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ABREVIATURAS

ACTH = Hormcna adrenocorticotropa.

AHT = Area hipofisotrbpica de Halé&sz.
AMPc = Adenosin monofostato ciclico.
APO = Area prebdptica.

ATP = Adencsin trifosfato.

C = Animales controles.

CAPA = Actividad L-cisteina-aminopeptidasa.

FSH = Hormona foliculo-estimulante.
FSH-RF=Factor liberador de FSH.

Gx = Animales gonadectomizados.

HIOMT= Actividad hidroxiindol-O-metiltransferasa.

ICDH = Actividad isocitrato-deshidrogenasa.

IN = TIluminacidn normal.
LAP = Actividad leucinaminopeptidasa {(Arilamidasa).
LH = Hormona luteinizante.

LH-RF= Factor liberador de LH.

LP = ILmz permanente.
MDH = Actividad malato-deshidrogenasa.
N-AT = Actividad N-acetiltransferasa.

oP = Oscuridad permanente.

VE = Valerianato de estradiol.
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INTRODUCCION

EL ciclo nreproductivo de Los ventebrados estd fundamen-
talmente reguladc por el sistema adenchipofisario, este a su
vez es controlade por zonas del sistfema nervicso central qgue
actuan como transducfores neuroendocrinosd, especialmente hi-
potdfamo (KORDON y GOGAN, 1968; MOTTA y cols., 1970) y gldn-
dufa pineal (WURTMAN y cols., 1968). Otras regiones del cere
bro como conteza y sisiema Limbico (ELEFTHERIOU, 1975]) pantd
cipan en La modulacidn del ciclo neproductive a través de su
accldn scbrne el drea hipotaldmica, encargada de fLa sintesis
y Liberacién de hormonas gonadotropas. Ademds el eje hipotd-
Lamo-hipofisis-gbnadas esid profundamente inffuenciado poxr
informaciones que Le L&egan por medio de recepiones Lnterno y
exteroceptivos, siendo Los mas sighificativos em este senfi-
do, Los& visuales (WURTMAN, 1967) y olfativos, Aeguidoi de Zos

audi{tivos y Lactiles (GREPP, 1961]).

Esta complefa modulacidn de fa actividad hipotaldmica
permite comprenden mefOn como el sistema neuroendocrino pue-
de #nespcender de modo apropiade a condiclones extremadamen-

te vandiadas,
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LUZ Y RITMOS BIOQOLOGICOS

Dado que la luz es un factor determinante de todos los
ritmos biolégicos en general, y del reproductivo en particu-
lar, como ha sido ampliamente'demostrado en muchos vertebra-
dos (GANONG, 1959; THIBAULT, y ceols., 1966) y cambios artifi
ciliales han sido realizados en la parte experimental de 1la

presente Tesis, consideramos importante comentar detenidamen

te las relaciones luz-ritmos biol6gicos y el macanismo de es

ta interaccidn.

1. RITMOS BIOLOGICOS

Vivimos en un meé€dio en el cual las condiciones ambienta
les cambian constanteménte, y a menudo, seglin modalidades que
se repiten de forma periédica y regular.

Como consecuéncia de la rotacibén de la tierra alrededor
del sol, se suceden las diferentes estaciones del aﬁo; aumen
tando progresivamente la duracidn diaria de la luz desde el
solsticio de invierno al solsticio del verano, despuds del
cual, disminuye de forma regular y progresiva hasta el si -
~guiente solsticioc de invierno.

Como consecuencia de la rotacidén de la tierra sobre su

propio eje, alternativamente se suceden el dia y la noche.



Dado gue todos los seres vivos se encuentran influencia-
dos por las modificaciones estacionales de la duracibn del fo
toperiodo y por los cambios de luz-oscuridad diarios, es posi
ble clasificar todos los ritmos biolégicos, siguiendo a HAL-

BERG (1969), en tres grandes grupos:

1.1. Ritmos anuales.- Agquellos ciclos bioldgicos que
coinciden con los cambios ciclicos anuales en la duracidén de
los fotoperiodos.

1.2, Ritmos circadiancos.- Aquellos ciclos biol6gicos
que estan sincronizados con los periodos diarios luz-socuri-
dad.

1.3. Ritmos de periodo critico.- En los que se inclu-
yen todos los ciclos bioldgicos, gue sin ajustarse a ningun
ritmo de luz pueden ser influenciados de alguna forma por 1la

duracién de los fotoperiodos.

A continuacidn comentamos de entre los ritmos biolégicos
anuales, circadianos y de perfodo critico, agquellos mis direc

tamente relacionados con el tema de la presente Tesis.

1.1. Ritmos annales.— Los ciclos anuales se manifies

tan en los animales en la migracién, hibernacién, reproduc-
cidn, etc.
El ritmo anual mejor estudiade ha sido el ciclo repro-

ductivo.



Desde tiempo es conocida la relacidn entre perioricidad
estacional y ciclo reprecductivo en muchas especies, asi las
aves de las regiones distantes del ecuador anidan en primave-
ra, cuando empieza a elevarse la temperatura y a aumentar la
duracidn de la luz diurna. Siempre se considerd la temperatu-
ra como factor determinante de este ciclo, hasta gue en 1925,
ROWAN observd la relacidn entre los cambios de iluminacidn am
biental y modificaciones en la actividad gonadal en algunas
especies animales; concretamente puso de manifiesteo que el jun
co apizarrado (Junco Hyemalis) cuando es sometido, de forma
artificial y prolongada -a ritmo creciente de luz- presenta el
aumento testicular a finales de otono o principio de invierno,
- fen8meno que en condiciones de iluminacién natural ocurre en
primavera.

Otra aportacidn de interés es la de BISSONETTE y CHAP~
NICK (1930) que demostraron que el peso de los testiculos del
estornino europeo {Sfturnus uuﬂgaﬂi& vufgaxris) aumenta 6 veces
en condiciones de iluminacidn natural entre el 15 de marzo y
el 1 de abril. BISSONETTE (1932) encuentra que una prolonga -
cibén artificial del perfodo de iluminacidn, puede inducir un
estado de estro prematuro en un animal monoestral como es el
hurdn.Este animal que se encuentra en estado de regresién go-
nadal durante el periodo otofioc~invierno, sometido a ilumina-

cidn creciente a partir de los primeros dias de otofio, la hem-



bra comienza su ciclo estral en. invierno.
También son clé&sicas las experiencias y observaciones de

MARSHALL (1937) que agrupd a los animales en reproductores de

dias cortos y de dias largos, bas&ndose en la relacidn entre
duracidn luminica de los dias y periodo reproductivo. La ove-
ja, un ejemplo tipico de reproductores de dias cortos, tiene
su periodo de mayor actividad gonadal en los meses de septiem
bre y noviembre en le hemisferio boreal, pero si estos anima-
les son trasladados al hemisferio austral, tienen su &poca de
mayor fertilidad entre los meses de marzo y abril, o sé&a, en
el periodo anual en que la iluminacién es semejante a los me-

ses de otono en el hemisferio boreal.

1.2. Ritmos de 24 horas.—- La alternancia de los dias

y las noches se acompana, en la mayoria de los seres vivos,

de cambics ciclicos en diversas funciones biolbgicas: activi-
dad motora; suehfo, ingesta de aliﬁento Yy agua, temperatura cor
poral, etc. Muchas gl&ndulas endocrinas segregan sus hormonas
con un ritmo de 24 horas.

Se ha comprobado que los ritmos circadianos est&n sincro-
nizados .y son claramente dependientes de la presencia © ausen
cia de luz, dia-noche (HALBERG, 1969).

Describiremos a continuacién algunos de los ritmos biold

gicos circadianos mejor conocidos y relacionados con el tema



de la presente Tesis.

1.2.1, Ritmo circadiano pineal.- Los cambios
ciclicos en la concentracidn de indolaminas y de actividad en
zimdtica, de las enzimas gue intervienen en la sintesis de me
latonina (véase esguemas !} y 2 ). descritos en la gl&ndula pi-
neal, coinciden exactamente con el ritmo circadiano natural
(véase figura 1 ).

SHIBUYA y cols. (1978) han encontrado diferencias signi-
ficativas en la actividad de la triptogano hidroxilasa -enzi-
ma que inicia la sintesis de melatonina- durante el dia y la
noche, describiendo los valores mas altos durante la noche.

QUAY (1963) encontrd un ritmo circadiano en la concenta-
cidn de serotonina en la glindula pineal, con el pico mas alto
durante el dia. Estos wvalores han sido confirmados posterior-
mente (SNYDER y cols.,; 1965) e interpretados en el sentido ae,
gue durante la noche la serotonina -aunque es sintetizada en
mayor cuantia- es liberada por los pinealccitos (WURTMAN,1971),
a la vez gque no puede descartarse un mayor consumo por incre-
mento de la actividad N-acetiltransferasa (N-AT) (ROMERO y AXEL
ROD, 1975). Esta Gltima enzima cataliza el primer paso especi-
fico de la sintesis de melatonina, y su actividad aumenta en
un 70% durante la noche (KLEIN y WELLER, 1970). Este aumento

de actividad explica la mayor concentracifn de N-acetil-5-hi-
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droxitriptamina durante la noche encontrada en pineal (KLEIN
y WELLER, 1972).

La actividad de la hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIO-
MT) se encuentra elevada durante la noche (AXELROD y cols.,
1965), aungque esta elevacidn no sobrepasa el 10-30% de su va-
lor diurno. La actividad HIOMT, enzima limitante, no sufre
cambios amplios ni rapidos, sino cambios t&nicos que modulan
la biosintesis de melatonina en la gl&ndula pineal (KLEIN ,
1978), sustancia que tambien aumenta en concentracifn durante
la noche (RALPH y cols., 1971).

Ademas de este ritmo circadiano en la biosintesis de me-
latonina, se han descrito en pineal otros ritmos circadianos
gue de una forma u otra estin relacicnados con el metabolismo
de la melatonina, como son: aumento del peso de la gl&ndula
pineal {AXELROD y cols., 1965): actividad de la tirosina hi-
droxilasa (McGEER y McCGEER, 1966); contenido de noradrenalina
(WURTMAN, 1971); sensibilidad de los receptores beta?adrenér-

gicos pineales a la noradrenalina (ROMERO y AXELROD, 1974).

1.2.2. Ritmos circadianos hipot&dlamo-hipofisa-
rios.- Se han descrito ritmos de 24 horas en : liberacifn de
ACTHpor hipofisis (GRABER y cols., 1964) ; nivel de TSH en hi-
pofisis (BAKKE y LAWRENCE, 1965) ; en la rata hembra se han en

contrado ritmos circadianos en la liberacidn de LH (SCHWARTZ
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y BARTOSIK, 1962), de FSH-RF y LH-RF (FLERKO, 1274} y segfin
NAIK (1976) el transporte de la LH-RF a la eminencia media

tambien es ciclico.

1.2.3. Ritmo adrenal.- PINCUS (1934) observd
una disminucidn de la excrecidn urinaria de cetosteroides du
rante la noche en hombres jovenes. Posteriormente HALBERG y
WISSCHER (1950) encuentran que los niveles de eosint6filos
muestran su acmé al mediodia, antes gue la tasa de secrecifn
adrenal comience a incrementarse (GUILLEMIN vy cols., 1959).
Tambien BARTTER y cols., (1962) han descrito un ritmo diurno
en la secrecidén de aldosterona.

En un plano experimental el ritmo adrenal ha podido ser
modificado por las variaciones del horario de iluminacibn.Asi
en ratas hembras la luz continua provoca una disminucidn del
peso de las gl&ndulas suprarrenales (FISKE y LAMBERT, 1962)
atribuida a la pérdida del ritmo de 24 horas de liberacibén de
ACTH (CRITCHLOW,.1963j; KRIEGER (1973). encuentra que la perio-
dicidad circadiana de los niveles de corticosterona en la ra-
ta no persiste tras la enucleacidn o en condiciones de oscuri-

dad o luz permanente.

1.3. Ritmos con periodo critico.-Los mamiferos polies

trales gque ovulan espontaneamente presentan -en circunstancias
ambientales normales- ovulacicnes perfodicas que no coinciden

ccnn el ritmo anual ni con el circadiano. Es evidente por otro
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lado que las modificaciones artificiales del periodo de jlu-
minacidn y ios cambios en el fotoperiode dirante el aho influ
yen notablemente en su periodicidad ovulatoria y en su conduc
ta sexual.

La rata, como mamiferoc poliestral con ovulacidn esponta-
nea, presenta en lo gue se refiere a su actividad gonadal, un
tipico ritmo con perfodo critico -perfodo de secrecifn pre-ovu
latoria de LH- que coincide segfin EVERETT y SAWYER (1950) con
las 14 horas del dia del proestro, la ovulacién ocurre de 10
a 14 horas mas tarde, precisamente en la mitad del perfodo de
oscuridad (SCHWARTZ y McCORMAC, 1972). Este periodo critico
puede adelantarse, en un nfimero igual de horas, y trds 2 o 3
ciclos estrales, cuando se adelanta artificialmente el comien
zo del perfcdo de iluminacidn diario.

El estro, evento nocturno en la rat, puede ocurrir duran
te el dia invirtiendo artificialmente las horas de exposicién
a la luz (HEMMINGSEN y KARUP, 1937).

A partir de estos trabajos, numerosas experiencias y ob-
servaciones han demostrade la importancia de la luz en la es-
timulacién o inhibicién de la actividad sexual en mamiferos
(THIBAULT y cols., 1966). La iluminacién ambiental continua
en la rata tiene como respuesta la produccidn de un estadc de
eskro permanente (CRITCHLOW, 1963), hipertrofia hipofisaria

(FISKE, 1941) y bloqueo de la ovulacién (FLERKO, 1966) .
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En contraste con el macho, los procescs reproductivos en
los mamiferos hembras se caracterizan por modificaciones cicli
cas en el tracto genital y en la receptividad sexual.

Los ciclos reproductivos en los mamiferos hembras depen-
den de las influencias que determinadas &reas del sistema ner-
vioso central -hipotdlamo, sistema limbico, gl&ndula pineal,
etc.- ejercen sobre ":adenchipofisis. Estas influencias son,
siguiendo a BARRACLOUGH y GORSKI (1961), unas de tipo tdénico,
que permiten la descarga continuada de gonadotrofinas suficien
te para mantener la secrecidén de estrbgenos y el crecimiento
folicular, v otras de tipo fdsico que inducen el ré&pido au-
mento de LH necesario para la ovulacién. Todo este complejo
mecanismo de regulacién funciona como un verdadero nefoj en-
d6genc (MOORE y EICHLER, 1976), modulado por cambios en el me
dio interno del animal o en su entorno (FLERKO, 1974) (véase

figura 2 ).

1.3.1. Mecanismos endbgenos del sitema nervio-

so central (véase figura 3 ).

1.3.1.1. Mecanismo ténico de la secrecidn
de gonadotrofinas.- El término de drea hipofisotrbpica (AHT)
fué introducido por HALASZ y cols. (1962) para denominar la
regién del hipot&lamo mediobasal, fundamentalmente nucleos

arcuato y ventromedial, donde se genera el mecanismo de regu-
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lacién ténico de secrecibdn de gonadotrofinas.

El &8rea hipofisotrfpica estd formada, segun RETHELYI ¥
HALASZ (1970), por las células nerviosas de las cuales parte
el tractec de fibras tuberoinfundibulares o sistema neurosecre
tor parvicelular que alcanza la eminencia media.

La interrupcién de todas las conexiones neurales del &-
rea hipofisotrépica, método util para valorar la capacidad fun
cional, bloguea la ovulacidn y la hipertrofia évarica compen-
sadora, pero no produce atrofia ov&rica (HALASZ, 1969). Estas
observaciones indican que el &rea hipofisotrépica es capaz de
mantener por si misma la secrecién basal‘ténica de gonadotro-.
finas (FLERKO, 1974), pero no mantiene la liberacidn fasica.

En orden a localizar las cé&lulas nervicsas gque sinteti-
zan especificamente los dos factores liberadores gonadotrdfi-
cos, se ha comprobadq gue FSH-RF se sintetiza en la regién an
terocdorsal (MESS y MARTINI, 1968), debajo del nucleo paraven-
tricular (MOTTA y cols., 1973), y LH-RF en la regifn antero-
ventral (MESS y MARTINI, 1968). EStos hallazgos no estén de
acuerdo con la hipotesis mantenida por SCHALLY y cols. (1971)

de un factor de liberacidn comGn para FSH y LH. -

1.3.1.2. Mecanismo fésico de secrecibén de go-

nadotrofinas.

1.3.1.2.1. Areas hipotalé&micas.- Existen va-
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rias &reas hipotalamicas implicadas en el mantenimiento de la
liberacién fésica de gonadotrofinas.

