y el contenido de RNA con una =
estimulacion de la sintesis proteica, que en su opinidn debe--
rian corresponderse con una mayor produccién hormonal.

SALAMAN (230) obtuvo constancia de la concentracién y el
recambio de RNA, y lo relacind vagamente con la situacién endo
crina general de esta fase del ciclo. Finalmente, ni1 TER HAAR=

y Col. (272), que registraron una misma concentracién y tasa
de recambio proteica en los dias del Proestro y Estro, ni ===
MOGUILEVSKI y Col. (200) quienes, tampoco, observaron varia-==

cidn en el recambio proteico en el transito entre estos dos
dias, hicieron una interpretacién de sus resultados desde el =

punto de vista endocrino.

Planteadas asi las cosas, una posible explicacidn del al
to nivel metabdlico encontrado en el dia de Estro, quizd resi
da en una demanda celular de nuevas biomoléculas,en particular
de protelnas. Estas serian necesarias para la recuperacién y =
readaptacién del funcionamiento glandular tras el esfuerzo des
plegado por la misma en el dia del Proestro para producir y se

Cretar importantes cantidades de hormonas con la pérdida adi--
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cional de otro material celular.

3) El tréansito del Estro al Diestro supuso una disminucidn
significativa de la concentracidn, el contenido, la sintesis y =
el recambio de RNA (3.2.1.4., 3.2.1.5., 3.2.1.8. y 3.2.1.10).

Igualmente, la sintesis y el recambio de proetinas bajaron
significativamente (3.2.1.9 y 3.2.1.11.). La concentracién y el=
contenido de proteinas no se alteraron, como, por otra parte,fué
su norma a lo largo de todo el ciclo (3.2.1.6. y 3.2.1.7.).

Estos resultados coinciden, en egenral, con los obtenidos=
por los autores ya citados (225, 200, 230, 40).

Todo indica que el dia del diestro es el de mis baja acti-
vidad metabdlica de todo el ciclo. Siguiendo con la argumenta---
cidn expuesta para la etapa anterior, es razonable pensar que es
ta circunstancia se corresponde con un estado en el que la adeno
hipd6fisis ha acomodado ya su maquinaria biosint&tica a la produc

cion (y secrecidn) de cantidades basales de las distintas hormo-
nas.

Los factores endocrinos Que afectan la actividad metabdli-
ca de la adenohipdfisis son de varios tipos. Las descargas pulsa
tiles de GnRH en el sistema porta, cuya influencia sobre la sin-
tesis de gonadotrofinas ha podido ser demostrada (227, 228). Los
cambios de sensibilidad a la GnRH que experimenta la gliandula a=
lo largo del ciclo, cuya variabilidad ha sido comprobada por ==
AIYER y Col. (211) y COOPER y Col. (212), entre otros, y que es
mdxima en el proestro. lLas variaciones de la concentracidn plas=-
miatica de estradiol (251,135), que influencia directamente el me
tabolismo hipofisario (216, 217) e indirectamente modificando ==

ion reafizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

o, los autores. Digitali

©Del



240.-

las dos variables anteriores(213,208 ). Las variaciones en la se
crecidn de progesterona (28, 251 ), y finalmente la posible exis
tencia de mecanismos de autorregulacidn intracelulares y/o intra
glandulares cuya existencia se sugiere en esta discusidn, pero =
que no ha podido probarse eficazmente.

La importancia relativa de cada una de estas variables a =

lo largo del ciclo serid objeto de discusidén al final del aparta-
do de hipéfisis.
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B) CASTRACION .-

En las ratas ovariectomizadas el peso en fresco de la =
glandula fué entre un 18% y un 30% mds elevado que el regis-
trado en cualquiera de los dias del ciclo sexual (3.2.1.1.).
El contenido glandular de DNA, tras la castracibn, tambien =
resultd de un 14 a un 20% mayor que el obtenido en los dias
del estro y diestro, respectivamente (3.2.1.3.).

Estos resultados sugieren que,al menos parte del incre--
mento experimentado por el peso de la adenohipdfisis después
de la extirpacidn gonadal es debido a un aumento en el nime-

ro de las cé&lulas constituyentes de la glandula.

Estos datos que corroboran los descritos por ROBINSON vy
Col. (225), no permiten distinguir €l o los tipos celulares=
que ven afectada su actividad mitdtica. Hay autores, sin em-
bargo, que han identificado a los gonadotrofos como los prin
cipales contribuyentes a la hiperplasia glandular(20).

La castracidén no modificd la concentracidén celular de ==
DNA (3.2.1.2.), indicando, de acuerdo con las referencias =
disponibles (225), que, a pesar de la aparicidén en ratas ova
riectomizadas de las llamadas 'células de castracién (corres
pondientes a gonadotrofos hipertrofiados) (FARQUHAR y Col. =
( 78)), la masa (y el volumen) celular medio en el conjunto=
de la gliandula permanece inalterada.

Dada 1la heterogeneidad de los componentes celulares de=
la adenohipdfisis y el hecho de que los gonadotrofos repre--
sentan Unicamente del 5 al 10% del contenido celular glandu-
lar (LABRIE y Col. (158)), es probable que la constancia en-
contrada en la masa (y el volumen) celular medio sea el re--

sultado de un efecto de '"dilucidn'o compensacidén en el total
glandular.

ion reafizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

o, los autores. Digitali

©Del



242.-

En ratas ovariectomizadas las concentraciones celulares y
los contenidos glandulares de RNA y proteinas alcanzaron nive
les similares a los obtenidos en los dias del proestro y es--
tro (los mas altos del ciclo sexual) y significativamente mis
elevados que los registrados en el diestro (3.2.1.4. al 3.2.1.
7.).