1.3.1.2.1.1. Area prebptica.- Este &4rea ana-
tomica est8 intimamente relacionada con el proceso de la ovu-
lacibn. Lesiones electroliticas gque interrumpen sus conexiones
con el &rea hipofiscotrfpica -nucleo arcuato, ventromedial y
paraventricular (SWANSON, 1976)- provocan en la rata un cuadro
de estro permanente (FLERKO, 1962); su estimulacifn, por el con
trario, determina un aumento de la liberacidn ciclica de LH (
KAWAKAMI y cols., 1971) y en ratas con estro permanente induce

la ovulacibén (BUNN y EVERETT, 1957).

1.3.1.2.1.2. Area hipotalamica anterior.- Es
te &rea estd relacionada con la liberacién de FSH dependiente
del nivel de estrbdgenos circulantes (FLERKJ, 1956). Lesiones
en el Area hipotalémica anterior (FLERKO, 1962), o la interrup
cidn de sus conexiones con el drea hipofisotrbpica (KOVES y HA
LASZ, 1969) provocan una ausencia de respuesta ovirica compen-

sadora.

1.3.1.2.1.3, Sistema tubero-infundibular do-
painérgico. (TIDA) del &rea hipofisotrépiéa.— SegGn HOKFELT y
FUXE, {1972) los terminales de estas neuronas actuan, por contac
.tos -axcguxdbnicos, inhibiendo la liberacién de LH~RF, a nivel de

la regifn lateral de la eminencia media (FUXE y cols., 1976).
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1.3.1.2.2. Sistema limbico.- Es generalmente
aceptado gque determinadas &reas del sistema limbico, amigda-
la e hipocampo, modulan la liberacién ciclica de gonadotrofi

nas (FLERKO, 1974).

1.3.1.2.2.1. Amigdala.- Debido a la compleji-
dad de las interaccioneslfuncionales entre los distintos nu-
cleos de la amfgdala, no esti claro su papel en la regulacidn
de la secrecién de gonadotrofinas, perc es evidente que la zo
na corticomedial es la mas importante (GLOOR, 1975) y que ejer
ce su accibn por sis conexiones, a través de la estria termi-
nal, con el 4rea predptica-hipotaldmica anterior y con el &-

rea hipofisotrépica (De OLMOS, 1972).

La estimulaciftn de la amigdala (VELASCO y TALEISNIK ,
1969a) o de la amigdala medial (SCHOOT, 1974) provoca la ovu-
lacidtn en ratas con eétro.permanente; su lesibn, por el con-
trario, disminuye el grado de hipertrofia ovirica compensado-
ra (SMITH y LAWTON, 1972). Estos hallazgos ‘hablan en favor de
un efecto estimulador de la amigdala sobre ia liberaciﬁn ci-
clica de gonadotrofinas, LH y FSH.

De otro lado, hay experiencias gue demuestran que la a-
migdala corticomedial inhibe la secrecibén de.gonadotrofinas:
Lesiones electroliticas de €ste &rea incrementan la.sintesis

- y/0 liberacién de LH (LAWTON y SAWYER, 1970), y en ratas pre-
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pfiberes, adelantan el comienzo de larpubertad (ELWERS y CRIT
CHLOW, 1966).

SAWYER (1972) sugiere que la amigdala corticomedial con-
tiene dos tipos de neuronas: unas de tipo inhibidor sobre la
funci6tn gonadotrdpica en general, y otra de tipo facilitador
sobre la liberacién f&sica de LH.

Dentro del &rea corticomedial, y siguiendo a DUCKE (1974)
, la zona anterior estd relacionada con la maduracién del fo-
liculo y la posterior con la ovulacibén. Recientemente DUCKE
y cols., (1976) han observado que la acciétn de estas dos zo-
nas sobre la secrecibén de gonadotrofinas es estimulante cuan-

do se aproxima el comienzo de la pubertad.

1.3.1.2.2.2, Hipocampo.- Tambié&n existe una
dualidad de resultados en lo que se refiere al efecto del hi-
pocampo sobre la liberacifn de gonadotrofinas.

La estimulacién del hipocampo facilita la liberacibn de
gonadotrofinas  (KAWAKAMI y cols., 1966) y provoca la ovulacibn
en ratas con .estro permanente (SCHOOT, 1974); sin embargo VE-
LASCO y TALEISNIK .(1969b) obtienen el efecto contrario, una

reduccidn de la frecuencia ovulatoria.

1.3.1.2.3. Pineal.- La gl&ndula pineal est& inti
mamente relacionada con la liberacién f4sica de gonadotrofi -

nas, sobre la cual ejerce un efecto inhibidor.
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La pinealectomia produce hipertrofia &évaria en ratas in-
maduras (KITAY, 1954), incrementa la frecuencia del estro va-
ginal en la rata adulta (ALBERTAZZI y cols., 1966) y evita la
atrofia gonadal tr&s la ceguera {SORRENTINO y BENSON, 1970}.

Este efedto antigonadotrépiCO'sé debe a los indoles de
origen pineal, serotonina, 5-hidroxitriptofol, 5-metoxitrio-
tofol y melatonina (KAPPERS y cols., 1974), y a unos polipép-
tidos, extremadamente ricos en triptdéfano, y considerados por
PUN y LOMBROZO (1964) como especificos de la gl&ndula pineal;
uno de ellos segln PAVEL y PETRESCU (1966), puede ser la ar-
ginina vasopresina. REITER (1976) ha sugerido que en la gl&n-
dula pineal las indolaminas controlan la sintesis y/o libera-
cidn de estos polipéptidos.

En los nucleos-hipotalémicos arcuato y ventromedial, gue
contienen neuronas productoras de LH~-RF (MESS y cols., 1970),7
‘'se ha demostrado la presencia de otros dos tipos de neuronas,
unas gque contienen serotonina (SMITH y cols., 1972) -sinteti-
zada parcialmente por ellas (BROWNSTEIN y cols., 1976)- y o-
tras una fraccidn prot&ica (SMITH, 1972), similar a la encon-
trada por PUN y LOMBROZO (1964) en la lgé&ndula pineal.

Para explicar como la pineal ejerce su accién antigonado
trdpica, KAPPERS y cols. (1974), sugieren que las neuronas se
;rntnninérgicas, presentes en los nucleos arcuato y ventrome-

- dial, al ser estimuladas por los distintos compuestos pineales,
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inhiben la actividad funcional de las .neurcnas, presentes en

el mismo &rea, productoras de factor liberador de LH (LH-RF).

1.3.2. Medio interno: Sefhales hormonales

Los mecanismos enddgenos del sistema nerviosc central,
que regulan el ciclo reproductivo de los mamiferos hembras,
est@n modulados por los niveles de hormonas circulantes: es-—
teroides gonadales -estrdgenos y progesterona-, gonadotrofi-
nas ~foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH)~ y facto-
res de liberacifén gonadotrfpicos, FSH-RF y LH-RF, Las modifi-
caciones en ios niveles de estas hormonas es una sefial que en
el hipotilamo se traduce en un incremento o disminucién de la
sintesis y/o liberacifn de FSH-RF y/o LH-RF.

El desarrocllo de técnicas biolégicas (STELLMAN y POHLEY,
1953; PARLOW, 1961) y radioinmunolégicas (YALOW y BERSON,1956)
; han permitido establecer la relacién entre niveles hormona-
les y actividad Jonadotr8pica hipot&lamo-hipofisis.

Estos mecanismos de regulacibén se conocen con el nombre
de mecanismos de retroalimentacidén o de {eedback neurohormo
nales. Seglin la respuesta del receptor a la sefial hormonal se
distinguen dos tipos de mecanismos, uno negativo y otro posi-
tivo. Se habla de mecanismos de retroalimentacién negativo,
cuando al incrementarse la concentracién de las hormonas, que

actuan como sefial, disminuye la sintesis y/o liberacién de
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hormonas en el receptor, y de mecanismos positivos cuandc exis

te una relacibfn directa netre senhal y actividad del receptor.
En funcién de la distancia entre el 6rgano emisor de la

sefnal y el receptor, pueden clasificarse los mecanismos de re-

troalimentacifén en largos, cortos y ultracortos.

1.3.2.1.Mecanismos de retroalimentacidn lar-
gos.- La sefial, estrégenos y progesterona, producida en las
gbnadas llega a los receptores situados en la hipofisis ante-
rior y en el hipotilamo (WILLIANS-ASHMAN y REDDI, 1971), es-

pecialmente 'en la regifn medicbasal y eminencia media.

1.3.2.1.1. Estrb6genos.~ La administracidén de
estradiol (GREEP y JONES, 1950), o su implantacidn en la emi-
nencia media (MOTTA y cols., 1970) disminuve, en la rata hem-
bra adulta, la sintesis y/o liberacién de LH y FSH; la castra-
cidn,por el contrario, incrementa los niveles de LH y FSH (DO~
NOVAN, 1966).

Estos resultados demuestran que los estrfgenos en la ra-
ta hembra adulta actuan como retrocalimentaci&n negativa sobre
FSH y LH. Sin embargo en ratas prepﬁbe:es la implantacifn de
estradiol en la eminencia media actua con retroalimentacién

positiva sobre LH (MOTTA y cols., 1968).

1.3.2.1.2. Progesterona.- En ratas hembras

ovariectomizadas, la administracifn de progesterona inhibe 1la



24

hipertrofia ovirica compensadora (LABHSETWAR, 1968) Yy su im-
plantacién en hipot&lamo disminuye los niveles de FSH y FSH-

RF (MOTTA y cols., 1970).

1.3.2.2. Mecanismos de retroalimentacidn cor-
tos.- La sefial es emitida por las gonadotrofinas, FSH y LH,
Yy los receptores est&n localizados en la eminencia media (MO-
TTA y cols., 1969), nucleo arcuato y &rea prebSptica-hipotals-

mica anterior (TERASAWA y SAWYER, 1968).

1.3.2.2.1. Hormona luteinizante(LH) .- La im-
plantacién de LH en la eminencia media provoca una disminucién
de LH en hipofisis (DAVID y cols., 1966) y reduce la activi-

dad LH-RF (McCANN y cols., 1968).

1.3.2.2.2. Hormona foliculoestimulante (FSH) .-
Se distinguen dos tipos de mecanismos de retroalimentacién cor
tos para FSH: uno de tipo negativo, similar al descrito para
LH -en ratas hembras adulfas- » en las gque la implantacifn de
FSH en eminencia media provoca una disminucién de FSH y FSH-
RF (CORBIN, 1966); y. otro de tipo positivo, en ratas prepftibe-
res, en las gue la implantacién de FSH en el hipot&lamo medio-

basal produce pubertad precoz (OJEDA y RAMIREZ, 1969).

1.3.2.3. Mecanismos .de retroalimentac¢ién ultra
cortos.- La sefial son los factores de liberacién gonadotrdpi-

cos, LH-RF y FSH-RF, y los receptores estén situados en el



25

mismo hipotilamo (MOTTA y cols., 1969).

En ratas hembras castradas e hipofisectomizadas, anula-
dos los mecanismos largos y cortos de retroalimentacibn, la
administracién parenteral de extracto hipotalémico, disminu-

ye el contenido de FSH-RF en hipot8lamo (MOTTA y cols., 1970}.

2., MECANISMOS DE LA INTERACCION LUZ-RITMOS BIOLOGICOS

Al describir los distintos ritmos biol&gicos qued6 esta-
blecida la importancia de la luz en la periodicidad de dichos
ritmos. A continuacibén vamos a comentar ampliamente, por su

relacidén con el tema de la presente Tesis, las vias y mecanis

mos mediante los cuales 1a-1uz modula los ritmos biolégicos
en general y el reproductor en particular.

La interaccidn luz-ritmo reproductor puede realizarse de
forma directa, como ocurre en los hidrozoarios (BALLARD,1942),
en los que la luz estimula la maduracién de las c&lulas germi
nales directamente, o mas frecuentemente, como ocurre en los
animales uperiores,, de modo indirecto, a través de seflales
quimicas producidas en los drganos neuroendocrinos (WURTMAN,
1967) .

El efecto de la luz scbre el hipotilamo y. pineal se rea-
liza a través de una serie de estructuras nerviosas (véase es

quema 3 ). El estimulo luminico genera, en las c&lulas ganglio
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nares de la retina (MASON y cols.,'1977), un potencial de ac-
cibén, que es conducido por fibras directas retinchipotaldmi-
cas (MOORE y LENN, 1972) hasta la parte posterior del nucleo
supraquiasmiatico (WENISCH, 1976).

NISHINO y cols.,(1976) han demostradp gque la actividad
eléctrica de las neuronas del nucleo supraguiasm&tico est4 mo
dulada por la luz; sin embargo este nucleo actua independien-

temente, sis estimulos luminicos, como un reloj biolégico ,

manteniendo determinados ritmos circadiancos, ciclo estral (S-
TETSON y WATSON-WHITMYRE, 1976), actividad N-acetiltransfera-
sa pineal (MOORE y KLEIN, 1974), etc.

Desde ek nucleo supraquiasmitico hasta la gl&ndula pineal
el potencial de accidn es conducido por el haz prosencefilico
medial b fonrebrain medial bundfe (MOORE y KLEIN, 1974), gan-
"glio cervical superiocr y fibraé post-sinfipticas simpiticas que
inervan la glandula pineal (KAPPERS, 1960)f

El potencial de accifn producido por la luz en la retina
incrementa la actividad eléctrica de las neuronas del nucleo
supraquiasm&tico (NISHINO y cols., 1976) y a nivel de los ter-
minales post-sinépticos disminuye la 1iberac16n de noradrena-
lina (ROMERO y AXELROD, 1975); la oscuridad por el contrario
incrementa la descarga de noradrenalina (REITER, 1976).

La noradrenalina liberada activa los receptores beta-a-
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drenérgicos localizados a.nivel de la membrana del pinealo-
cito (ROMERC y AXELROD, 1975), activacidén que facilita la
transformacidn de ATP en AMP ciclico, catalizado por la ade-
nilciclasa (KLEIN y cols., 1970).

La sensibilidad de los receptores.beta—adrenérgicos a la
noradrenalina presenta un ritmo circadiano; durante la noche
coincidiendo con niveles altos de noradrenalina (NA) en pi -
neal, subsensibilidad, y durante el dia, con niveles bajos de
NA, supersensibilidad. Estas modificiaciones de la sensibili-
dad juegan un papel importante en la regulacién del ritmo cir
cadiano del metabolismo pineal, tanto endbgeno, como trés la
modulacidn por la luz (KLEIN, 1978).

| Dentro del pinealocito el AMP ciclico actua‘coﬁo un se-
- gundo mensajero,e incrementa la actividad N-acetiltransfera-
sa. Segun AXELROD y ZATZ (1977) el AMPc actua a tres niveles:
induccidn de su sintesis, aumento de su actividad y disminu-
cién de su inactivacidn.

La luz también modula la actividad hidroxiindol-O-metil-
transfera (HIOMT) en pineal (AXELROD, y cols., 1965) pero aflin
no se conoce el mecanismo intimo que produce un .incremento de
su actividad en oscuridad.

Los ritmos circadianos de actividad N-acetiltransferasa
e hidroxiindol-O-metiltransferasa en pineal determinan modifi

caciones circadianas en las concentraciones de indoles pinea-
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les, serotonina, melatonina, etc. (ROMERO y AXELROD, 1975),
gue como comentaﬁos anteriormente modulan.la actividad fasi-
ca del hipotilamo, en relacifén con el ciclo reproductivo, sin
tesis y/o liberacién de FSH-RF y LH-RF.

Se-conoce poco sobre la sintesis de los polipé&ptidos de
origen pineal que tambien modulan el ciclo reproductivo, ni
se sabe si estos compuestos son sintetizados de manera cicli-

ca (REITER, 1976).

En lo que se refiere a la participacidén de la pineal en
el mantenimiento de los ciclos reproductivos anuales , si-
guiendo a REITER (1976), en los reproductores de dias largos,
la pineal es mas activa durante los meses de otofio e invier-
no, coincidiendo con la época de regresidn gonadal; en los
meses de primavera y verano, €poca reproductora, la pineal
disminuye irregularmente su actividad, aunque lo importante
es la refractariedad del hipot&lamo a las influencias pinea-
les.

La influencia-de la pineal en el mantenimiento de los

ritmos circadianos se debe a la respuesta de los pinealoci-

tos a los cambios diarios luz-oscuridad. Durante el dia dis-
minuye la actividad de la pineal, esto no solo porgue se re-
duce el nimero de mol&culas de noradrenalina gue estimulan

los receptores beta-adrenérgicos pineales, $ino porque ademas
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estos se hacen refractoarios a su estimulacién por la oscuri-
dad (BINKLEY y cols., 1974).
La participaciftn de la pineal en el mantenimiento de los

ritmos con periodo critico estd alin en nuestros dias en fa-

se de revisidn.