Idéntico efecto tuvo la castracidén sobre las sintesis y =
tasas de recambio de RNA y protelnas (3.2.1.8. al 3.2.1.11).

La comparacidn de estos resultados con los obtenidos por
otros autores es, en parte, contradictoria. Asi, ROBINSON y =
Col. (225) junto a una evolucidén de la concentracidn y el con
tenido protéico anilogos a los observados aqui, encontraron =
unos valores de concentracidon y contenido de RNA en hembras =
castradas, inferiores a los detectados a lo largo del ciclo.=
TER HAAR y Col. (273) refirieron un recambio protéico en hem-
bras castradas igual al del estro, si bien, menor que el del
proestro. TONOUE y Col. (275) resefiaron un mismo efecto de la
ovariectomia sobre el recambio proteico que el mostrado en el
presente trabajo. No se dispone de argumentos que permitan re
solver estas discrepancias.

La elevada actividad de sintesis y recambio de RNA y pro-
teinas observada en las ratas hembras castradas parece guar--
dar una buena correlacidén con la incrementada sintesis y se--
crecidn adenohipofisaria de gonadotrofinas que caracteriza es
te estado endocrino (SHAAR y Col. (242), GAY y Col. (90 )).

Igualmente las altas concentraciones y contenidos gladula
res de proteinas (y RNA) podrian ser, en alguna medida un re-
flejo de las subidas en los niveles glandulares de LH y FSH =
producidos por la ausencia de las hormonas gonadales (GAY y =
Col. (90 )).
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Dada la carencia de variaciones apreciables en las activi
dades metabdlicas y endocrinas del hipotdlamo tras la extirpa
cién gonadal (vease apdo. 4.3.), es razonable considerar, tal
y como ha sido sugerido por CLAYTON y Col. (37); que el sig-
nificativo aumento post-castracidén de los receptores adenohi-
pofisarios de GnRH y, en consecuencia, la mayor sensibiliza--
cibén de esta glandula a la accidn de la propia GnRH, constitu
ye uno de los componentes mds significativos del mecanismo =
responsable de los incrementos metabdlicos obtenidos y, para-
lelamente, de la mis alta produccién y secrecidn de gonadotro
finas.
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4.2.2.- ADENCHIPOFISIS RATAS MACHO .-

Tras la orquidectomia, el peso del tejido fresco de la glan
dula aumentd en un 39% (3.2.2.1.), datos que concuerdan con los =
de STEINBERGER (260).

Paralelamente, el contenido adenohipofisario de DNA fué un
23.5% mds elevado en los machos castrados que en los controles in
tactos (3.2.2.3.).

Ambos datos sugieren que, al menos, parte del incremento en
el peso de la adenohipdfisis es consecuencia del mayor nimero de
células constituyentes de la gldndula en los machos castrados, de
modo andlogo a lo descrito para las hembras castradas.

A esta misma conclusidn llegaron HYMER y Col.(116) y STAD-=
TLER y Col. (258 mediante estudios autorradiogrificos realizados
"in vitro'" e ''in vivo', respectivamente. Estos autores, ademis, =
identificaron histoldgicamente a los gonadotrofos como el tipo ce

lular que mostraba una actividad mitdtica mis intensa.

En ausencia de las hormonas esteroideas gonadales, y tal vy
como ha sido propuesto por otros autores (STEPHEN y Col. (262))es
posible que la GnRH sea el factor estimulador de los procesos de-

sencadenantes en la divisidn celular.

La concentracién de DNA por célula no fué modificada signi-
ficativamente por la extirpacidn testicular (3.2.2.2.), resultado
que coincide con el obtenido por KRAICER y Col.(154). Este dato =
sugiere que la masa (y el volumen) celular en el conjunto de 1la=

glandula permanece constante tras la orquidectomia.

Dado que en los machos castrados se produce la hipertrofia=
de los gonadotropos dando origen a las llamadas células de castra
cidn (STADTLER y Col. (258)), es previsible que la ausencia de cam
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bios en la masa de las células adenchipofisarias, en promedio,sea
debida a un efecto de 'dilucidn' motivado por la heterogénea res-
puesta de los distintos tipos celulares de la gliandula a la abla-
cidn gonadal.

La orquidectomia se tradujo en incrementos significativos =
de la concentracidn celular y del contenido glandular de RNA ==
(3.2.2.4. y 3.2.2.5.).

Tambien el contenido adenohipofisario de proteinas aumenté=
significativamente en machos castrados (3.2.2.7.), mientras que =
la concentracién de proteinas por célula experimentd una ligera =
subida, no significativa (3.2.2.6.) .Estos resultados estidn de ==
acuerdo con los encontrados por KRAICER y Col. (154) para el con-
tenido de RNA y por CLAYTON y Col. (36 ) para el contenido protei
co.

La extirpacidn gonadal supuso, asi mismo, un aumento, tanto
en la sintesis de RNA (3.2.2.8.), como en la sintesis y el recam-
bio proteico (3.2.2.9. y 3.2.2.11.).

WAKABAYASHI y Col. (285) para la sintesis de proteinas y ==
MOGUILEVSKI y Col. (200) y TONOUE y Col. (275) para el recambio =
proteico, obtuvieron resultados similares a los expuestos, mien--
tras que LEE y Col. (163) registraron una sintesis proteica inva-
riable al comparar los machos controles con los castrados, hecho=
que supusieron debido a un efecto de 'dilucidén' en el conjunto de
la glandula.

En consonancia con lo propuesto por la generalidad de los =
autores citados, los cambios metabdlicos observados tras la orqui
dectomia parecen estar en consonancia con la nueva situacidn endo

crina de la glandula y, en particular, con su actividad gonadotrd
fica.
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Desde esta perspectiva, la activacidn de la sintesis y el =
recambio de RNA y proteinas detectados en las ratas macho castra-
das estaria justificada, en buena medida, por el aumento de la de
manda glandular, necesitada de dotarse de una mayor maquinaria ==
biosintética y un mids completo aparato secretor de gonadotrofinas
(GAY y Col. (90), GRIZARD y Col.(100), BADGER y Col. (16 ),STEIN
BERGER y Col. (259)).

Tambien los aumentos en las concentraciones y contenidos ==
glandulares de proteinas (y RNA) tendrian correspondencia con los
altos niveles glandulares de gonadotrofinas hallados en los ma---
chos castrados (BADGER y Col. (16 ), GRIZARD y Col. (100)).

Descargas portales de GnRH andlogas a las que se producen =
en los controles intactos (vease aptdo. 4.3.) unido a una mas al-
ta sensibilizacién adenohipofisaria a esta neurohormona motivada=
muy posiblemente por el aumento en machos castrados de los recep-
tores adenohipofisarios de GnRH (CLAYTON y Col. (37 )) debido a
la ausencia de las hormonas esteroideas,podrian ser los agentes =
causantes de los incrementos metabdlicos descritos y, a la par,de

la mayor sintesis y secrecidén de gonadotrofinas.
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4.2.3.- VISION GLOBAL DEL METABOLISMO EN LA ADENCHIPOFISIS .-

Al observar de modo conjunto la evolucidén del metabolismo
de acidos nucleicos y protelnas en ratas hembras y machos, nor-
males o castradas, pueden extraerse algunas hipdtesis de traba-
jo.

La castracién tanto en machos como en hembras produce un
aumento en el metabolismo de ambas macromoléculas. En machos =
muy por encima de la situacidn de los normales, en coincidencia
con la mayor secrecién de gonadotrofinas. En hembras el incre--
mento metabdlico equipara la castracidén con el proestro: ambos=
estados se caracterizan por una intensa secrecidn de gonadotro-
finas. Parece existir pues, una buena correlacidén entre los es-

tados de fuerte liberacién de material secretor con la corres--

pondiente intensificacibén de los procesos de sintesis del mismo.

La ausencia de hormonas gonadales vinculadas a los aumen-
tos metabdlicos en las castradas, hace pensar que deben tener =
un importante papel como represores de dicha actividad metabdli
ca. Por otra parte, esta relacidén debe ser compleja y posible--
mente varie segln las circunstancias: el transito diestro- ==
proestro, caracterizado por un aumento del estradiol circulante
tambien es seguido de un incremento del metabolismo proteico y
de 4cidos nucleicos. Las epocas de mds bajo nivel de estradiol=
plasmatico, el diestro y estro, tienen respectivamente cifras =
metabdlicas bajas y altas. Por tanto, deben participar otros fac
tores.

La actividad de la GnRH no se reduce a estimular la libe-
racién de gonadotrofinas por la adenohipdfisis, sino que exis--
ten pruebas de su participacidon directa en la estimulacidn de =
la sintesis de estos productos (99, 100 ). La descarga de GnRH
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por el hipotdlamo no se ha demostrado que aumente excesivamente
con la castracifn. Pero si lo hacen los niveles de receptores =
de GnRH y con ellos la sensibilidad glandular a dicha hormona.=
Los niveles de los receptores de GnRH no se conoce como estén =
regulados, pero si que su concentracidén fluctlia a lo largo del
ciclo. Particularmente interesante resulta el hecho de que es--
tos receptores aumenten del diestro al proestro, en el que pre-
sentan un pico en coincidencia con la evolucidén del metabolismo
proteico y de adcidos nucleicos. También es cierto que los recep
tores de GnRH disminuyen en el estro, y que el mantenimiento de
un nivel metabdlico alto en este dia del ciclo no esta justifi-

cado tampoco por este camino.

El posible papel de la progesterona segregada en el estro no
debe subestimarse, pués aunque su mecanismo de accidn hipofisa-
rio es poco conocido, el nivel de receptores de progesterona en
esta gliandula es alto en el dia precedente al estro y puede per
manecer actuando por espacio de 24 o mis horas. No obstante, el
incremento del metabolismo en las castradas minimiza el posible

papel general de esta hormona.

La existencia de un mecanismo autorregulador intracelular de
las concentraciones de gonadotrofinas, que tiende a mantener ==
los niveles de estas hormonas relativamente estables, ha sido =
sugerido por algunos autores. La situacidén de elevado metabolis
mo de proteinas y adcidos nucleicos en el estro puede represen--
tar la tendencia niveladora de este mecanismo autorregulador ==
después del esfuerzo del proestro. Una vez se ha alcanzado el =
equilibrio, el metabolismo tenderia a decrecer, como ocurre en

el diestro.