ENZIMAS EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
(NEUROPEPTIDASAS Y OXIDORREDUCTASAS) Y
SU RELACION CON LA ACTIVIDAD FUNCIONAL

DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADAS.
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INTRODUCCION ¥ OBJETIVOS

En este apartado, utifizando datos bibliogrdficos, Zhra-

tamos de demostranrn:

- La capacidad que afgunas regiones del S.N.C., especial
mente hipotdlamo, tienen para hidrolizan proteinas y pépitidos,

por La presencia en estas estructunas de enzimas peptidicas.

- La existencia de oxido-neductasas en ef S.N.C. y espe-

cificamente en ‘el hipotdfamo.

- La cornelacién exifstente en el hipotdlamo enitne La ac-
tividad peptidasa y Los procesos de degradacibn de péptidos
hoxmonales #efacionados con el eje hipotdlamo-hipofisis-g6 -

nadas.

~ La connelacién existente en el hipotdlamo entre La ac-
tividad oxido-reductasa y Los procesos de biosintesis ylo Li-
beracibén de péptidos honmonales nefacionados con el efe hipo-

tdlamo-hipofisis-gbnadas.
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PEPTIDASAS EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Es bien conocida la presencia en el sistema nervioso cen
tral de péptidos con actividad hormonal y de enzimas protecli
ticas -neuropeptidasas- vinculadas probablemente al metabolis
mo de estos péptidos.

El significado biolbgico de estas neuropeptidasas ha si
do durante mucho tiempo mal interpretado, debido al arraigo
que en el mundo cientifico ha tenideo la hipotesis de su exclu
siva participacién en los procesos de destruccién celular.

Aunque .los avances metodoldgicos, histoquimicos y bioqui-
micos, han permitido un mejor conocimientc de las neuropepti-
dasas, aln no poseemos una idea clara de su papel funcicnal.
| La existencia de enzimas protecliticas en el cerebro fué
demostrada por BLUM y cols. en 1936, al encontrar acfividad
dipeptid&sica en homogenados de cerebros de varias especies
animales. ABDELHALDEN y CEASER (1940) demostraron que extrac-
tos de cerebro de bovino hidrolizaban algunos dipéptidos y txi-
péptidos conteniendo>leucina: dates confirmados por KIES y SCH
—VWIMMER en 1942 utilizando como sustratos dipéptidos como Leu-

“3ii, Gli-Leu, Gli-Gli, GlifAla y algln tripéptido como Leu-



33

Gli-Gli. PRICE y cols., (1947) compararon la actividad proteo-
litica de un:gran nimerc de tejidos, encontraron mias activi-
dad en el cerebro gue en el mfisculo, pero menos que en el hi
gado, rinén, pulmdn y bazo..

Demostrada la existencia de neuropeptidasas, otros inves
tigadores trataron de conocer la distribucién regional de la
actividad proteolitica en el cerebro, destacando las aporta-
ciones de ABDERHALDEN y CEASER (1240) gue encontraron mayor
actividad proteolitica en la sustancia blanca del cerebro y
las de ADAMS y SMITH (1951) que demostraron actividad exopep-
tiddsica en extractos de hipofisis.

En general la distribucién de la actividad proteolitica
depende del tipo de neuropeptidasa, asi, las &dcidas se en -
cuentran‘prefereﬁteﬁente en la sustancia gris, mientras que
las neutras'se localizan especialmente en la sustancia blan-
-ca (ANSELL y RICHTER, 1954b).ALas exbpeptidasas, amino, car-
boxi y dipeptidasas, se encuentran équitativamente tanto en
la sistancia blanca como en la gris (BLUM y cols., 1936).

La localizacidn subcelular de estas enzimas la estudia-
ron diferentes autores. HANSON y TENDIS en 1954, encontraron
baja actividad proteclitica en la fraccidén microsomal del te
jido cerebral, y POPE y ANFISEN (1948), con procedimientos
histoquimicos, describieron actividad proteolitica en las mi

‘tocondrias. PALLADIN (1961) y PALLADIN y cols. (1963) descri-
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bieron con centrifugacidn en gradiente .de sacarosa, activi -
dad proteolitica en la fraccibén mitocondrial del cerebro, WA-
ELSCH y LAJTHA (1961) identificaron en la fraccifn mitocon -
drial neuropeptidasas &cidas y neutras.

Las investigaciones realizadas entre 1963 y 1971 (LAJ -
THA, 1964; MARKS y LAJTHA, 1965 y 1971) demostraron la exis-
tencia de actividad proteolftica en todas las estructuras sub
celulares del sistema nervioso central.

Trataremos de describir la distribucién regional en el
sistema nervioso central y su localizaci6tn subcelular de
todas y cada una de las enzimas gque comentaremcs a continua-
cién.

Lon intentos de clasificar las enzimas proteoliticas ce-
rebrales se iniciaron con los trabajos de ANSELL y RICHTER
(1954a; 1954b). Estos autores trataron de agrupar las neuro-
peptidasas segfin su pH 6ptimo y las dividieron en dos grandes
grupos: &acidas y neutras.

En 1962 UZMAN vy cols., en razén de su especificidad y
requerimientos met&licos trataron de ordenar las neuropepti-
dasas, sin embargo ha sido la clasificacidn basada en su ac-
cifn catalitica la m&s aceptada y la gue describiremos a con-
tinuacién.

Se han identificado en el cerebro dos grandes familias

de enzimas proteoliticas; las endopeptidasas y las exopep-
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tidasas, segfin hidrolicen enlaces peptidicos del interior o

del exterior de la molécula proté€ica o peptidica.

1. ENDCPEPTIDASAS

1.1. ACIDAS

Descritas por KIES y SCHWIMMER en 1942, estan caracteri-
zadas por su capacidad para hidrolizar, en medio &cido, sus-
tratos como hemogliobina y caseina. Dentro de este gran grupo

se distinguen.

1.1.1. Catepsina D.- Enzima caracterizada por

su capacidad para hidrolizar sustratos protéicos previamente
desnaturalizados y no actuar sobre dipéptidos y tripéptidos
de sintesis. (FRUTON, 1960).

Enzima termoestable con un pH 6ptimo de 3,2, en su cén-
tro activo no posee grupos sulfhidrilos ni grupo OH de seri-
na -no se inhibe en presencia de inhibidores de tripsina co-
mo el di-isopropilfluorofosfato (DIFP)-, necesita cofactores
e iones metdlicos para desarrollar su maxima actividad. MARKS
y LAJTHA (1965 - 1971), han descrito varias iscenzimas.

La distribucién regional de esta enzima varia de unas
especies a otras; asf, en el carnhero, la mixima actividad se
localiza en corteza y cerebelo (LAJTHA, 1961), mientras que

en el hombre (BRECHER, 1963) la actividad se encuentra en oxr
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den decreciente, en sustancia blanca cerebral, sustancia gris,
cerebelo, mesencéfalo, protuberancia, talamo, médula y cuerpc
calloso.

La distribucién subcelular de esta enzima es, siguiendo
a‘PALLADIN (1961) como sigue: el B2% de la actividad catepsi-
na D del cerebro de conejo se encuentra en la fraccidn mitocon
drial, el 10% en la microsomal soluble y el 3% en la fraccibn

nuclear.

1.1.2. Catepsina A.- Estd caracterizada por

su capacidad para hidreclizar los mismos sustratos que pepsi-
na y carboxipeptidasa A (FRUTON, 1960), sustratos sinté&ticos
Y no actuar sobre la hemoglobina.

Su actividad enzimftica es inhibida por la presencia de
DIFP. Se han encontrado indicios de actividad catepsina A en
el cerebro (MARKS y LAJTHA, 1965). MATSUNGA y cols. (1968) han
encontrado en algunos tejidos, entre ellos el cerebro, una ac-
tividad catepsina A qgue relacionan con el metabolismo de la

angiotensina.

1.1.3. Catepsinas B y B' .- Enzimas caracteri-

zadas por su capacidad para hidrolizar sustratos sinté&ticos (
-benzoil~arginina-B-naftil-amida y benzoil-arginina-anilida),
“ los mismos sustratos que la tripsina y sustratos parecidos es-

- tructuralmente a la cadena B de la insulina.Pér hidrolizar los



37

mismos sustratos que la tripsina tambien se les conoce con el
nombre de Zfrypsin Like cathepsins , aungue su pH Optimo es
dcido (5,6). Se han descrito grupos sulfhidrilos en su centro
activo y su actividad catalitica es inhibida por los metales
pesadoé pero no por los inhibidores de tripsina, como el DIFP
(KEILOVA y KEIL, 1969).

Su distribucibén en el cerebro es mal conocida dada 1la
baja actividad encontrada en este 6rgano. Solamente repre-
senta el 5% de la encontrada en el bazo (MARKS y LAJTHA,

1965).

1.1.4. Catepsina C.- Enzima caracterizada por

su capacidad para hidrolizar dipeptidil—amidas. o &steres, a
PH 5 y hemoglobina desnaturalizada a pH 3,5 . Puede polime=|
rizar algunas peptidil-amidas, a pH neutro, por transpeptida-
cidn, por lo que tambi&n recibe el nombre de dipeptidil-trans
ferasas (METRICNE y cols., 1966). La enzima presente en el te
jido nervioso. -preparados crudos de cerebro- puede hidroli-
zar sustratos como seril-beta-naftilamida vy Gli—Fen—NH2 (FRU-
TON, 1960).

La actividad catepsina C del cerebro solo representa el
5% de la presente en el bazo (MARKS y LAJTHA, 1965), por lo
gque se conoce mal su distribucién regional y subcelular.

Por liberar dipéptidos terminales, esta enzima partici-
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pa en la degradacibén de moléculas proté€icas de gran interés
biolégico como .son insulina (cadena B ), ACTH, STH y angio-

tensina II (GABRIELESCU, 1975).

1.2. NEUTRAS

Se incluyen en este grupo todas las engimas capaces de
hidrolizar sustratos protéicos a pH neutroc o ligeramente al¥
calino, localizadas en el sistema nervioso central.

Las enzimas aisladas del cerebro parcialmente purifica-
das (MARKS y LAJTHA, 1965), son capaces de hidrolizar hemo-

~globina, caseina y alfa-globulina. Los extractos crudos del

cerebro pueden hidrolizar sustratos sintéticos como benzoil-
arginina metilester y tosylarginina metilester (0OJA y OJA ,

1970} .

ANSELL y RICHTER en 1954 encontraron, en extractos acuo-
sos de cerebros de distintas especies animales, mas actividad
proteclitica en la sustancia blanca que en la gris , a pH neu-
tro.

Las neuropeptidasas neutras son enzimas lébiles (RIE -
KKINEN y CLAUSEN, 1969), pues incubadas en anaerobiosos de-
saparece su actividad a los 90 minutos. Su capacidad catali-
tica no la modifican ni el CN , ni el re*t , ni 1 &cido as-
cb6rbico, pero se inhibe en presencia de Cu*+ vy iodoaceta-

mida. Estas enzimas poseen grupos SH en sus centros activos
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come lo demuestra el incremento .en la actividad neuropepti-
dasa en la fraccién soluble del cerebro de rata, al anadir
Ca++, cisteina, mercaptoetanol y glutathion (GUROFF, 1964)

Yy carecen de resto de serina, pues el DIFP no modifica su ac
tividad.

La distribucibn regional, estudiada por LAJTHA (1961),
en cerebros de mono, se caracteriza por encontrarse mayor
actividad en la médula, corteza, cerebelo y sustancia blan-
ca y menor en protuberancia, hipot&lamo y nucleo lenticular.

En cuanto a su localizacidn subcelular, BELIK vy cols,
(1968) , encontrarcn un 50% de la actividad neuropeptidasa
neutra en la fraccidn mitocondrial y sinaptosomal, un 24%
en 1la fraccidén nuclear y un 14% en el sobrenadante micro
somal.

El papel biolb6gico asignado a estas enzimas ha sido muy
variado, se han considerado desde su participacidn en el me
tabolismo de-los neurcopéptidos y proteinas, hasta su papel
em la liberacidn de las histonas en las nucleoproteinas, pa-
sando por su posible intervencién en la transmisidén sinfp -

tica (MARKS y LAJTHAm 1971).

2. EXOPEPTIDASAS

2.1. AMINOPEPTIDASAS
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Enzimas caracterizadas por su capacidad para hidrolizar
especificamente el enlace peptidico del aminodcido N-termi -
nal. Dependiendo del aminoicido terminal gque liberan se dis-

¢inguen en este grupo:

2.1.1. Leucina aminopeptidasa.~ Hidrolizan el
enlace peptidico terminal de péptidos Leu—NHz. |

ABDERHALDEN y CEASER ‘en 1940 comprobaron actividad a-
minopeptidasa en extracto de cerebro, resultados confirmados
por KIES y SCHWIMMER en 1942 y UZMAN en 1961.

La enzima cerebral es activada por Mn " Yy en menor pro
porcidn por Mg++ Yy Co++ . Su alta especificidad para el sus-
trato Le—NH2 Y su activacidn por Mn' T la diferencian de o-
tras amincpeptidasas ( MARKS y cols. 1968a).

Se localizan preferentemente en la fraccibén microsomal

Y mitocondrial (BRECHER, 1963).

2.1.2. Aminotripeptidasa.- Enzima caracteri-

zada por su capacidad para hidrolizar los enlaces peptidicos’
terminales de tripéptidos formados por aminoicidos neutros,
como Leu-Gli-Gli y Ala-Gli-Gli ( MARKS y cols. 1968b), aun-
que no hidrolizan la Gli-Gli~-Gli (DATTA y cols.,. 1967). La
enzima cerebral es ihhibida por el Ca++ y los anestésicos

(ELLIS y FRUTON, 1951).
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DATTA ha encontrado el 10% de la actividad aminotripep-
tiddsica del cerebro en la fracci6n mitocondrial vy el 55%
en el sobrenadante, con indicios en la fraccién sinaptoso-

mal.
2.2. CARBOXIPEPTIDASAS

Enzimasrcaracterizadas por su capacidad para hidrolizar
especificamente el enla péptidico del aminoicido C-terminal.
Dependiendo de que este amino&cido C-terminal que liberan sea
neutro o bisico se distinguen en este grupo dos subgrupos,
las carboxipeptidasas A y B.

Las carboxipeptidasas son metaloenzimas gue necesitan

zntt para desarrcllar su actividad catalitica.

2.2.1. Carboxipeptidasa A.- Liberan aminodci-

dos neutros de .las protefnas o péptidos que lo poseen en po-
sicién C-terminal, especialmente si son fenilalanina, tirosi-
na y tritofano, aunque no lo liberan si sé’trata de prolina
O hidroxiprolina.

En los extractos de cerebro MARKS y cols. (1968a) han
demostrado actividad carboxipeptidasa A con sustratos como
R-Gli-Fen, y sustratos con el grupo N-terminal sustituido con
.9grupos acilos o ester, por lo gue se cree que pueden interve-

nir en la hidrolisis de los acil-péptidos cerebrales (GRABIE-
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LESCU, 1975).

2.2.2. Carboxipeptidasa B.- Liberan aminoéci-

dos b&sicos de las proteinas o péptidos que lo poseem em po-
sicidén C-terminal.

Es posiblemente la enzima responsable ‘de la inactivacibn
de la bradiquinina por los extractos ‘de cerebro de conejo, cer
do y paloma {KRIVOY y KROEGER, 1964}, estimé@ndose gue parti-
cipa en la inactivacidén de todas las quininas que llegan al

cerebro.
2.3. DIPEPTIDASAS

Enzimas caracterizadas por su capacidad para hidrolizar
dipéptidosv BLUM en 1936 y ABDERHALDEN y CEASER en 1940, de-
mostraron actividad dipeptidisica en extractos de cerebro, re
sultados confirmados posteriormente por KIES y SCHWIMMER en
1942 vy bor PRICE y cols. en 1947.

' Segfin - el tipo de dipéptido gue hidrolizan se distinguen

en este grupo:

2.3.1. Dipeptidasa Gli-Glicina.— UZMAN y cols.

en 1962, encontraron actividad diglicinasa en extractos de ce
rebro, y esta actividad se incrementaba en presencia de iones

de Co++.

En 1968 MARKS y cols. (1968a) encontraron una gran acti-
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yidad dipeptidasa en los nticleos, sinaptocsomas y mitocendrias
de las neuronas.

Dado que la glicina puede ser considerada como un posi-
ble transmisor sin&ptico inhibidor, GRAHAN y cols. en 1967,
emitieron la hipéteéis de la posible participaciftn de las en-
zimas dipepfidasas_glicilfglicina en la transmisifn sinéptica

interneuronal.

2.3.2. Inidopeptidasas.- Hidrolizan especifica

mente dipéptidos que contienen prolina como Pro-Gli y Gli-
Pro.

HANSON y TENDIS eb 1954 y UZIMAN vy cols. en 1962 descri-
bieron actividad imidopeptidasa en el cerebro y BRECHER (1963)
encontrd la mé&xima actividad en el sobrenadante del.fracciona

miento subcelular por ultracentrifugacién,
2.4. ARILAMIDASAS

Enzimas caracterizadas por su capacidad para hidrolizar
especificamente arilamidas -compuestos que tienen grupos CH2
uniendo al aminodcido.C-terminal del péptido, nucleos aromé-

ticos-. Siguiendo el mismo criterio que con las carboxipep-

tidasas se distinguen es este grupo:

2.4.1. Arilamidasa B (b&sica).- Enzima carac-

terizada por su capacidad para hidrolizar especificamente ari
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lamidas que contengan aminoc&cidos bdsicos del tipo de argini-
na y lisina (HOPSU-HAVU y cols. 1966).

NACHLAR y cols. encontraron, en 1962, actividad arilami-
dasa B en homogenados de cerebro, usandc.como sustrato argini-
na—beta—naftilamiaa.

La enzima cerebral ha sido purificada (MARKS y cols.
1968b) . La presencia de iones metdlicos, cisteina y betamer-
captoetanol incrementan la velocidad de catalisis, inhibien-
dola la puromicina (MARKS y cols. 1968b).

Su distribucién subcelular es como sigue (MARKS y cels.,
1968b): el 40% se encuentra en el sobrenadante del fraccicona-
miento subcelular, el 10% en la fraccibén microsomal y un 4%

en la nuclear.

2.4.2. Arilamida;a A (&c¢ida) .~Enzima caracte-
rizada por su capacidad para hidrolizar sustratos que contie-
nen aminoacidos acidos, del tipo de alfa-glutamil y alfa-as-
partil-beta-naftilamida. MARKS y cols. (1968b) describieron
actividad arilamidasa &cida en homogenados de cerebro y espe-
cificamente en la fraccién mitocondrial, increment&ndose la

velocidad de catilisis por 1la presencia de Ca++.

2.4.2. Arilamidasa N (neutra) .- Enzima carac-

terizada por su capacidad para hidrolizar especificamente sus

tratos como leucina-beta-naftilamida.
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En 1962 ADAMS y GLENNER encontraron actividad arilamida-
sa N en el cuerpo calloso y en la sustancia gris frontal del
cerebro de rata, vy en el mismo ano ARVY demuestra la misma
actividad enzim&tica en los nucleos hipotalémicos.

La mayor actividad se localiza en el schrenadante segui-
do, en orden decreciente, de la fraccibdn microsomal, mitocon-
drial y nuclear.

GABRIELESCU en 1975 afirmd gue estas enzimas participan
en la liberacidn y/o catabolismo de las hormonas hipotal&mi-
cas, pues en circunstancias fisiolbgicas en las gue existe un
aumento en la liberacién de hormonas ~durante la lactancia-
(ADANS, 1965) aumenta paralelamente la actividad arilamidasa

N en el cerebro (ARAI y KUSAMA, 1965).
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OXIDO-REDUCTASAS EN EL SISTEMA NERVIOCSO CENTRAL

Las enzimas mas directamente implicadas en los procesos
catabblicos exergbnicos son las oxidorreductasas, y de entre
estas, las del ciclo de los &cidos tricarboxilicos. Este cum-
ple en la c&lula una doble funcidn: por un lado, aporta coen-
zimas reducidos al sistema de trasporte electrdénico para me-
diante su oxidacidén sintetizar ATP, y por otrc lado, suminis-
tra sustratos para la sintesis de compuestos necesarios para
el mantenimiento de la actividad funcional de las cé&lulas.

El ciclo de los &cidos tricarboxilicos participa en los
procesos nabdlicos y catabdlicos celulares, y en ambos proce
son intervienen las enzimas oxido-reductasas. Dedicaremos es-
te apartado al estudio de algunas oxido-reductasas del ciclo

de Krebs en las cé&lulas del sistema nervioso central.

1. SUCCINATO DESHIDROGENASA (SDH)

Oxida el succinato transformandolo en fumarato, utiliza
como coenzima el FAD. Estudios cinéticos en el cerebro han de
‘mostrado la inhibicifn competitiva de esta enzima por el malo-

‘nato.
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Est& ampliamente distribuida en todo el sistema nervio-
so central de las ratas adultas, siendo baja su actividad en
la sustancia blanca, ausente en el nucleo y su mixima activi
dad se encuentra en la sustancia gris, especialmente en las

c&lulas de Purkinje (McILWAIN y BACHELARD, 1971).

2. MALATO DESHIDROGENASA (MDH) .

Oxida el malato transform&ndolo en oxaloacetato. La en
Zima mitocondrial utiliza como coenzima indistintamente el
NAD o el NADP,

Su actividad catalitica se activa por cianuro y pirofos
fato y se inhibe por tiroxina, paracloromercuribenzoato y par

cialmente por Ag (CHABAS, 1969).

3. ISOCITRATO DESHIDROGENASA  (ICDH).

El isocitrato ocupa una posicibn central en el metabolis
mo intermediario, y es el sustrato inicial de una variedad de
rutas de sintesis y productoras deenergia.

Ha sido demostrada la presencia en el cerebro de dos ti
"pos de isocitrato deshidrogenasa (ICDH), que difieren en el
coenzima que requieren y en su localizacidn subcelular (CO -
HEN, 1971) . La ICDH-NAD dependiente, exclusivamente mitocon-
drial, activada especificamente por ADP y aproximadamente 4

veces mas activa que la ICDH-NADP dependiente, enzima que se
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encuentra en mitocondrias y fraccitn scluble.
Ambas ICDH requieren Mn++ o Mg++ y 0,8 mM de isoci - -
trato para desarrollar su mixima actividad catalftica. Son
inhibidas por fosfato, pirofosfato, paracloromercuribenzoato
¥y por iodoacetato (CHABAS, 1969).
En mitocondrias de corteza cerebral de rata la activi-
- dad ICDH-NAD dependiente ha sido estimada en 240 micromoles/
g/hora a 25°C. En cerebro total la actividad es alrededor de
340 micromoles/g/hora a 25°C. (McILWAIN y BACHELARD, 1971).
En el cerebro, l; ICDH-NADP dependiente muestra su mixima ac

tividad en el citoplasma y es extremadamente activa durante

el periocdo de crecimiento (LOVERDE y LEHRER, 1973).
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PEPTIDASAS EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL ¥ SU

RELACION CON. EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS~-GONADA

La vida media de los polipéptidos hormcnales hipotal&mi
cos depende en parte de la intensidad de los procesos bioqui
micos encargados de su degradacibén. Hipot&lamo y otras regio
nes del cerebro, poseen enzimas capaces de hidrolizar enlaces
peptidicos -muchas de las cuales han sido analizadas con an-
terioridad~, gque pueden participar en el catabolismo de los
polipéptidos hipotal&micos con funcibén hormonal, e intervenir
en consecuencia en la regulacidén de la actividad hormonal hi
pot&lamo-hip6fisis—-gléndula periférica.

De todas las neurcpeptidasas, las més relacionadas con
la actividad del eje hipot&dlamo-hip6fisis-~gbnadas son las a-
mino y carboxipeptidasas, segln demuestran las aportaciones
experimentales que a cdntinuacién comentamps, por el interés
gue ofrecen para la comprensién de la hipdtesis de trabajo
de la presente Tesis.

Los primeros trabajos gque demostraron la existencia de

wpeptidasas inactivadoras de péptidos hipotalémicos, fueron

- realizados por HOOPER (1962) al comprobar que incubando ho -
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mogenados de hipotilamo de perros con péptidos biologicamente
activos como bradiquinina, occitocina, sustancia P y vasopre
sina, estos eran degradados, constando adem&s, que la occito
cina y vasopresina eran hidrolizadas por la misma enzima.

Un aho después, HOOPER (1963) estudié en perros la dis-
tribucidn de estas enzimas en seis regiones disﬁintas del ce
rebro y en raices y ganglios espinales, comprobando que las
regiones cerebrales constituidas fundamentalmente-por sustan
cia blanca, son menos ricas en enzimas inactivadoras de bra-
diguinina y vasopresina que las regiones nucleares o de sus-
tancia gris. A nivel de raices y ganglios espinales, la ac -
tividad peptidasa para occitocina y vasopresina era nula, no
asi para sustancia P y especialmente para bradiquinina.

A la vista de estos resultados HOOPER y su grupo, duran
te la década de 1960-1970 estudiaron la relacidtn existente
entre la actividad amino y carboxipeptidasa en-hipotélamo Y
la concentraciénrde polipéptidos hipofisotropos de origen hi
potalidmico. Para ello valord la actividad peptidasa en hipo-
t4lamos de animales sometidos a diversas circunstancias ex-
perimentales, en las que existen pronunciados aumentos o dis
minucionesren la concentracién de factores de liberacidn hi-
potalamicos.

Del conjunto de experiencias que seguidamente detalla-
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mos se infiere, que existfe un buen Indice de cornxrelacibfn en-
frne cambios en La concentracibn de facfores de Liberacibn hi
potaldmicos y modificaciones en La activdidad de algunas ami-
nopeptidasas en el hipotdlfamo.

ta valoracidn de la actividad leucinaminopeptidasa en
el irea hipotaldmica puede servirnos como par&metro indicati-
vo de la dindmica de los factores de liberacién hipotalimicos,
especialmente los de la esfera gonadal.

HOOPER en 1966 (1966a) encontrb que en los primeros es-
tadios de la gestaciém en el conejo, existe en el hipotila-

mo un aumento de la actividad peptidasa 'que coincide con la

fase de implantacidn y formacién del blastocito. En otra pu-
blicacidn aparecida el el mismo aho, HOOPER (1966b) , estudia

la relacidn entre actividad peptidasa y lactancia, comproban-

do gue los valores de mdxima actividad coinciden con los tres
primeros dias del postpartum, siendo estos tres veces superio
res a los observados durante la gestacibn, y reduciéndose en-
tre el 4°y 5°dia a los niveles previos de gestacidn. Si los
animales son separados rapidamente de sus crias la actividad
enzimdtica no sufre elevacidn tipica del postpartum y al sex-
to dia presentan el mismo grado de actividad que las no ges-
tantes.

FIRTH y HOOPER (1971) estudiaron en la coneja el efecto

3%l coito, que en estos animales provoca la ovulacién, sobre
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la actividad de .las enzimas hipotaldmicas inactivadoras de

occitocina. Para ellco determinaron la capacidad inactivadora
de occitocina de hipotélamo obtenida a distintos tiempos deg
pués del apareamiento. Entre las 0 y 5 horas después del coi
to, encontraron una disminucidn de la actividad enzimitica
en el scbrenadante y fraccidén particulada, pero mas manifies
ta en esta iltima. Estos resultados sugieren una relacibn en
tre actividad peptidisica hipotal&mica y liberacidén de LH-
RF.

También se ha estudiado én la rata hembra, animal que
ovula espontaneamente, las modificaciones de la actividad pep
tidasa hipotal&mica durante las distintas fases del ciclo es-
tral, encontréindose una marcada disminucién en la tarde del
protestro (GRIFFITHS y HOOPER, 1973c).

HOOPER (1966c) estudid el efecto de los esteroides gona

dales, sobre la actividad peptidasa del hipot&lamo, encon -

trando un incremento, especialmente en la fraccidn sobrenadan -
te, trds la administracién sistem&tica de benzoato de estra-
diol. Mas tarde GRIFFITHS y HOOPER (1974a) observaron gue la
administracién de estradiol en la rata hembra, y testosterof
na en la rata macho, incrementa la actividad peptidasa funda
mentalmente en la fraccidn sobrenadante de las &reas hipota-
limicas anterior y media, 4reas intimamente relacicdnadas con

la liberacién de LH-RF.
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El efecto de la castracidn scbre la actividad peptida-

sa hipotaldmica ha sido también estudiada por HOOPER (1968},
comprobandoc gue la casfracién'disminuye'la actividad en la
fraccifén sobrenadante, pero no en la particulada; esta dismi
nucidn perdura incluso 8 meses después de la castracién.‘GRL
FFITHS y HOOPER (1974a) han encontrado una disminucifn mas a
centuada en las &4reas hipotalidmicas anterior y media.

La fraccidén sobrenadante de’ hipotdlamos de animales cas
trados , recupera el nivel de actividad peptidasa, disminui-
doc tras.la castracién, por el tratamiento con monobenzoato de
estradiol (HOOPER, 1966cC).

El efecto gue los inhibidores-de-.la ovulacibén, adminis-

trados por diversas vias y a distintos tiempos, tienen sobre

la actividad peptidasa del hipotdlamo, ha sido estudiado por

FIRTH y HOO?ER (1968) . Estos autores encontrarcn que la in -
yveccidn de etinilestradiol, via intramuscular, a dosis de
0,5 ug, durante 3 aias, produce‘un aumento de la actividad
enzimitica. Este incremento fué menor a las 7 horas después
de la administracién de una sola dosis, aumentando a las 18
horas, pero sin alcanzar el nivel de actividad que presenta
ban los hipofélamos después de 3 dias consecutivos de trata
miento.

El distinto comportamiento del hipotdlamo segfin el sexo

zdel animal, ante situaciones experimentales diferentes, tam-
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bién ha sido comprobado por estos autores. GRIFFITHS y HOO -
PER (1973a) encontraron, gue tr&s la administracidn de tes -
tosterona , solo en las ratas machos se recupera la actividad
peptidasa, previamente disminuida por la castracibn. Estos
mismos autores GRIFFITHS y HOOPER (1973b) demostraron diferen
cias en la actividad peptidasa hipotalimica, entre ratas ma-
chos y hembras, tras la administracifn de moncbenzoato de es-
tradiol, durante el periodo critico de diferenciacidn hipota-
l&mica ( a los 3 dias después del nacimiento ); los hipot&ila-
mos de ratas machos presentan un incremento de actividad pep-
tidasa, y disminucién los de ratas hembras.

Utilizando como sustrato LH-RF GRIFFITHS y HOOPER(1974
b) han demostrado la presencia en hipotdlamo de peptidasas
que lo inactivas, y una actividad mas elevada en la fraccibn
de las pariculas. También esta actividad peptidasa muestra
una diferencia sexual, con una actividad en el sobrenadante
cohsiderablemente mayor en la rata macho que en la hembra (
GRIFFITHS v cols., 1975a).

Simultaneamente a estos trabajos, la escuela alemana di-
rigida por TAUBERT se ha ocupado del mismo problema, utilizan
do la rata como animal experimental y la L~cistein-beta-naf-
tilamida como sustrato. Sus resultados han sido muy similares
a los obtenidos por HOOPER y colaboradores.

TAUBERT y cols. {1970) demostraron que la castracidn de
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ratas hembras y prepfiberes, produce una disminucibén de la ac-

tividad peptidasa del hipotdlamo y aumento de la sensibili-

dad de este a los esteroides gonadales.

Las variaciones de la actividad peptidasa de hipotédlamo

en las distintas fases del ciclo : proestro, estro, metaestro

y diestro, han sido estudiadas por TAUBERT y cols. (1970) y
HEIL y cols. (1971), describiendo un pico de maxima actividad
durante las fases de metaestro y diestro.

En 1972 BICKEL y cols. han valorado la actividad L-cis-
teina-aminopeptidasa (CAPA) en hipotdlamo y paleopallium de
rata. Investigando el efecto gque la administracién de etinil
estradiol, testosterona y progesterona tiene sobre la acti-

vidad CAPA en hipot&lamo y palecpallium comprcbaron:

1. E1 etinilestradiol, en ratas inmaduras incrementa la
actividad CAPA en las dos regiones estudiadas, a cualguier
dosis de las administradas (de 3 a 20 pg/animal); las dosis
mis efectivas fueron para hipotdlamo 5 ag/animal, y para
paleopallium 7 jpg/animal, que incrementaron la actividad
CAPA en un 55%. No se observaron diferencias de respuesta en
tre ratas machos y hembras.

2. La dosis de testosterona m&s eficaz para incremen-

tar la actividad CAPA en hipot&lamo y paleopallium fué de

250 pjg/animal en la rata macho inmadura. En la rata hembra
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inmadura la testosterona, a las dosis utilizadas ( de 50 a
1000 aug/animal), no produjo modificaciones.
3, La actividad CAPA en ratas inmaduras no varié tras la

administracién de progesterona a dosis comprendidas entre 2

Y 32 mg/animal. Solo en ratas hembras adultas castradas se
comprob® aumento de la actividad CAPA en hipot&lamo, trés la
administracién de progesterona a dosis de 5 mg/animal.