La existencia de mecanismos intraglandulares, entendiendo ==

por tales los que ajustan la poblacidn celular hipofisaria y su
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capacidad secretora al equilibrio homeostitico de cada momento,
parece desprenderse de los datos relativos a la hiperplasia e =
hipertrofia celular asociada a la castracidén en ambos sexos.Los
mecanismos que afectan a la multiplicacién de los gonadotrofos=
hipofisarios "in vivo' no son conocidos, aunque ''in vitro' se =
ha demostrado que existe relacidn entre la divisidn celular y =
la presencia de GnRH en el medio de cultivo. Esto sugiere que ,
al igual que ocurre con la actividad metabdlica, la divisién ce
lular esté predominantemente vinculada a la GnRH, y contrastada
en condiciones normales por la accién inhibidora, directa o in-

directa, de las hormonas gonadales.
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4.3.1.- HIPOTALAMO DE RATAS HEMBRA .-

A) CICLO ESTRAL .-

La concentracién de DNA por célula permanecidé constante a =
lo largo del ciclo (3.3.1.1.), de lo que cabe deducir que, inde--
pendientemente del comportamiento de los distintos niicleos hipota
lamicos, la masa (y el volumen) celular medio en el conjunto de =

esta area cerebral se mantiene inalterada en las distintas fases=
del ciclo sexual.

Los metabolismos de RNA y proteinas fueron afectados por el
cambiante medio endocrino del ciclo Unicamente en las tasas de =
recambio, mientras que las concentraciones y sintesis respectivas

oscilaron en margenes carentes de significacién estadistica (3.3.
1.2. al 3.3.1.5.).

Si cefiimos las posibles variaciones metabdlicas a los n(-==
cleos hipotalamicos que influencian mids directamente la actividad
endocrina del eje adenohipofisis-gonadas (drea prebptica anterior
y nicleo arcuato, ademds de la eminencia media), parece probable=
que si las alteraciones no son cuantitativamente importantes y da
da la limitada localizacién de las mismas, éstas aparezcan dilui--
das en el conjunto de la estructura nerviosa.

Los datos obtenidos con los recambios nos permiten, no obs-
tante, y tal como han hecho otros autores (278, 230, 199 ), se---

guir el curso de la participacidén hipotaldmica.

En el transito del diestro al proestro el recambio de RNA =

se incrementd en un 18% (3.3.1.6.), mientras que el de proteinas=
lo hizo en un 26% (3.3.1.7.).

Resultados similares a los obtenidos aqui fueron registra--

dos por SALAMAN (230) en lo relativo a la concentracién y el re--
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cambio de RNA, TER HAAR y Col. (273) en lo referente a la concen-
tracidén y el recambio protéico y MOGUILEVSKI y Col. (200) en lo =
relativo a la evolucidén del recambio protéico.

FOREMAN y Col. (86), sin embargo, detectaron un incremento
significativo de la concentracidén celular media de RNA sin que se
disponga de una explicacidn para la discrepancia de sus datos con
los recogidos en el presente trabajo, a excepcidén de que sus medi
ciones fueron hechas en las mafianas de los dias de estudio.

Es muy posible,como ha sido sugerido por los autores cita--
dos, que las alteraciones producidas en los metabolismos de RNA y
proteinas en este avance del ciclo estén directamente vinculados=
a los cambios que se operan en el hipotdlamo en cuanto a su parti
cipacidn en la descarga preovulatoria de gonadotrofinas.

De ser esto asi, los aumentos observados en los recambios =
de RNA y protelnas estarian destinados a satisfacer, entre otras=
demandas, una mayor sintesis de GnRH, el transporte de neurchormo
na desde la regidn prebptica hasta la ventromedial-arcuato-EM y =
la activacidén del mecanismo de secrecidn hormonal (KALRA y Col. =
(133), ARAKI y Col. ( 8)).

Es muy posible, como lo indican, entre otros, los estudios=
con antiestrdgenos y de ovariectomia (TER HAAR y MACKINNON (272),
SARKAR y Col. (233)), que la subida en los titulos plasmiticos de
estradiol en la tarde del diestro y mafiana del proestro sea la =
responsable de las transformaciones metabdlicas y, por ende, endo
crinas comentadas.

En el tradnsito de proestro al estro los recambios de RNA vy
proteinas se conservaron altos, sin que se apreciasen diferencias
significativas entre los valores obtenidos en estos dos dias (3.3.
1.6. y 3.3.1.7.).
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La bibliografia disponible aporta datos un tanto dispares, asi,
mientras TER HAAR y Col. (273) encontraron concentraciones protei-
cas similares y un recambio proteico ligeramente disminuido en el
estro, SALAMAN (230) describid un aumento de la concentracidn y el
recambio de RNA y MOGUILEVSKI y Col. (199) registraron un recambio
proteico constante al comparar estos dos dias del ciclo.

No parece posible aunar algunos de estos resultados con los re-
cogidos en el presente trabajo.

La alta actividad metabdlica registrada en este 'conflictivo'==
dia del estro podria, en parte, estar relacionada con la recupera-
cidn por parte del hipotdlamo de buena parte de sus reservas de =
GnRH vaciadas el dia anterior (BARR y Col. (22)) y, de otro lado=
con el necesario proceso de reorganizacién que ha de experimentar=
esta estructura después de su participacidn en la descarga preovu-
latoria de gonadotrofinas.

Aunque no est3 clara la identificacidn de €1 o los factores res
ponsables de estas modificaciones, es posible, como han sefialado=
ARAKI y Col. ( 8 ), que la progesterona sea uno de los principales.
En efecto,su secrecidn estd aumentada en la mafana del estro y es
posible que afecte de modo directo al metabolismo hipotaldmico.

En el paso del estro al diestro el recambio de RNA disminuyd en
un 18% (3.3.1.6.) y el de proteinas 1o hizo en un 24% (3.3.1.7.).=

También la sintesis de protelnas fué un 18% mis baja en el diestro
(3.3.1.5.).