La diferencia de respuesta hipotSlamica a los distintos

esteroides gonadales, segfin el sexo del animal, ha sido com-

probado por KUHL y cols. (1974), estudiando la actividad ari
lamidasa del hipot8lamo con varios sustratos, entre ellos L-
jeucina-p-nitroanilida (Leu-NA), Ala-NA, Tir-NA, etc. La ad-

ministracidn de esteroides gonadales, etinilestradiol (dcsis

de 7 mg/animal) y progesterona ( 5 mg/animal) en ratas hem -
bras adultas, y etinilestradiol ( 7 mg/animal) y testosterona
(250 aug/animal} en ratas machos adultas, incrementan en ho-
mogenado de hipotilamo la actividad arilamidasa, mediaa a las
16 horas, con todos los sustratos utilizados en las ratas ma
c¢hos; y solo en presencia de algunos sustratos en las ratas
hembras.

En hipotdlamo, corteza e hipofisis MARKS y céls. (1974)
han estudiado la actividad peptidasa, utilizando sustratos
di- y tripéptidos, Leu~-Gli-Gli y Leu-Gli, encontrando una ac-

tividad mas alta en hipotdlamo.
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En 1974 MONTILLA y cols. estudiaron el efecto de la le-

si6n del complejo amigdalino sobre la actividdd L-leucina-

minopeptidasa (LAP) del hipotAlamo, en ratas machos castradas

, encontrando que la destruccidn del complejo amigdalino res-
taura . a los valores normales la actividad LAP de hipotélamo,
disminuidos por la castracién.

También se ha estudiado el efecte de la administracidn

de monobenzoato deestradiol (BE) y propionato de testostero-

na sobre la actividad LAP, en ratas hembras castradas, en hi

potilamo, amigdala cerebral y corteza cerebral (BELLIDO,1975).
La administracién de BE y PT recupera la actividad LAP en hi
potélamo. En amigdala -no se aprecian cambios significativos
de la actividad LAP en ninguna de las situaciones experimen-
tales expleradas. En corteza cerebral, la castracidn disminu
ve la actividad LAP, descenso gque no desaparece tras la ad-

minitracién de los esteroides gonadales.
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OXIDORREDUCTASAS EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y SU

RELACION CON EL EJE HIPOTALAMOC-HIPOFISIS-GONADAS

Las c¢€lulas neurosecretoras hipotal&micas necesitan aco
- plar a la sintesis de factores de liberacidn hipofisotropos,
proceso bioquimico endoergdnico, mecanismos biogifimicos exo-
ergbnicos, como ‘la oxidacién de sustratos energéticos.

En este sentido, las variaciones en la intensidad de 1la
sintesis de péptidos hipotaldmicos puede acompafiarse de modi-
ficaciones en la cuantfa del metabolismo oxidativo. Ex{ste
un buen Indice de correlacién entre ambos pardmetrnos, como se
infiene del conjunto de experniencias que detallamos a conti-
nuaeldn,

El departamento de neuroendocrinologia de Buenos Aires,
dirigido por MOGUILEVSKY, estdi estudiandc los cambiocs en el

metabolismo oxidativo  hipotaldmico que ocurren en situacio

nes, provocadas experimentalmente, en las que existen varia-

ciones cuantitativas en los niveles de los factores de libe-

racidén.
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Midiendo el consumo de oxigeno con técnicas manométri—
cas y valorando la actividad de ciertas enzimas, estrecha -
mente ligadas al metabolismo oxidative, con procedimientos
espectrofotométricos, han descrito los cambios en el metabo-

lismo oxidativo gque ocurren en diversas &reas del hipot&la-

mo —-anterior, media y posterior-, y en diferentes regiones

cerebrales de animales en distintas fases del ciclo estral ,

vy sometidos a diversas condiciones experimentales, como cas-—

tracién, administracifn de esteroides gonadales y de hormonas

gonadotrb6ficas, etc.

En el hipot@lamo de rata en fase de estroc se ha demostra

deo un aumento significativo del consume de oxigeno en rela-

cidn con el hipot&lamo de ratas en otros estadios del ciclo
(MOGUILEVSKY, 1965).

A los 60 o 90 dias de la castracidn , el hipot&lamo -re-

gidn anterior y posterior- de ratas machos y hembras, mues -

tra una disminucidn del consumo de oxigeno (MOGUILEVSKY Yy

cols., 1966; SCHIAFFINI y MOGUILEVSKY, 1968) comparado con
los controles. Estas diferencias desaparecen si al 14°dia des
pués de la castracidn se les administra a los animales testos
terona (MOGUILEVSKY, 1971).

La administracién 4in v{ive de estercides gonadales, mo-

difica el consumo de oxigeno por el hipotdlamo (GORDAN y cols.

1351).
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Hipotilamos de rata en fase de estro incubados 4in v.i-

Lrno , aumentan el consumc de oxigeno cuando se les anade es

trdgeno al medio de incubacibn, pero estos no lo modfician
si el hipotAlame procede de ratas en fase de diestro (MOGUI-
LEVSKY y MALINOW, 1964) , lo que sugiere que los estrégenos
in vitro no tienen ningun efecto (GORSKI y CLEMENS, 1971).

La testosterona, anhadida al medio de incubacién in v.i-

tro restablece la disminucidn producida por la castracién

en el metabolismo oxidativo del hipot&lamo.

A nivel hipotalémico, los cambios en el consumo de oxi-

geno descritos pueden interpretarse como debidos a modifica

ciones en los niveles de gonadotrofinas. Esto explicaria la

falta de efecto de los estrbfgenos y testosterona 4in vitio so

bre el consumo de oxigenc por el hipotédlamo, y las modifica-

ciones encontradas en la fase de estro del ciclo ¥y en la cas

tracidn; circunstancia bioldgica esta filtima, en la que exis-
te un aumento en la produccidn de factores liberadores por

el hipotélaﬁo (FSH-RF y LH-RF) y de hormonas gonadotropas hi

pofisarias (FSH y LH) (MARTINI y cols., 1968a).

Por otro lado el efecto de la adminitracién de testoste
rona 4An vitro a los 14 dias después de la castracidn, pue-
de interpretarse como debido, no a la accidn directa de esta
hormona, sino a la accién frenadora que sobre los factores

liberadores hipotalémicos tienen las hormonas hipofisarias
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FSH y LH, gque aumentan su concentracidn el dia 14°del ciclo.
Hipbfisis y corteza cerebral de ratas machos y hembras

castradas, presentan un aumento significativo del consumo de

oxXigeno en relacién con los controles (MOGUILEVSKY y cols.,
1966; SCHIAFFINI y cols., 1968; SCHIAFFINI y MARIN, 1971). La

administracidn {n vivo de testostercna a los 14 dias de 1la

castracién, hace desaparecer estas diferencias (MOGUILEVSKY,
1971) . La adiccidn de testosterona Lir vifao hace desaparecer
el incremento de consumo de oxigeno que presentan los hipot&-

lamos de ratas gonadectomizadas.

A nivel de hipbéfisis y corteza cerebral, los cambios en

el consumo de oxigeno descritos, pueden interpretarse como

debidos a modificaciones en los niveles de esteroides gonada-

les. Esto explicaria las modificaciones del mencionado consu-
mo producidas por 1a_administracién de testosterona tanto 4in
vive como £Ln vitro.

La escuela de MOGUILEVSKY y colaboradores, han explora-

do también las modificaciones producidas por la castracifn y

administracién de testosterona en la actividad de lagunas

enzimas hipotaldmicas, como succinato deshidrogenasa y cito-

cromo oxidasa, utlizando como sustratos, succinato, glutama-
to, piruvato y citrato.
En el hipotd&lamc anterior y posterior de la rata castra-

da han comprobado una disminucién significativa de la oxida-
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cidn del succinato (SCHIAFFINI y cols., 1968), del consumo
de oxigeno con citrato como sustrato, y de la actividad de 1la
citocromo oxidasa. El tratamiento con testosterona normaliza
tanto la captacidn de oxigeno en presencia de citrato, como
la actividad de l1a citocromo oxidasa (MOGUILEVSKY, 1971).

La gonadectomia no modifica la capacidad del hipot&lamo

para oxidar glutamato y piruvato.
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MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES

Hemos realizado nuestros experimentos con ratas Wistar
hembras adultas, de 4 meses de edad, peso medioc 200-250 g ,
mantenidan a temperatura de 23°C, alimentacifén integrada (
Piensos Maven) y agua "ad libitum". Los animales fueron se -
leccionados, después de estudiar durante 14 dias consecuti -
vos el ciclo vaginal, por su normalidad en el ciclo estral.

Un total de 120 animales se dividieron en 4 grupos: A)
Controles (C); B) Tratados con valerianato de estradiol (+VE);
C) Castrados (Gx) y D) Castrados y tratados con valerianato
de estradiol (Gx+VE). Cada grupo se subdividid en 3 subgru -
pos para someterlos a ritmos distintos de ilﬁminacién: 1) Rit
mo de iluminacidn normal, 14 horas luz/10 horas oscuridad
(IN); 2) Oscuridad permanente, 0 horas luz/24 horas oscuridad
(0P} vy 3) Luz permanente, 24 horas luz/0 horas oscuridadi
(LP) , quedando disefiado de la siguiente forma el conjunto de
experimentos:

I.- Animal control (C)
14 horas Yuz/10 horas oscuridad .
Oscuridad permanente

Luz permanente
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iI.- Tratado con valerianato de estradiol (+VE)
14 horas luz/10 horas oscuridad
Oscuridad permanente

Luz permanente

I1II.- Castrados (Gx)
14 horas luz/10 horas oscuridad
Oscuridad permanente

Luz permanente

IV.- Castrados vy tratados con valerianato de estradiol
(Gx + VEY
14 horas luz/1l0 horas oscuridad
Oscuridad permanente

Luz permanente

2. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

2.1 .0OVARIECTOMIA.- Previa anestesia con eter se realizd
la gonadectomia siguiendo basicamente la técnica descrita por
POUMEAU-DELILLE (19853), aunque con algunas mocdificaciones in-
troducidas por nosotros. La rata se coloca en decubito late -
ral, se realiza una incisidn de 2cm de longitud a la altura
del reborde costal, aproximadamente a 3cm de la cresta ilfa -
ca. Descubierto el plano muscular se practica una pequefia in-

cisura. Se introduce la punta de unas pinzas a través del ori



65

ficio vy se tracciona la grasa periovirica con lo que se exte-
rioriza el ovario. Para evitar posibles lesiones de la arteria
uterina se liga, en el primer tercio de la trompa, antes de

seccionar el pediculo. A continuacién se diseca el ovario.

2.2.ADMINISTRACION DE VALERIANATO DE ESTRADIOL.- Por via
subcutaneal se administraron 3 inyecciones, una por semana ,
a la dosis de 2 mg por animal de valerianato de estradiol en

solucidn oleosa (Progynon depot. Schering. Ge.Co.)} .

2.3.CONDICIONAMIENTO A LA LUZ.- Para conseguir los ritmos
de iluminacidn antes sefalados, construimos una caja de made-
ra, cuyas caracteristicas describimos: se trata de un parele-
pipedo de 2,20m de altura, .90, de largo y .60m de an;ho, re-
cubierto en su interior de un paiio négro; cerrada hermetica-
mente, con sistemas de ventilacién, termostatizaciftn y reloj
controlador de ritmo de iluminacién. En su interior se adap-
ta perfectamente un mddulo estanteria portajaulas (Panlab ,
S.L.).

Los animales sometidos a luz recibieron un espectro de
longitud de onda comprendido entre 380-750 nm y una intensi-
dad de 114,03 lux.

Todos los grupos experimentales permanecieron dentro de

la caja durante 21 dias.

2.4 PREPARACION DE LOS HOMOGENADOS.- Separada la cabeza
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del tronco por decapitacidn, se extrae el cerebro. Se diseca-
ron y separaron hipot&lamo y corteza cerebral, que fueron pe-
sados inmediatamente en balanza de precisidn (Mettler H 10);
El hipot&lamo se disecé utilizando las fisuras hipotal&micas,
los cuerpos mamilares y un punto 2-3mm por delanta del quias-
ma 6ptico, profundizando unos 2-3mm. El proceso de extraccidn,
diseccifn y pesada se realiz® en ambiente frio, entre 0 y 4°

C , en un tiempo no superior a 3 minutos. Cada porcidn se in-
trodujo en un tubo de ensayo que contenia 6 ml de una solu-
cidn congelada de Krebs-Ringer. De estas muestras se partid

para la homogenizacidn, que fué realizada en un homogenizador
Potter S (Braun Melsungen), a 3-4°C de temperatura, 1000 re -
voluciones por minuto y en un tiempo aproximado de 45-60 se-

gundos.
2.5.MEDIDA DE IAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

2.5.1.Actividad Leucinaminopeptidasa {LAP) .- Leucina

Arilamidasa, EC 3.4.11. (aminopéptido hidrolasa}.
Hemos seguidd el método colorimétrico descrito por
NAGEL y cols. (1964), utilizando como sustrato L-leucina-p-ni

troanilida (Monotest LAP. Boehringer Mannheim, S.A.).

2.5.1.1. Fundamento

L-leucina-p-nitrocanilida — L-leucina + p-nitrcanilina
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CH3\\ 9 ?
CH— CH — cH— ¢ —N & N—npo
cH, N,
H.O L AP
N
v
CH g
3 20 K
o
eH—cHy— CH— c\OH ; N—-@—NOZ
cH, NH

Determinamos por espectrofotometria las diferencias de
extincidn producidas por los cambios de ooncentracidn de p-
nitroanilina, producto de la reaccién enzimitica, indice de

la cantidad de LAP presente.
2.5.1.2., Mé&todos

Se mezclan:
3. ml de una solucidn de L-leucina-p-nitroanilida
0,85mM, en tampén fosfato 0,1M a pH=7,2, mante
- nida a 25°C en bajo maria.

.2 ml de hoﬁogenado
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Rapidamente se lee la extincidn en espectrofotdmetro (
Beckman DB-GT, con sistema de registro),-a 405 nm de longi -
tud de onda y blanco frente al aife. Disparar simultaneamen-
te el crondmetro y repetir las lecturas exactamente a 1,2, y

3 minutos después.
2.5.1.3. Determinacifn de la actividad enzimdtica

La actividad enzim&tica se calcula por las diferencias

de extincién por minuto, segfin la siguiente tabla de valores.

AE/min mU/ml KSE/min mU,/ml /NE/min mU/ml
.001 2 .010 16 .019 31
2 3 11 18 20 32
3 5 12 19 22 36
4 7 i3 21 24 39
5 8 14 23 26 42
6 10 15 24 28 45
7 11 16 26 30 49
8 13 17 27
9 15 18 28

2.5.1.4. Puesta a punto del m&todo

Hemos comprobado el efecto de la concentracidn de enzi-
«ra ¥ de la concentracidn de sustrato sobre la cinética enzi-

wAtica para elegir las concentraciones mas iddéneas de estos
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dos variables, y ademds confirmar si nos encontrabamos traba-

jando en orden cero (véase graficas 1, y 2).

2.5.2. Actividad Isocitrato deshidrogenasa (ICDH) .- Depen

diente de NADP, EC 1.1.1.42.
Hemos seguido el método colorimétrico descrito por WOLF-
SON y WILLIAMS-ASHMAN (1957), usando como sustrato DL-isoci-

trato(Test Combination ICDH. Boehringer Mannheim, S.A.).
2.5. 2.1. Fundamento

Isocitrato ———» 2-cetoglutarato

?00H COOH
i
CH C
| IHZ
H—-?—— COOH . $H2 + co,
Ho—C —H f Qo=
I NADP |
COOH COOH

NADPH + H

Determinamos por espectrofotometria las diferencias de
extincidn producidas por los cambios en la concentracidn de

NADPH, indice de la cantidad de ICDH presente en la muestra.
2.5. 2.2. Método

Se mezclan:

2,5 ml de una solucidén de DL-isocitratc 4,6mM en tam-
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Grafica 1._Actividad LAP._ Relacion entre concentracion de

enzima [E] y diferencia de extincion por minutol AE/m).
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Grafica 2_Actividad LAP._Relacidn entre concentracion de sustra-

to[S) y diferencia de extincion por minuto IAE/m),
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pbn de trietanolamina 0,1M pH=7,5.

0,5 ml del homogenado

Dejar reposar a bano maria a 25°C durante 5 minutos.
Anadir:
0,1 ml de una solucibén de NADP+ 9, 1lmM.
Rapidamente se lee la extincidn en espectrofotédmetro a
366 nm de longitud de onda y blanco frente al aire. Disparar
simultaneamente el crondmetro y repetir las lecturas exacta-

.

mente 1,2, v 3 minutos después.
2.5.2.3. Determinacidn de la actividad enzimitica

La actividad enzimdtica se calcula por las diferencias

de extincifn por minuto, segfin la siguiente tabla de valores.

[SE/min mU/ml £§E/min mU/ml [SE/min mU,/ml
.001 2 .008 13 .020 35
2 4 9 15 22 39
3 5 10 18 24 43
4 7 12 21 26 46
5 9 14 25 28 50
6 11 ‘ 16 28 30 53
7 12 18 32 40 71
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2.5.2.4. Puesta a punto del mé&todo
Hemos comprobado el efecto de la concentracidn de enzi-
ma y de la concentracidn de sustrato sobre la cinética enzi-
mética para elegir las concentraciones mas iddneas de estas
dos wvariables, y adem8s confirmar si nos encontrabamos tra-

bajando en orden cero (véase gréaficas 3, y 4).

2.5.3.Actividad Malato deshidrogenasa (MDH) .- Dependien

te de NAD, EC 1.1.1.37.

Hemos seguido el método colorimétrico descrito por BERG
MEYER (1970}, utilizando como sustrato oxalocacetato (Test Com

bination MDH. Boehringer Mannheim, S.A.)
2.5.3.1. Fundamento

2-cetoglutarato + I-aspartato — oxaloacetato + L—glutamato

+
Oxalcacetato + NADH + H —» I,-malato + NAD+

COCH . COOH
| G 0 T= Trhansaminasa glu- !
c=0 tamico-oxaloacedtica CH—NH
! > | ?
CHy oo / e
f”z (lZH NH, Ay
COOH CH COOH
|
COOH fOOH ?OOH
= HO—C —H
! |
CH, _MoH CH,

CooH CoO0H



74

AE/m

0247

'018"

.012 4

.006 4

r2=1

y=0.81 X107 +1.0X107*x
.002-

50 100 150 200

(E] Mg proteinas/ ml

Grafical._Actividad ICDH._Relacic;n entre concentracion de enzi-

ma [E] y diferencia de extincion por minuto (AEIm).
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Determinamos por espectrofotometria las diferencias de
extincidn producidas por los cambios de concentracidn de NADH

; Indice de la cantidad de MDH presente en la muestra.

2.5.3.2. Método

Se mezclan:
3. ml de una solucidn de L-aspartato 42 mM en tam-
pdn fosfato 0,1M.

-005 ml de solucién de 2-cetoglutarato en agua bides-

tilada
.005 ml de sol. NADH 12mM en agua bidestilada.

.005 ml de sol. GOT aproximadamente con 20U/ml.
Dejar reposar en bano maria a 25°C durante 5 minutos.
Anadir:

.1 ml de homogenado

Rapidamente se lee la extincibdn en espectrofotémetro a
366 nm de longitud de onda y blanco frente al aite. Disparar
simultaneamente el crondmetro y repetir las lecturas exacta-

mente 1, 2, y 3 minutocs despés.
2.5.3.3. Determinacidn de la actividad enzimldtica

La actividad enzimatica se calcula por las diferencias

de extinci®n pro minuto, segfin la siguiente tabla de valores.
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ZSE/min mU/ml ZXE/min mU/ml [XE/min mU/ml
.001 10 .008 76 .020 i91

2 19 9 86 22 210
3 29 10 96 24 229
4 38 12 115 26 249
5 48 14 134 28 268
6 57 16 153 30 287
7 67 i8 172

2.5. 3.4. Puesta a punto del método
Hemos comprobado el efecto de la concentraciédn de enzi-
ma v de la concentracién de sustrato sobre la cin&tica enzi-
mética, para elegir las concentraciones mas idéneas de estas
dos variables, y adem&8s para confirmar si nos encontrabamos

trabajando en orden cero (v€ase graficas 5, v 6).

2.6. MEDIDA DE LAS PROTEINAS.- La concentracidn de protei-
nas presentes en las muestras fuercon determinadas por el mé-
todo de LOWRY (1951). Realizamos una curva patrén con albfimi
na bovina (gr&fica 7) y comprobamos el efecto de la concentra
- cibn de tejido fresco, hipotdlamo y corteza, sobre la densidad

: 6bptica (v€ase graficas 8, y 9).
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malE) y diferencia de extincién por minuto (AE/m).
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Graf. 7 _Curva potrén de albumina bovina. Método de

LOWRY (1851).
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Grat. B._Hipotalamo._Relacidn entre concentracién de tejido

fresco {mg/mi) y densidad optica (DO). Método de
LOWRY {195%).
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de LOWRY (1951).
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RESULTADOS

Para el anflisis de los reSultaéos, y con el fin de fa-
cilitar la descripciétn de los mismos, dividiremos este capi-
tulo en tres apartados;

En un primer apartado estudidremos los valores de acti-
vidad leucinaminopeptidasa (LAP, isocitrato deshidrogenasa
(ICDH) y malato deshidrogenasa (MDH), que con las té&cnicas
descritas en el capitulo de material y métodos, hemos obteni
do en nuestros experimentos, tanto en hipotidlamo como en cor
teza, de los siguientes grupos de animales mantenidocs en un
fotoperiodo normal (IN) de 14 horas luz y 10 horas oscuridad.
12 Controles o testigos (C}. 22 Tratados con valerianato de
estradiol (+VE). 3% Castrados (Gx) y 4% Castrados y tratados
con valerianato de estradiol (Gx+VE}.

En este apartado analizaremos el efecto gue sobre la ac
tividad LAP, ICDH y MDH de hipot&lamo y corteza tienen la ad
ministracién de VE, la castracidn, y la castracidn + adminis
tracién de VE, al comparar cada uno de estos grupos con los
‘animales C.

En el segundo apartado estudiaremos los efectos gque los
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cambios en los fotoperiodos, iluminacidn permanenté (LP) ¥y
oscuridad permanente (OP), provocan en la actividad LAP ,
ICDH y MDH, en hipotdlamo y corteza de los distintos grupos
de animales explorados: C, +VE, Gx, Yy Gx+VE. Para ello
compararemos, enllos diversos grupos de animales mencionados,
los valores de actividad enzimitica en los fotoperfiodos OP y
LP con los obtenidos en IN.

En el tercer apartado estudiaremos por Gltimoc, la forma
en que los distintos fotoperiodos modulan el efecto de la ad-
ministracidn de valerianato de estradicl, la castracidn y la
castracidn + administracién de VE, producen sobre la activi-
dad enzimatica LAP, ICDH y MDH en hipotdlamo y corteza. Para
ello compararemos los siguientes grupos de animales: C con
+VE , C con GX, Gx con Gx+VE y +VE con Gx+VE, mantenidos en

OP, LP e IN respectivamente.
1. ANIMATLES CONTROLES

Para poder analizar el efecto que la administracién de
VE, la castracidn y la castracibn + administraci®dn de VE tie-
nen sobre las actividades enzimpaticas LAP, ICDH y MDH en hi-
pulaiamo y corteza, es necesario conocer previamente los valo

res nmonsiderados normales de estas actividades enzimiticas.
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Para ello analizaremos los valores gue hemos encontrado
en el grupo control. Estos animales no han sufrido ninguna
manipulacidn experimental, y se encuentran sometidos a un fo
toperiodo normal (IN) de 14 horas luz y 10 horas oscuridad,
(v€ase figuras 1, y 2).

En el hipotdlamo hemos encontrado 5 veces mas actividad
LAP (17,76 } .86) que en la corteza (3,54 ¥ ,10). La activi-
dad ICDH en el hipotalamo (40,93 + 4,22) tambien es mayor gque
en la corteza (26,88 ¥ 1,22). Por el contrario la actividad
MDH es dos veces superior en la corteza (3419,00 + 45,76) que
en hipotglamo ( 1655,78 + 98,76 ).

Es interesante senalar que los valores (expresados en
mU/mg proteinas) de la actividad MDH son unas cien veces 5u¥

perior a los de las restantes actividades enzimiticas explo-

radas, tanto en la corteza como en el hipot&lamo.

‘2. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE VALERIANATOVDE ESTRA-

DIOL (v&ase figuras 3, v 4 ).

2.1. En el hipotdlamo 1la administraci®n de valeria-

nato de estradiol prcduce un incremento significativo de la
actividad LAP (21,16 + .27), de la actividad ICDH (53,54 +
1.0) con valores p < .01, v de la actividad MDH (2686 +

28,02) con valor p < .001.

2.2. En la corteza una disminucidn (p <« .001) tanto
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Fig. 1.~ Actividad LAP en animales controles.

Las columnas representan la media de los valores

ocbtenidos en 10 animales por grupo y las barras ESM.

*= p<«.05 * %= p « .01 *x %= p< .00
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F1g, 2.- Actividad ICDH y MDH en animales contrples
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en la actividad LAP ( 2,77 * .06 ), como en la actividad ICDH
( 18,27 + .44 ) vy en 1la MPDH { 1609,00 x 19,75).

En nesumen, La admindistracidn de VE disminuye significa
tivamente fodas Zab actividades enz.imiaticas exploradas en fLa
conteza, y aumenta porn ef contrarico, Las actividades enzima-

ticas en el hipotdfamo.

3. EFECTO DE LA CASTRACION (véase figuras 5, y 6)

3.1. En el hipotélamo la castracidn produce una dis

minucidn significativa (p < .001) en la actividad LAP (10,68
+ .72 ) v de la ICDH (p < .01) (26,84 + .95), permaneciendo
invariable la actividad MDH (1886,00 + 82,51 ).

3.2. En la corteza no se aérecian modificaciones
significativas en la actividad LAP (4,53 + .07 ), aungque dis
minuyen significativamente {p < .01l) la actividad ICDH (22,10
+ .52) y la actividad MDH (p < .001) (2282,0 + 43,67).

En nesumen La casfracibn produce un decrementc en Las
actividades enzimdiicas exploradas Zanto en el hipotdlamo co

mo en £a cornfeza.

4. EFECTO DE LA CASTRACION Y ADMINISTRACION DE VALE-
RIANATO DE ESTRADIOL (véase figuras 7, y 8, y cuadros 1, y
2).

4.1. En el hipotadlame la castracidn + VE produ-

ce una disminucidén significativa de la actividad LAP (12,54



Cuadro n® 1.- Valores de actividad LAP,

ICDH y MDH ( expresados en

mU/mg proteinas) en hipotilamo de animales sometidos

a iluminacidn normal (14 horas luz/10 horas oscuridad)

LAP ICDH MDH

Controles 17,75 + .86 40,93 + 4,22 1655,78 + 98,76
+ VE 21,16 + .27 53,54 + 1.0 2686,00 + 28,02
Castrados 10,68 + .72 26,84 £ .95 1886,00 + 82,51
Gx + VE 12,54 + 1.59 26,09 = 1.64 2465,00 + 88,64

16



Cuadrec n® 2.- Valores de actividad LAP, ICDH y MDH (expresados en

nU/mg proteinas) en corteza de animales sometidos a

iluminacidn normal

ICDH

(14 horas 1luz/10 horas oscuridad)

Controles

+ VE

Castrados

Gx + VE

LAP
3,54 + .10
2,77 £ .06
4,53 + .07
3,63 £+ .07

26,88 £ 1.22

18,27 = .44

22,10 + .52

19,40 + .38

3419,00 + 45,76

1609.00 £+ 19,75

2828,00 £'43,67

2202,00 + 56.81

Z6
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+ 1.69) si se les compara <con el grupo contrel (p < .01) y con
el grupo de ratas +VE (p < .001). También disminuye la activi
dad ICDH ( 26.09 + 1.64 ) en relacidn con los grupos control
(p < .01 ) y +VE (p < .001), pero con valores similares al
grupo de las Gx.

La actividad MDH ( 2465.0 = 88,64 ) aumenta significa-
tivamente (p < .001) cuando se las compara tanto con las ra-
tas controles como con las castradas, pero sus valores son
similares a los obtenidos en el grupo de ratas +VE.

4.2. En la corteza lé actividad LaP ( 3,63 £ .07 )
no sufre cambio con respecto a las controles, Comparada con
las Gx, la actividad LAP sufre una disminucidn significati-
va (p < .001) y un aumento también significativo (p < .001)
en relacién con el grupo +VE.

La actividad ICDH ( 19,40 + .38 ) disminuye significa-
tivamente (p < .001) comparada con las ratas C y con las Gx
(p < .01), y su valor no varia significativamente con respec
to al grupc +VE.

La actividad MDH ( 2202,50 + 56,81 ) disminuye signifi-
cativamente (p < .001) con respectoc a las C y Gx, pero aumen
ta (p < .001) con respecto a las ratas +VE.

En nesumen, en el hipotdlamo La actividad LAP e ICDH en
contnada en Los animales Gx+VE es mas baja que en Los giupos

C y +VE; La actividad MDH, por el contrardio, es supeirior a
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Los C y Gx. En La conteza, fa actividad.LAP en Gx+VE fdiene un
valon simifar af grupo C, supenrion a +VE e Linferich a Las Gx;
La actividad ICDH es infenior a Lasd C y Gx y similar a Las

+VE; fa acitividad MDH es mayor que La enconirada en todos Lo

demds grupos de animales.

5. EFECTQS DE LOS CAMBIOS EN LOS FOTOPERICDOS. OP y LP.

5.1. Animales controles (véase figuras 9, y 10)

5.1.1. En el hipotédlamo la actividad LAP disminu-

yve significativamente (p < .001) tanto al prolongar el perio-
do de iluminacidn {(LP) (11,79 %+ .13) como al acortarlo (OP)
( 7,4 £+ .80 ). La disminucidn es mas marcada en los animales
en OP, existiendo diferencias significativas (p < .001) enr—
tre estos dos grupos.

Los valores de actividad ICDH practicamente no se modi-
fican en OP ( 37,53 % 1.32 ), descenciendo en los animales so
metidos a LP ( 28,92 * .79 ). Existend diferencias significa
tivas (p < .001) entre los animales en OP y LP.

La actividad MDH aumenta significativamente (p < .01)
al acortar (OP) (2082.0 & 96.94) o p;olqngar el tiempo de
iluminacidn ( 2024,00 + 31,74).

5.1.2. En la corteza la actividad LAP no sufre
modificaciones en los animales en LP ( 3,41 4+ .10 ), encon-

‘trandose elevada de forma significativa (p « .001) en los
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animales mantenidos en OP ( 4,51 + .12 ), existiendo diferen-
cias también significativas entre los animales en OP y LP (
p < .001).

La actividad ICDH disminuye significativamente (p < .001)
en los animales mantenidos en LO ( 16,27 + .50 ).

La actividad MDH disminuye significativamente tanto en
los animales en OP como en los LP (p < .001). En el grupo de
animales en OP los valores ( 2298,00 * 44,81 ) se diferencian
significativamente (p < .001) de los del grupo de animales en
LP ( 1405,0 + 57,16 ).

En hesumen, en hipotdlamo cualquier modificacidén de La
duracién de Los feoteperiodos produce en Los animales contro-
Les un mancado descenso en La actividad LAP e Lncremenfo en
La actividad MDH. En conteza £a acitividad LAP se increwmenta
en 0P y disminuye significativamente £a actividad TICDH en LP

y La actividad MDH en OP y LP.

5.2. Animales tratados con valerianato de estradiocl

{v@ase figuras 11, y 12 ).

5.2.1. En el hipotdlamo la actividad LAP disminu-

ye significativamente {(p < .001) tanto en los animales en oP
( 13,23 + .76 ) como en los mantenides en LP ( 10,86 & .11 )
Existen diferencias significativas entre estos dos grupos

(p < .01).
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La actividad ICDH disminuye significativamente (p 41.001)
por accidn de las modificaciones en los fotoperiodos, ya sean
estos OP ( 35,66 + 1.79 ) o LP ( 16,61 + 1,22 ). Existen dife
rencias tamb&n significativas ( p < .001) entre estos dosg gru
pos. .

La actividad MDH sufre las mismas modificaciones que la
ICDH, disminuye ante cualquier variacidn en mas o en menos, en
la duracidén de los fotoperiodos. En los animales sometidos a
OP ( 2312,00 % 131,0 ), el decremento es menos llamativo que
en el casco de los mantenidos en LP ( 1816,00 + 128.0) valores
P < .00l. Existen diferencias significativas entre estos dos
grupos (p < .001).

5.2.2. En la corteza la actividad LAP aumenta sig
nificativamente (p < .00l1) en los animales sometidos a OP (
3.97 £ .13 ) vy no se modifica en los mantenidos en LP ( 2,87
+ .09 ). Existen diferencias significativas-(p < .001) entre
los animales mantenidos en OP y LP.

La actividad ICDH no sufre modificaciones significativas
ni en el grupo de animales en OP ni en el grupo mantenido en
LP.

La actividad MDHE aumenta significativamente (p < .001),
sea cual fuere la modificacidn del fotoperiodo. En los anima-
les en OP ( 2321,00 + 44,81 ), este incremento es mas acentua

do que en los mantenidos en LP ( 1928,00 %+ 22,27 ). Existen
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diferencias'significativas (p << .001) entre estos grupos.

En nesumen, Las modificaciones en Los fotopeniodos pnb~
duce en Las rnatas tratadas con valenianato de estrnadiol |[+VE)
una disminucibn de La aétiuidad LAQ, ICPH y MDH en el hipotd-
£amo; Lanto en Las cirncunstancias experdimentales de OP como
de LP. En La conteza, fLas modificaciones scn menos manifies-
tas, se aprecia un discreto aumento de acitividad LAP en Los
animales en 0P, ausencia de modi{icacioneé sdignificativas en
La actividad ICOH y aumento en La actividad MDH tanto en ef

grupo de animafes en OP como en Los mantenidos en LP.