Estos datos estdn de acuerdo con lo sefialado por distintos auto
res (230, 190, 273), con cuyos resultados, que coinciden los refe-
ridos aqui, apuntan en calificar esta etapa del ciclo como aquella
en que el hipotdlamo se encamina hacia un estado de cierto equili-

brio metabdlico y endocrino basal, en ausencia de factores que pue
dan alterarlo.
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B) CASTRACION .-

La masa (y el volumen)celular media no fué alterada por 1la
ovariectomia, como se puede deducir por la ausencia de variacidn=
significativa entre la concentracién de DNA por célula de hembras
castradas y ciclantes (3.3.1.1.).

La extirpacidén gonadal tampoco modificd significativamente=
las concentraciones por célula de RNA y proteinas encontradas en
los distintos dias del ciclo sexual (3.3.1.2. y 3.3.1.3.).

Por su parte, la sintesis y el recambio de RNA y proteinas=
en las hembras castradas alcanzaron valores bastante similares a
los del proestro, ligeramente mis altos (entre un 10 y un 13%)que

los del diestro y algo inferiores (entre un 8 y un 16%) a los del
estro (3.3.1.4. al 3.3.1.7.).

De todas formas, dado que 1la mayoria de los cambios referi-
dos carecieron de significacidn estadistica, se puede deducir que
la ovariectomia situd el metabolismo de RNA y proteinas a un ni--
vel de actividad intermedio al observado en la rata hembra ciclan
te que, ademds, no difirié de los valores extremos registrados du
rante el ciclo. Esta situacién es andloga a la referida por TER =
HAAR y Col. (272) para la concentracidn y el recambio proteico.

Tomando los datos de 1la rata hembra ciclante en su conjunto
-sin distincién de los dias del ciclo sexual-, se aprecia, tras =
la castracidn, un ligero descenso, no significativo, de la genera
lidad de los parametros bioquimicos medidos.

En definitiva, pués, los metabolismos estudiados no parecen
ser afectados apreciablemente por la extirpacidén de las gdnadas,=
lo que, en base a la argumentacidn esgrimida hasta el momento, su

giere que las alteraciones endocrinas originadas en el hipotidlamo
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por la castracibén deben ser, en su aspecto cuantitativo, de poca
importancia.

Esta hipdtesis tiene cierta confirmacidn en la informacién
disponible sobre la situacién endocrina del hipotdlamo de ratas=
ovariectomizadas. Seglin ésta, la sintesis de GnRH no difiere sen
siblemente del nivel de actividad biosintética media mostrados =
por la rata hembra ciclante (WHEATON y Col. (297)), la concentra
cidén hipotaldmica de GnRH se halla algo disminuida en relacién a
la estimada por el proestro (SHERWOOD y Col. (243) y la secrecidn
de la neurohormona es equivalente a la registrada en el proestro

(KOBAYASHI y Col. (152), BURGUS y Col. (264), SHERWOOD y Col. =
(243)).

En relacidn con el funcionamiento del eje hipotdlamo-adeno
hipéfisis-gdnadas, la valoracién hecha de los resultados parece=
encajar en una de las hipbdtesis sugerida, entre otros, por --
BADGER y Col. (16) y CLAYTON y Col. (36), y segln la cual, el
mantenimiento de una cierta actividad metabdlica y endocrina en
el hipotilamo en ausencia de las hormonas gonadales y el incre--
mento de la respuesta adenohipofisaria a la accidn de la GnRH, =
constituyen los componentes esenciales del mecanismo responsable
del importante grado de estimulacidn metabdlico y endocrino al--
canzado por la adenchipdéfisis en las ratas castradas.
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4.3.2.- HIPOTALAMO DE RATAS MACHO .-

Independientemente de la respuesta de los distintos nicleos=
y dreas hipotaladmicas, la masa (y el volumen) celular media en -
el total de esta estructura cerebral permanece inalterada tras =
la orquidectomia como se deduce de la constancia mostrada por la
concentracidn de DNA por célula al comparar los machos castrados

y los controles (3.3.2.1.). Estos datos coinciden con los referi
dos por MOGUILEVSKI y Col. (199).

Las concentraciones por célula y la sintesis de RNA y protei
nas tampoco fueron moaificadas_significativamente por la castra-
cioén (3.3.2.2. al 3.3.2.5.), sugiriendo que los cambios metabdli
cos producidos por el hipotdlamo por la extirpacidn gonadal de--
ben ser poco importantes desde el punto de vista cuantitativo. -
Tal posibilidad es apoyada, también, por los resultados obteni--
dos por otros autores (200).

En lo que respecta a los recambios de RNA y proteinas, estos
mostraron en las ratas orquidectomizadas un ligero, aunque signi
ficativo, descenso del 16% y 11%, respectivamente (3.3.2.6. y =
3.3.2.7.), reflejo de una actividad metabdlica algo disminuida =
en ausencia de las hormonas testiculares.

La situacidn metabdlica encontrada parece corresponderse con
el estado endocrino de machos castrados,caracterizado, en compa-
racidn con el de los machos intactos, por una actividad de sinte
sis de GnRH similar o, incluso, algo menor (SHIN y Col. (245)),
una concentracidn celular de GnRH mas baja (BADGER y Col. (16),
SHIN y Col. (246)) y una capacidad secretora para la neurohormo-

na analoga (SHIN y Col. (244)), 0, puede que, un poco mis alta =
MOGUILEVSKI y Col. (200).
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En cuanto a su vinculacién con la operatividad del eje adeno
hipdfisis-gonadas, el anilisis desarrollado estd en armonia con
el planteamiento expuesto por otros autores (16, 37, 246 ),se-
gin el cual, la permanencia en el hipotdlamo de un determinado =
nivel de actividad metabdlica unido a un importante incremento=
en la sensibilidad de la adenohip6fisis a la actuacidén de la ==
GnRH, pueden ser los factores decisivos que expliquen las trans-
formaciones metabdlicas y endocrinas encontradas en la adenohipd
fisis tras la orquidectomia.
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4.4.1.- AMIGDALA CEREBRAL .-

A) RATAS HEMBRA .-

La ausencia de cambios significativos en la concentracidn
de DNA por célula de hembras ciclantes y castradas (3.4.1.1.) =
sugiere que la masa (y el volumen) de las células, en promedio,
en esta estructura nerviosa no es afectada por las fluctuacio--

nes hormonales que caracterizan estas situaciones endocrinas.

Tampoco experimentaron variaciones significativas, con el ci
clo sexual y la ovariectomia, las concentraciones de RNA (3.4.1.
2.) y proteinas (3.4.1.3.) y la sintesis de RNA (3.4.1.4.).

En las hembras ciclantes la sintesis de proteinas y los re--
cambios de RNA y proteinas fueron més bajos (entre un 14 y un =
23%) en el proestro que en el estro y diestro (3.4.1.5. al 3.4.
1.7.). La castracidn, por su parte, situd estos pardmetros bio-
quimicos en un nivel de actividad similar al del proestro, si =
bien, no significativamente distinto de los valores registrados
en los otros dias del ciclo (3.4.1.5. al 3.4.1.7.).

La naturaleza nerviosa de la estructura en estudio y el con-
trovertido papel asignado a la amigdala en el funcionamiento ==
del eje hipotidlamo-adenohipd6fisis-génadas (ELLENDORFF y PARVIZI
(73 ), ELEFTERIOU (70 ), KAWAKAMI y KIMURA {145)), hacen que re
sulte dificil la interpretacidn de las alteraciones metabdlicas
observadas.

En la hembra ciclante los datos metabdlicos obtenidos estin=
en buena armonia con los de actividad eléctrica referidos por =
KAWAKAMI y Col. (144,142 ), quienes describieron un incremento=
de dicha actividad en la tarde del diestro que fué seguido por
una disminucidn en la tarde del proestro.
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De los datos obtenidos durante el ciclo estral, resulta evi-
dente que el metabolismo amigdalar es sensible a la accién de =
las hormonas gonadales. Sin embargo, en lo que al estradiol se
refiere no hay buena armonia entre los titulos plasmiticos de =
la hormona y el grado de intensidad biosintética alcanzado.Asi,
la situacidn metabdlica en el proestro es similar a la de hem--
bras castradas, lo que hace pensar que en el mecanismo controla
dor del metabolismo intervienen otros factores que interfieren=
la accidn del esteroide.

Sin 4nimo de querer establecer una vinculacién directa y de-
terminante con el eje hipotdlamo-adenohipdfisis-gbénadas, se ==
aprecia, no obstante, que los momentos de baja actividad metabd
lica en la amfgdala: dia del proestro y castradas, se correspon
den con estados de actividad biosintética aumentada en el hipo-

tdlamo y adenohipdfisis y con altos niveles séricos de gonado--
trofinas.

B) RATAS MACHO .-

La castracién no alterd la concentracidén de DNA por célu-
la (3.4.2.1.), indicando que la masa (y el volumen) de las célu

las amigdalares, en promedio, no es afectada por la extirpacién
testicular.

Andlogamente, la orquidectomia no vari6é las concentraciones=

de RNA y proteinas obtenidas en los machos intactos (3.4.2.2. y
3.4.2.3.).

La sintesis y los recambios de RNA y proteinas, sin embargo,
mostraron un nivel de actividad disminuido (entre un 18 y un =

23%) en machos castrados al compararlos con los controles intac
tos (3.4.2.4. al 3.4.2.7.).
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El descenso en el metabolismo de RNA y proteinas de machos =
castrados esta, como en hembras castradas, en relacidn con 1los
altos niveles séricos de gonadotrofinas de estos animales. Es--
tos datos coinciden en buena medida con el aumento de LH plasmi
tica obtenido por ELEFTERIOU y Col. (70 ) tras implantar actino
micina D en la amigdala de machos intactos.
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4.4.2.- HIPOCAMPO .-

A) RATAS HEMBRA .-

Durante el ciclo sexual y tras la castracidén la masa (y el
volumen) medio de las células hipotaldmicas se mantiene inaltera
do, como se puede deducir de la constancia observada al comparar
en estos estados endocrinos la concentracidon de DNA por célula =
(3.5.1.1.).

Tampoco resultaron afectados por el ciclo sexual y la ovariec
tomia las concentraciones y las sintesis de RNA y proteinas (3.5-
1.2. al 3.5.1.5.).

Los recambios de RNA y protelnas, sin embargo, se mostraron =
significativamente mds activos (entre un 17 y un 22%) en el dies
tro que en el resto de las situaciones estudiadas (3.5.1.6. y =
3.5.1.7.).

Las fluctuaciones metab8licas observadas en la hembra ciclan-
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trica por TERESAWA y TIMIRAS (271) y sobre consumo de oxigeno ==
por SCHIAFFINI (235).
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En lo que respecta a la posible intervencidén del hipocampo en
el funcionamiento del eje hipotdlamo-adenohipbéfisis-gonadas, re- $
salta el hecho de que en la hembra ciclante las actividades meta
bdlicas de esta estructura y la del hipotdlamo muestran una rela
cidén inversa en cualesquiera de las circunstancias endocrinas ==
analizadas. Ademds las situaciones de alta intensidad de secre--
cidén y sintesis de gonadotrofinas (proestro y castradas) se co--
rresponden con momentos de intensidad biosintética disminuida en
el hipocampo.