5.3. Animales castrados (véase figuras 13, y 14)

5.3.1. En el hipotdlamo la actividad LAP disminu

ye significativamente (p < .001) tanto en los animales some-
tidos a OP ( 7,79 £ .67 ) como en los mantenidos en IP ( 7,13
t .28 ). No existen diferencias significativas entre estos
grupos.

La actividad ICDH, aumenta tanto en los animales en OP
( 41,82 + 1.11 ) {(p < .001) como en los animales en LP f58,70
+ 1,20 ) {p < .001). Existen diferencias significativas entre
estos grupcs (p < .001).

La actividad MDH, se comportarde forma diferente en el
grupo de animales en OP ( 1416,90 + 57,60 ) gue en el de los

animales en LP (3536,60 + 62,46 )}, pues mientras el primer
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grﬁpo disminuye (p < .001}, en el segundo aumenta (p < .001).
Existen diferencias significativas (p < .001) entre estos gru
pos. '

5.3.2. En la corteza la actividad LAP disminuye
(p <.001) tanto en ios animales en OP ( 1,72 + .60 ) como en
los animales en LP ( 3,02 £ .12 ), aungue la disminucién es
man intensa en los primeros. Existen diferencias significati
vas (p <.001) entre estos grupos.

La actividad ICDH permanece constante trés mantener los
animales en OP ( 22.87 £ .70 ) y se incrementa significativa-
mente (p < .001) en los animales en LD ( 26,67 £+ .76 ). Exisg-
ten diferencias significativas entre estos dos gfupos (p <.
.001). |

La actividad MDH disminuye significativamente (p < .001)
em el grupo de animales en OP { 1863,00 + 49.07 ) v en menor
cuantia en el grupo de animales en LP ( 2319,00 % 5;,25 ).
Existen diferencias significativas entre estos dos grupos
(p < .001).

En nedumen, Las modificaciones en Los fotopeniodos phro-
duce en fa ndata castrada Las sigudlentes variaciones en fa ac-
tividad de fas enzimas hipotaldmicas: LAP disminuye e ICDH au-
menta ante cuafquiern modificacibn en La duracién del fotdipe -
rniodo, mientras que MDH disminuye al neducir ed Liempo de flu-

minacién y aumenta al protongarlo. En La conteza La actividad
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LAP sigue ef mismo penfin que en el hipotdlamo, fa actividad:
ICDH se modifica cuantitativamente poco al cambian el folope-
niodo, y porn @ltimo La actividad MDH disminuye Zanto al pro-

Zongar como al acontar el periodeo de LLuminacién.

5.4. Animales castrados y tratados con valerianato de

estradiol {vfase figuras 15, y 16)

5.4.1. En el hipotilamo no se aprecian modifica-

ciones en la actividad ILAP ni en los animales en OP ( 11,89
+ .34 ) ni en los animales en LP ( 11,31 % .31 ).

TTampoco existen variaciones significativas entre la ac
tividad ICDH de los animales en LP ( 23,48 + 1.05 ) ni en
los animales en OP ( 31,87 + 1,94 ), aungue en este filtimo .
grupo hay una tendencia al aumento.

La actividad MDH no se modifica significativamente ni al
acortar el periodo de iluminaciémn, OP ( 2255,00 % 114,00 ), ni
al prolongarlo, LP ( 2698,00 + 119,0 ).

5.4.2. En la corteza la actividad LAP sigue el
mismo perfil que en el hipot&lamo, no varia cualquiera gue
sea la modificacidn que realicemos en el perfocdo de ilumina-
cidn, OP ( 3,41 .07 ) y LP ( 3,50 + .11 ).

La actividad ICDH aumenta, aunque sin significatividad

estadistica, en los animales en OP ( 25,24 + 3,31 ) y dismi-

nuye en los animales en LP ( 16,70 = .19 ) {(p <« .001).
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En cuanto a la actividad MDH se aprecia una disminucién
significativa (p < .001) al modificar en mas o en menos la
duracién del periodo de iluminacidén, OP ( 1630.00 & 27,32 ),
LP {( 1530.00 x 38,20 ).

En nesumen Los cambios en el peniodo de {Luminacidén no
produce en Las ratas caastradas + VE ninguna modificacidén en
La actividad LAP, ICDH y MDH en hipotdlamo. En conrteza solo
La actividad MDH disminuye de forma apreciable ante cuafqudiern

modificacién del fotoperiodo.

6. MODULACION POR LOS FOTOPERIODOS, OP Y LP, DEL EFECTO

DE LA ADMINISTRACION DE ESTRADIOL Y CASTRACION

6.1. Administracidn de valerianato de estradiol (véa-

se figuras 17, 18, 19, y 20)

6.1.1. En el hipotilamo 1la administracidn de VE

incrementa la actividad LAP en los animales C y en los some-
tidos a OP, especialmente en estos Gltimos, donde el incremen
to alcanza el valor del 179%, mientras gue lo disminuye en
los animales mantenidos en LP.

La activiaad ICDH aumenta por la acciftn del VE en los
animales C y disminuye en los animales. en LP. La actividad
MDH presenta el mismo comportamiento gque la LAP.

6.1.2. En la corteza , trds la administracién de

VE, la actividad LAP disminuye en los tres tipos de fotope-
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riodos explorados.

La actividad ICDH solamente varia en el grupo C, y la
MDH no se modifica en los animales sometidos a OP, y lo ha -
cen de forma inversa, disminuyendo en un 53% en los animales
C y aumentandc en un 37% en los animales sometidos a LP.

En nesumen, La admindistracidén de VE produce efectos dis-
Lintos sobre La actividad enziméiica hipotaldmica y conrntical,
seglin Las caractenisticas del fotoperniodo a que el animal se
encuentre sometido. Pestaca de forma especial, el incremento
que sugre fa actividad LAP en el hipotdlLamo en Los animales
~en 0P y La suencia de modificaciones de La actividad enzimd-
tica LAP ¢ ICDH en La conrnteza, junto con Las modificaciones
de signo opuesto en La actividad MDH cortical, segln La dung

eibn del peniodo de ffuminacién def fotopeniodo.

6.2. Castracidn (véase figuras 21, 22, 23, v 24).

6.2.1. En el hipotflamo 1la castracibén disminuye

en un 40% la actividad LAP tanto en el grupo IN como en el:
sometido a LP, pero no varia su actividad en el grupo de ani
males en OP.

La actividad ICDH disminuye en un 34% tris la castracidn
.en los animales mantenidos en IN, pero aumenta en un 11% en
-los animales en OP y en un 102% en los sometidos a LP.

La actividad MDH gue se incremente en un 14% tras la
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castracidn , en los animales en IN, disminuye en un 25% en
los animales en OP y se incrementa en un 87,5% en los some-
tidos a LP.

€.2.2., En la corteza la actividad LAP disminuye
en un 62% en el grupo de animales en OP, permaneciendo sin
variaciones importantes en los demds grupos.

La actividad ICDH disminuye el el grupo mantenido en IN
en un 18%, aumenta en un 82% en el grupo de animales en LP y
permanence constante en el grupo de animales en OP.

La actividd MDH disminuye tr8s la castracidn en la cor-
teza de ratas en OP en un 195, y en un 17% en las mantenidas
en IN, aumentando en un 64% en el grupo de animales en LP.

En nesumen, La castracidn modifica La actividad enzimd-
tica de hipotdlLamo y conteza, de forma diferente, dependien-
d§ de Las caractenisticas del fotoperiodo en que ef animal se
encuentre. Destacan La disminucibn en La actividad LAP hipoig
Lémica en Los animales en IN y en LP, y el aumento de ICDH en
natas mantenidas en LP. En La conteza, junic a La disminucdidn
de actividad LAP en Los animales en 0P, se aprecdia un aumen-

to considenable de £a actividad MDH en Los animafes en LP.

6.3. Administracién de valerianato de estradiol en

animales castrados (véase figuras 25, 26, 27, y 28).

6.3.1. En el hipotdlamo aumenta la actividad LAP
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en los tres fotoperiocdos explorados, IN, OP y LP, siendo mé&s
manifiesto este incremento en los animales en OP y LP, donde
alcanza valores del 52 y 58% respectivamente.

La actividad ICDH disminuye especialmente en los anima-
les en LP, en 1bs que la disminucidn represente un 60%.

La actividad MDH aumenta en los animales en OP (59%) Y
en los de IN (31%), disminuyendo en el grupo de animales en
LP (24%).

6.3.2. En la corteza la actividad LAP, aumenta tan
to en los animales en OP, como en los mantenidos en LpP, espe-
cialmente en el primer grupo, donde el incremento alcanza un
98%.

La actividad ICDH disminuye en un 42% solo en el grupo de
animales en LP.

La actividad MDH, desciende en los tres fotoperiodos ex-
pPlorados, preferentemente en los animales en LP, donde este
descenso alcahza un valor de 34%.

En resumen, el efecto def valernianato de eétnadibl'éobne
La actividad enzimética de hipotdlamo Yy corteza de natas cas-
tradas, varia con Las modificaciones en el peniodo de LLumina-
cidn en ez.que Los animales se encuentren. Destaca el compor-
tamiento homogeneo de fLa actividad LAP en hipotiﬁaﬁo y de fa

MDH en conrteza.
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6.4. Castracidn en animales tratados con valerianato

de estradiol (véase figuras 29, 30, 31, y 32).

6.4.1. En el hipotflamo 1la actividad LAP disminu-

ye tanto en el grupo de animales en OP como en los mantenidos
en IN, especialmente en estos filtimos (43%), permaneciendo in
variable en los animales en LP.

La actividad ICDH no varia en los animales en OP, disminu
ye en un 51% en los IN y aumenta en un 41% en los animales man
tenidos en LP.

La actividad MDH se incrementa solamente en un 48% en el
grupo de animales en LP.

6.4.2. En la corteza la actividad LAP se incremen
ta en un 31% en los animales en IN y en un 22% en los animé—
les en LP, permanenciendo constante en los animales en OP.

La actividad ICDH no se ﬁodifica en ninguno de los foto-
perfodos.

La actividad MDH se eleva en un 33% en el grupo manteni-
do en IN y desciende tanto en los animales en OP (30%) como
en los LP (21%).

En nesumen La castracidn produce efectos distintos sobre
ka actividad enzimdtica hipotaﬂdmica y cortical segin el foto-
periodo en que ef animal +VE se encuentne. Destaca sobre todo

La disminucidn de La actividd LAP en hipotdlfamo de animales
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en IN, y ef aumento en La actividad ICDH; La actividad MDH ayu
menta trhéds La castracibn en animales +VE ecspecialmente man-

tenidos en LP.
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DISCUSION

1. ANIMALES CONTROLES.

En el grupo de animales controles ( C ), sometidos a rit-
moc de iluminaci®én normal ( 14 horas luz- 10 horas oscuridad ),
hemos encontrado en hipot&lamo valores de actividad LAP, ICDH
y MDH diferentes a los encontrados en corteza,

En nuestros experimentos hemos constatado - utilizando co
mo sustrato L-leucina-p-nitranilida- una mayor actividad LA?
en hipotdlamo que en corteza. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por otros autores utilizando tanto sustratos na
turales - vasopresina ( HOOPER, 1963 ), leucil-glicina y leu-
cil-glicil-glicina, ( MARKS y cols., 1974 ) y LH-RF { SUNDBERG
v KNIGGE, 1978 ) -, como sustratos artificiales - L—leucina+bg
ta-naftilamida ( ARVY, 1962 ).

Tambien hemos encontrado mayor actividad ICDH en hipota-
lamo gue en corteza, resultados que coinciden con los obteni-
dos por LUINE y cols. ( 1974 ). Por el contrario hemos detec-

tado mayor actividad MDH en corteza que en hipotdlamo, datocs
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comprobados también por SZE-CHUNG CHEN ( 1971 )} y por MANOCHA
y SHANTHA ( 1969 ), llegando estos autores a describir una ma-
yor actividad en las capas mas superficiales para disminuir en
las profundas.

En el momento actual nco tenemos elementos de juicio sufi-
cientes para descigrar el significado biolb6gico de estas dife-
rencias regionales en actividad peptiddsica ( LAP ) y enzimas
oxidativas ( MDH e ICDH ). Ninguno de los autores que se han
ocupado de este tema han dado explicacidn satisfactoria al res
pecto, solamente HOOPER, al comprobar la capacidad del hipotd-
lamo para degradar vasopresina, sugirid la posibilidad de gque
"las enzimas peptiddsicas participasen en el metabolismo de las
hormonas peptidicas hipotaldmicas. Esto explicaria alguna de

las diferencias regionales comentadas.
2. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE VALERTANATO DE ESTRADIOL

En nuestros experimentos hemos comprobado que en el EEEET
tdlamo, la administracién de V.E. incrementa todas las activi-
dades enzimiticas exploradas ( LAP, ICDH y MDH ).

Estos resultados coinciden con los publicados por HOOPER
( 1966 ), BICKREL y cols ( 1972 ), KHUL y cols. ( 1974 ), BELLI
DO ( '1975 ) y GRIFFITHS y cols. ( 1975 ). Eétos autores cons-

tataron un aumento en el hipotdlamo de actividad peptidédsica
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tras la administracidn de estradiol: LUINE y cols en 1974 pu-
blicaron un trabajo en el que demostraron en el hipotdlamo una
elevaci6n de actividad MDH e ICDH tras la administracifn de es-
tradiol.

El incremento en el hipotdlamo de actividad peptidédsica
tras la administracién de V.E. pocdemos interpretarlo por la si-.
~guiente sucesifn de eventos: la administracifn de V.E. aumen-
ta la concentracifn de estradicl en sangre circulante, gque al
llegar al hipot&lamo, por retrocalimentacifn negativa, o bien
frena la sfntesis y/o liberacifn de algunos de los factores 1i
beradores hipot&lamicos, ¢ bien aumenta su catabolismo, dismi-
nuyendo en ambos casos su concentracidn.

En algunos de estos dos procesos pueden estar involucré—
das las enzimas con actividad peptiddsica presentes en el hipo
t4dtamc. lLa correlaci®6n encontrada entre la disminucibn de pé&p-
tidos hipotdlamicos, producida por el V.E. y el aumento de ac-
tividad peptiddsica, sugiere la posibilidad‘de que estas enzi-
mas peptiddsicas participen en el catabolismo de los péptidos
hipotdlamicos.

Por otro ladeo, MOGUILEVSKY y MALTNOW ( 1964 ) demostraron
.#n la rata que la actividad del eje hipotdlamo-hip&fisis-gona
#dﬁﬁ‘se correlacionaba estrechamente con el Indice de captacidn

de oxigeno por el hipotdlamo y con su metabolismo oxidativo.
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La cuantfa de este metabolismo oxidativo dependerd en parte

del grado de actividad de las enzimas que en €1 participan, co
mo ICDH y MDH entre otras, tal y como demostraron GORDAN y cols.
( 1951 ) al comprobar que el estradiol administrado " in vivo "
aumenta la captacidn de oxigeno por el hipotdlamo y LUINE y
cols. ( 1974 ) al obtener en las mismas circunstancias experi-
mentales un aumento de actividad ICDH y MDH en hipotdlamo.

El aumento de actividad de ICDH y MDH en hipotdlamo en-
contrado en nuestros experimentos puede explicarse por el in-
cremento que el V.E. produce sobre el metabolismo oxidativo de
las c&lulas hipot&lamicas.

Sin embargo el estradiol " in vitro ™ no incrementa ni la
captacidn de oxfgeno ( MOGUILEVSKY y MALINOW, 1964 ) ni la ac-
tividad ICDH y MDH ( LUINE y cols., 1974 ) de un homogenado de
hipotdlamo. Esta discrepancia entre los resultados ™ in vivo "
e " in vitro " pueden desaparecer si aceptamcs que la accifn
de los estrdgenos sobre el hipot&dlamo puede no ser una accibn
directa, sino mediada por otras estructuras nerviosas.

En apoyo de este puntode vista estdn los receptores para
estrfgenos descritos en el sistema nervioso central. En efec-
. to, se han encontrado receptores especfficos en hipctdlamo,
.hip6fisis y amigdala ( Mc. EWEN y cols., 1978 ), glandula pi-

-neal ( CARDINALI, 1977 )y receptores inespecificos en corteza
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cerebral ( ROSNER y cols., 1973 ). ﬁstos datos sugieren que
la accifn de los estr6genos sobre las gonadotrofinas hipofisa
rias probablemente no son solamente debidas a una accifn di-
recta de esta hormona sobre hipotdlamo e hip&6fisis, sino que
en esta respuesta intervienen otras estructuras nerviosas.