Los argumentos expuestos parecen confirmar, asi, la opinidn =
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generalizada (70, 73, 235) de que el hipocampo de la rata =
hembra ejerce, a través del hipotdlamo, una influencia inhibi-
toria sobre la liberacidn (y la sintesis ) de gonadotrofinas.=
De todas formas queda por valorar la importancia que dicha ac-
cidén hipocampal tiene en el mecanismo que controla la activi--
dad hipotaladmica.

El papel de las hormonas gonadales como responsables exclu-
sivos de los cambios metabélicos que se producen en el hipoté-
lamo se presenta controvertido dada la similar intensidad bio-
sintética alcanzada en esta estructura en circunstancias tan =
dispares como el proestro, estro y castradas. Mas bien parece=
que podrian intervenir otros factores, entre ellos las mismas=
gonadotrofinas.

B) RATAS MACHO .-

La orquidectomia no modifica la masa (y el volumen) me--
dio de las células del hipocampo, dado que la concentracidn de

DNA por células es la misma en los machos castrados que en los
intactos (3.5.2.1.).

La castracidn tampoco alterd significativamente cualesquie-
ra de los pardmetros medidos del metabolismo de RNA y protei--
nas (3.5.2.2. al 3.5.2.7.). Resultados similares obtuvo SCHIA-
FFINI( 235) sobre consumo de oxigeno.

De estos datos parece deducirse que el hipocampo de la rata
macho ni interviene ni es afectado por las transformaciones =
que se producen en el eje hipotdlamo-adenohipdéfisis-gdnadas. =
Coinciden, asi, con la observacidén de ELEFTERIOU ( 79 ) acerca
de que la lesidn del hipocampo de la rata macho no cambia 1los
niveles plasmaticos de gonadotrofinas.
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4.4.3.- VISION GLOBAL DEL METABOLISMO EN EL SISTEMA LIMBICO .-

Al considerar globalmente los resultados obtenidos en la =
amigdala cerebral y el hipocampo de ratas hembra y macho, va--
rios hechos merecen ser resaltados.

En la rata hembra el comportamiento de ambas estructuras es
similar en todas las circunstancias endocrinas estudiadas, ex-

cepto en el estro, donde muestran actividades metabdlicas o-==
puestas.

En la rata macho la orquidectomia afecta de un modo distin-
to a la amfgdala y el hipocampo. Asi, mientras se produce un =
descenso en la capacidad biosintética de la amigdala, el hipo-

campo se muestra insensible a la retirada de las hormonas gona
dales.

Por 1o que a la amigdala en particular se refiere, destaca=
la correlacidn existente entre los momentos de actividad meta-
bdlica disminuida en esta estructura y las situaciones de po--
tente sintesis y secrecidn de gonadotrofinas.

Estos resultados parecen concordar con la sugerencia hecha=
por LAWTON y SAWYER (162) y ELEFTERIOU ( 70), entre otros, en=
el sentido de que la amigdala ejerce un efecto inhibitorio de

la liberacidn (y la sintesis) de gonadotrofinas a través del =
hipotédlamo.

Esta teoria, sin embargo, choca con algunos de los datos ob
tenidos en el mismo estado sexual en la amigdala y el hipotdla
mo. Asi, en el diestro el metabolismo de RNA y proteinas es al
to en ambas estructuras. En animales castrados, hembras o ma--
chos, existe una bajada simultZnea de ambos pardmetros. De he-

cho solo se presentan actividades metabdlicas invertidas entre
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estas estructuras en los dias del diestro y proestro.

En base a los argumentos expuestos, tampoco se puede, en con
secuencia, descartar la posibilidad de que la amigdala, al me--
nos en algunos estados endocrinos, tenga una influencia estimu-
ladora sobre la actividad hipotalamica. Esta hipdtesis ha sido=

sugerida por ARAI ( 7 ), VELASCO y TALEISNIK (279), ELLENDORF
y Col. (73) y otros.

Por lo que al hipocampo de rata hembra se refiere, la genera
lizada relacidn inversa observada entre la actividad metabdlica
de esta estructura y la del hipotdlamo (aunque en hembras cas--
tradas no se de esta correspondencia de un modo tan claro), en-
caja en la idea mids solidamente establecida de que el hipocampo
actda inhibiendo la actividad hipotaladmica.

Con todo, es posible que la intervencién tanto de la amigda-
la como del hipocampo en el funcionamiento del eje hipotdlamo-=
adenohip6fisis-gbnadas, sea mids moduladora que decisoria y que
la situacidn metabblica y endocrina del hipotdlamo esté contro-
lada por un mecanismo mds complejo en el que participen otros =
centros extrahipotaldmicos de integracidén neuroendocrina.

La falta de correlacidn entre los estados metabdlicos de la
amigdala y el hipocampo y los titulos plasmdticos de las hormo-
nas gonadales sugiere también, que, posiblemente, no son estas=
hormonas las Gnicas que regulan el grado de intensidad biosinté&
tica de estas estructuras limbicas y que otros factores, como
las gonadotrofinas, podrian intervenir.
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1.- El1 metabolismo de DNA, RNA y proteinas en la corteza cerebral de la ra-
ta no experimentd cambios significativos a lo largo del ciclo estral. =
Tampoco fué alterado por la ovariectomia en hembras o la orquidectomia=
en machos. Esta estabilidad metabdlica permite utilizar a la corteza ce
rebral como drgano de referencia para juzgar las alteraciones de dichos

pardmetros que aparecen en otras estructuras nerviosas en idénticas con
diciones experimentales.

[\
.
t

La fase folicular del ciclo sexual supuso en adenohipdfisis un aumento=
de la sintesis y el contenido celular de RNA y proteinas entre el dies-
tro y el proestro. Estos cambios son interpretados como resultado de un
proceso de activaci6n de la biosintesis de gonadotrofinas, prolactina y
material proteico de secrecidn, que precede y acompafia la des&afgé hor-
monal pre-ovulatoria en la tarde del proestro.

3.- La fase luteal del ciclo estral se manifestd en adenohipéfisis sin va--
riaciones significativas desde el punto de vista del metabolismo de RNA
y proteinas entre proestro y estro, manteniéndose por tanto la elevada=
tasa metabdlica del final de la fase folicular. Dado que en este perio-
do hay una neta disminucién de la liberacién gonadotrdfica, estos datos
se interpretan como un proceso de readaptacidn de la glandula tras la =
intensa secrecidn de hormonas del proestro.

4.- La ovariectomia hizo que la sintesis y recambio de RNA y proteinas en =
adenohipdéfisis alcanzara los niveles mdximos del ciclo sexual o incluso
los superara. Existe una buena correlacidn entre la situacién metabdli-

ca en proestro y la de las ratas ovariectomizadas, caracterizadas ambas
por intensa secrecién de hormonas.

5.- La orquidectomia produjo un aumento significativo de la sintesis y re--
cambio de RNA y proteinas en la adenohipdfisis de las ratas macho. Al =
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igual que ocurre en las hembras, la supresidén de las gbnadas hace que =

la adenohipdfisis adecfie su metabolismo al aumento de la secrecién hor-
monal.

6.- En ambos sexos la supresidn de gdnadas produjo aumentos significativos=
del contenido adenohipofisario de DNA y de la sintesis y recambio de ==
RNA y proteinas. Ello indica que la eliminacién de las hormonas gonada-
les conduce a la adenohipdfisis a aumentar el nimero de células y su in
tensidad metabdlica en respuesta a la mayor demanda de hormonas y mate-
rial de secrecidn que caracteriza la castraciodn.

7.- El hipotalamo experimentd durante la fase folicular un aumento del re--
cambio de RNA y proteinas entre el diestro y el proestro. Aparentemente
estos cambios reflejan la necesidad de acomodar el metabolismo hipotald
mico para una mayor sintesis de GnRH y de otras moléculas involucradas=

en su transporte y secrecién en la tarde del proestro.

8.- Durante el estro, el hipotidlamo mantuvo un elevado nivel de recambio de
RNA y proteinas, con cifras similares a las del proestro. La alta tasa=
metabdlica en estro pudiera estar relacionada con la necesidad de esta=

estructura de recuperar sus reservas de GnRH y material secretor perdi-
das el dia anterior.

9.- La ovariectomia produjo unos niveles de recambio de RNA y proteinas en=
hipotdlamo intermedios a los que se encontraron durante el ciclo. Estos

resultados sugieren que el hipotdlamo de ratas hembras mantiene una am-
plia autonomia respecto del ovario.

10.- La orquidectomia se tradujo en una disminucidn significativa del recam-
bio de RNA y proteinas en el hipotdlamo de la rata macho. Estos resulta
dos coinciden con la descripcidn de otros autores de que la castracidn=
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baja los niveles de GnRH hipotaldmicos, y revelan que el hipotdlamo de
los machos tiene una mayor dependencia de las hormonas gonadales que =

el de las hembras.

La buena correlacidén del metabolismo de RNA y proteinas entre adenohi-
p6fisis e hipotdlamo durante el ciclo sexual, pero no en la castra---
cién de hembras y machos, sugiere que la dependencia metabdlica de 1la
adenohipdfisis con respecto a las hormonas hipotaldmicas es efectiva =
en condiciones fisioldgicas pero se ve distorsionada por manipulacio--

nes endocrinas driasticas.

La fase folicular produjo una disminucidn del recambio de RNA y protei
nas en el sistema limbico, pues tanto en amigdala como hipocampo dismi
nuyeron ambos parimetros entre el diestro y proestro. Estos resultados
fueron exactamente opuestos a los encontrados en hipotdlamo y adenohi-
pdfisis.

La fase luteal se manifestdé de forma opuesta en amigdala e hipocampo,
pues mientras la primera estructura presentd un aumento de su sinte--
sis y recambio de RNA y proteinas en estro respecto al proestro, en =
hipocampo se mantuvo el mismo nivel.

La ovariectomia produjo un nivel metabdlico de RNA y proteinas del ==
mismo orden de los encontrados en proestro en ambas estructuras del =
sistema 1limbico. En machos la orquidectomia produjo una disminucidn =
del metabolismo en la amigdala, pero en hipocampo no se produjo alte-
racién significativa. Ello sugiere que en hipocampo’ existe una dife--
renciacién sexual que no aparece en amigdala.

Globalmente, el hipocampo manifestd una tendencia metabdlica opuesta=
a la del hipotdlamo en todas las situaciones estudiadas en hembras, =
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mientras que la amigdala solo la manifiesta en la fase folicular. Las
situaciones de potente secrecidn de gonadotrofinas (proestro, castra-
¢idn) van acompafiadas de disminucién de la actividad metabdélica en ==
las estructuras limbicas, y confirman la hipdtesis de que actian de =
modo inhibitorio modulando la actividad hipotalamica.
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