Estos hechos explicarian que el valerianato de estradiol
tenga un claro efecto sobre la actividad enzimdtica y consumo
de oxigeno del hipotilamo de ratas cuando se administra " in
vivo " y la ausencia de estas respuesta cuando se administra
" in vitro ",

Por otro lado el aumento de actividad en enzimas oxida-
tivas ( ICDH y MDH ) en el hipotdlamc de ratas tratadas con
V.E. puede estar relacionado con la accibn que estas hormonas,
translocadas al ndcleo por sus receptores, tienen sobre el ge
noma de las cé&lulas diana del hipot&lamo, aumentando la dupli
cacién, transaripﬁiﬁn ( biosIntesis de RNA ) y traduccidn
( biosintesis protefca ).

Nuestros resultados demuestran también gque en la corteza
la administracifn de V.E. disminuye significativamente las
actividades enzimdticas LAP, ICDH y MDH.

No existen en la literatura datos concretos que relacio-

nen especificamente actividad neuroproteasa en corteza y admi

nistracibn de estrfgenos. BICKEL y cols. 1972 }, estudiaron



139

en paleco-pallium la actividad CAPA Bespues de tratar a los ani
males con estrbgencs, no detectando modificaciones significa-
tivas, en la actividad enzimdtica explorada, tras el tratamien
to.

En cuanto a la actividad ICDH y MDH en corteza tras la
administracién de estr&gencs, solo podemos hacer referencia a
los trabajos de LUINE y cols. ( 1974 ) que comprobaron una dis
minucidn, aunque sin significatividad estadfstica, de activi-
dad de estas enzimas oxidativas.

Por carecer de antecedentes bibliogrdficos suficientes
no podemos emitir ninguna explicacifn al aumento significati-
vo, obtenido en nuestros experimentos, en 1la actividad LAP,

ICDH y MDH tras la administracién de V.E. en corteza.
3. EFECTO DE LA CASTRACION

En nuestros experimentos hemos observado que en el Eigg—
tdlamo 1la castracibn produce un descenso de la actividad LAP
e ICDH.

La disminucifn de la actividad peptid&sica del hipotdla-
mo tras la castraci6n ya habia sido comprobada por HOOPER
( 1968 ) y confirmada por GRIFFITHS y HOOPER ( 1973,a ) Y por
. BELLIDO ( 1975 ). Estos resultados podemos interpretarlos co-

~mo sigue: la castracidn,al disminuir la concentraci6én de es-
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teroides gonadales circulantes interrumpe el mecanismo de re-
~gulacibn, por retroalimentacidﬁ negativa, gque estas hormonas
tienen sobre hipot&lamo e hipoffsis, provocando un aumento en
la concentracién de hormonas gonadotr6ficas hipofisarias ( MAR
TINI y cols. 1968,b ) y de sus factores de liberacifn hipota-
ldmicos. Este incremento puede deberse a un aumento en la sin
tesis de estos o bien a la disminucidn en la cuantfa de su
degradacibn.

El descenso en la actividad LAP del hipot&lamo, sugiere
que la castracibn prolonga la vida media de estos factores de
liberacidn hipotdlamicos al disminuir la velocidad de su de-

~gradacibn.

Tras la castracién, nuestros resultados en lo que a acti
vidad ICDH se refiere, coinciden con los aportados por MOGUI-
LEVSKY ¥ cols. ( 1966 ) y XCHIAFFINI y cols. {( 1968 ). Estos
autores demostraron que traé la castracidén se aprecia una dis-
minucibn del consumo de oxigeno y de la oxidaciOn dei succi-
nato.

En la corteza hemos encontrado gue la castracifn dismi-
nuye la actividad enzim&tica oxidativa explorada ( ICDH y MDH ).

Estos resultados sugieren la posibilidad de que las modi

ficaciones en el metabolismo oxidativo de determinadas &reas

-del sistema nervioso central, puedan ser secundarias a las va-
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riaciones en la intensidad de la bigsintesis préteica, regula-
da por los niveles circulantes de algunas hormonas. La castra-
cién, al disminuir la concentracifbn de estrﬁgenos circulantes,
puede frenar la biosIntesis protéica y acompaiiarse de una dis-
minucidn en la intensidad del metabolismo oxidativo y en con-

secuencia de una disminucidn en la actividad ICDH y MDH.

4. EFECTO DE LA CASTRACION Y ADMINISTRACION DE VALERIANA

TO DE ESTRADIOL.

En nuestros experimentos hemos demostrado gque en el hipo-
tdlamoc de ratas castradas, la administracidfn de V.E. eleva
la actividad LAP, previamente deprimida por la castracidn, aun
gue sin llegar a las tasas de las ratas controles, e incremen-
ta significativamente la actividad MDH sin modificar la acti-
vidad ICDH.

Estos resultados coinciden con los aportados por HOOPER
{ 1966 ) y GRIFFITHS y HOOPER ( 1973,a ). Estos autores com-
probaron que la actividad peptiddsica en el hipotdlamo de ra=-
tas gonadectomizadas, se recupera con la administracidn de
V.E., y concluyen afirmandc que la hormona administrada, al
elevar su concentracibn en sangre, ejerce una accifn frenado-
ra sobre hipotdlamo e hip&6fisis, originando una disminucidn

en la concentracién de hormonas hipofisarias gonadotropas y
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de sus factores liberadores hipotalf&micos. Este efecto se rea-
liza, entre otros posibles mecanismos, por un aumento en la de
.gradacibn de los factores hipotaldmicos, como lo demuestra la
recuperacidn de la actividad IAP.

HALL y STEINBERGER ( 1977 ) han encontrado, despues de
administrar benzoato de estradiol a animales gonadectomizados,
una recuperacidn de los valores basales de LH, FSH y LH-RF en
plasma y una acusada elevacién en el contenido hipotalédmico de
LH-RF. Estos datos coinciden con los gue nosotros hemos apor-
tado, pues los animales Gx+V.E. no recuperan totalmente la ac
tividad peptiddsica en el hipotdilamc, explicando con ello un
aumento en la concentracién de factores liberadoresigonadotrg
Pos hipotaldmicos.

En lo que a ICDH y MDH se refiere, nuestros resultados
concuerdan parcialmente con los obtenidos por LUINE y cols,

( 1974 ), que demostraron un aumento de actividad tanto de
ICDH como de ﬁDH en los hipot&lamos de animales gonadectomiza |

dos y tratados con benioato de estradiol,
5. EFECTO DE LOS CAMBIOS EN LOS FOTOPERIODOS. OP Yy LP.

Para interpretar nuestros resultados en este apartado,
- €. el que aprece como circunstancia experimental determinante

1a modificacibn del ritmo de iluminaci®n normal ( 14 horas
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10 horas oscuridad ), es necesari6 implicar, ademds de los me
canismos dé retroalimentacidn, las interacciones luz gl&ndula
Pineal y luz hipotdlamo, por lo gque vamos a recordar, de una
forma esquemdtica, las vias nerviosas y los mecanismos neuro-
endocrinos de estas interacciones.

La luz desencadena en las células ganglionares de la re-
tina ( MASON y cols., 1977 ) que son conducidos por una via
retinohipotaldmica directa ( MOORE y LENN, 1972 ) hasta el
nficleo supraquiasmdtico ( WNISCH, 1976 ). A partir de este
nficleo y por medioc del haz prosencefdlico medial ( MOORE y
KLEIN, 1974 ) y ganglio cervical superior, es conducido hasta
las fibras postsindpticas simp&ticas que inervan la gléndula
pineal ( KAPPERS, 196) ),ocasionando a este nivel una dismi-
nucifn de la liberacién de noradrenalina ( ROMERO y AXELROD,
1975 ). La oscuridad por el contrario incrementa la descarga
de noradrenalina ( REITER, 1976 ).

Ia noradrenalina actua sobre los receptores beta-adrenér
. gicos de los pinealocitos y por medic de una serie de reaccio
nes enzimdticas concatenadas se produce un incremento de indo
los pineales. De esta forma un potencial de accidn, a través
de una ruta multisindptica, se transforma en una respuesta
raureoendocrina,

También el nficleo supraquiasm&tico tiene conexiones con
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otros nfcleos hipotal&micos, ventromedial y arcuato ( SWANSON
y COWAN, 1975 ), nficleos Intimamente relacionados con la se=
creci6bn fisica de factores liberadores de gonadotrofinas (

FLERKO, 1974 ).
5.1. Animales controles.

En el grupo de animales controles la oscuridad permanen-
te ( OP ) y luz permanente ( LP ) provocan en el hipotdlamo
una disminucibn de la actividad LAP e incremento en la acti-
vidad MDH.

La actividad LAP disminuye tanto en OP como en LP, pero
la caida es mis marcada en OP. Estos resultados refuerzan la
idea de que los cambios de actividad peptid&sica en el hipét&-
lamo estan relacionados con la intensidad de su actividad go-
nadotropa,.

ILa falta de estfmulos luminosos aumenta la actividad pi-
neal ( WURTMAN, 1968 ) y los indoles pineales, gue por un me-
canismo directo sobre las gfnadas, como defiende VAUGHAN y
cols. ( 1970 ), o a traves del hipotdlamo,como precisa REITER
( 1977 ), desencadenan en la rata una atrofia gonadal. Es pre-
cisamente esta atrofia gonadal,la que al interrumpir el meca-
nismo de retroalimentacidn negativa de lo esteroides gonadales

sobre hip&fisis e hipotélamo, permite un aumento de hormeonas
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~gonadotropas hipofisarias y de sus’factores de liberacibn hi-
potaldmicos. El incremento de estos factores de liberacibn pue
de explicarse por disminuir la intensidad de su degradacidn,
como lo sugiere el descenso que hemos encontrado en la activi-
dad LAP hipotaldmica.

El descenso de actividad LAP en el hipotdlamo de ratas
sometidas a LP puede explicarse por una interaccidén luz-hipo-
tdlamo sin intervencifn de la pineal, En efecto, la pinealec-
tomia no.provoéa en la rata los mismos cambios que la exposi-
cién-a la luz permanente ( REITER, 1977 ), como cabria espe-
rar si todas las interacciones luz-gdnadas estuviesen media-
das por la pineal, pues la luz permanente bloguea la sintesis
Yy liberacidn de indoles pineales y produce una pinealectomia °
funcional.

CRTCHLOW ( 1963 ), FLERKO ( 1966 ) y LAWTON y SCHWARTZ
( 1965 ), apoyan esta hipdtesis'al afirmar que en el desarro-
llo del estro, blogueo de la ovulacibn e incremento de gona-
dotrofinashipofisarias , producidas por ritmos‘*de iluminaci®n
constantes, intervienen, ademds de la pineal, otras estructu-
ras nerviosas. Entre estas &dreas del sistema nervioso involu-~
cradas en los efectos de la iluminacifn permanente puede con-
siderarse el nucleo supraguiasmitico, como puede deducirse de

los trabajos tanto de CRTCHLOW ( 1963 ), en los gue demuestra
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cambios morfolSgicos en este ndcleo en los animales sometidos
a prolongados perlodos de luz permanente, como los de FISKE

y GREEP ( 1959 ) , que consiguen bloquear la respuesta vagi-
nal a la luz permanente destruyendo el nficleo supraguiasmiti-
co.

Dado que el-:nficleo supraquiasmitico, considerado como ver
dadero reloj biolSgico ( JOSEPH y KNIGGE, 1978 ), tiene ccnexio
nes con los nficleos arcuatos y ventromediales del hipot&lamo
{ SWANSON y COWAN, 1975 }, estas conexiones podrlan explicar
la interaccidn directa luz-hipotfdlamc y permitirnos entender
una elevacibn de los factores liberadores hipotal&micos, debi-
do en parte a la dismihucién de la actividad LAP,

El incremento de actividad MDH encontrada en hipot&lamb
puede relacionarse con el aumento en la sintesis de factores

- liberadores de godadotrofinas, que parece ocurrir tanto en

OP como en LP.
5.2. Animales tratados con valerianato de estradiol.

A lo largo de esta discusifn. y en distintas ocasiones,
para interpretar nuestros resultados, hemos puesto de relieve
el importante papel que en la reguladiﬁn de la actividad go-
nadogropa del hipotdlamo juegan la luz de una parte, y el me-

canismo de retroalimentacion de los estrfgenos por otra.
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Al introducir en nuestro trabajo un grupo de animales a
los gue experimentalmente modificamos estos dos factores regu
ladores, luz y estrbgenos, intentamos comprobar si posibles
modificaciones de la actividad LAP, ICDH y MDH serfan un Indi
ce de relacifn entre la fotoestimulaci6n y la retrcalimenta-—
cidbn.

En un reciente trabajo HOFFMAN y CULLIN ( 1977 ), estu-
diandoc el efecto de los fotoperiodos sobre el mecanismo de
retroalimentacifn negativo del.estradiol, valorando la libera-
cidén de 1LH por la.hipéfisis, han encontrado que la rata some-
tida a fotoperfodos cortos ( 2 horas luz / 22 horas oscuridad
Y 8 horas luz / 16 horas oscuridad ), es mds sensible al efec
to negativo de los estrfgenos. Segfin estos autores en la rata
hembra la sensibilidad del sistema control de LH al efecto
negativo de los estrégenos, estd modulado por las caracteri§
ticas de los fotoperfodos a los que se encuentra scmetida.

En el hipotdlamo disminuye la actividad LAP, ICDH y

MDH tanto en OP como en LP.Estos resultados sugieren que los
mecanismos que regulan la sintesis y/o liberaci®n de factores
~liberadores hipotal&micos de»gonadotrofinés hipofisarias, pue
den ser distintos én los animales mantenidos en OP y en LP.

- En los animales mantenidos en OP, 1la regulacifn de los

.fantores liberadores hipotal&micos de hormonas gonadotropas
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hipofisarias, puede relacionarse con los niveles de esteroides
~gonadales circulantes. En estos animales, la ausencia de esti
mulos luminosos permite un incremento de la actividad biosin-
tética pineal y de su accibn antigonadotropa, lo gue determina
un descenso de esteroides gonadales circulantes y una respues
ta hipotaldmica de incrementar la concentracidn de FSH-RF y
LH-RF. Este incremento en hormonas liberadoras puede explicar-
se, entre otras causas, por una disminuci®dn en su catabolismo,"
como parece sugerir 1la disminucién de actividad LAP encontrada
en el hipotilamo.

En los animales mantenidos en LP, los estimulos luminosos
originan por un lado, una accifn directa a traves del nucleo
supraquiasm&tico y sus conexiones con 1os nficleos arcuatos y
ventromedial, scbre el hipotdlamo, desencadenando un aumento
en los FSH-RF y LH-RF hipotaldmicos; y por otro lado, una dis
miﬁuCiﬁn'en la actividad biosintética pineal con caida en su
accibn antigonadotropa. Tanto el incremento de factores hipo-
taldmicos gonadotropos, como la disminucidn de la accisn anti
_gonadotropa pineal, actuarian sinérgicamente para permitir un
incremento en los esteroides gonadales circulantes, y estos,
por retroalimentacidn negativa, disminuir la concentracibn
hipotal&mica de FSH y ILH-RF., En estas circunstancias experimen

tales hay una disminucién de sensibilidad del hipot4lamo a la
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retroaccidbn negativa ejercida por las tasas de esteroides go-
nadales circulantes ( HOFFMAN y CULLIN, 1977 ), lo gue permi-
te explicar un aumento de FSH-RF y LH-RF, debido, entre otras
causas, a un descenso en la velocidad de su catabolismo, como
parece indicar la actividad LAP encontrada en el hipot&lamo,
También la actividad ICDH y MDH disminuyen. Como siempre
estas actividades enzimidticas oxidativas parecen estar liga-

das ‘a las necesidades de energfa para la biosintesis,
5.3. Animales castrados,

En hipotdlamo los ritmos OP y LP desencadenan en el ani

mal castrado disminucidén de la actividad LAP e incremento de
la actividad ICDH. |
Nos encontramos de nuevo conque cualguier modificaci®n
en la duracifn del fotoperfodo se acompana de disminucién en
la actividad LAP en hipotdlamo, resultadp que coincide con los
obtenidos en los animales controles y en ios tratados con V.E,
Estos resultados refuerzan la hip6tesis anteriormente co
mentada de que los mecanismos gue regulan la tasa de factores
liberadores de gonadotrofinas,pueden ser distintos en los ani
males sometidos a OP que en los mantenidos en LP. En OP la
sintesis y/o liberacifin de estos factores puede depender de

los niveles de esteroides gonadales circulantes, y estos estar

T
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modulados por la actividad pineal. En LP esta regulacidn de-
pende de las interacciones directas luz-hipota&lamo.

En los animales mantenidos en OP la accidn antigonado -
tropa de la pineal, gue en estas circunstancias experimenta-
les se encuentra aumentada, solo puede explicarse a nivel
central por carecer estos animales de génadas, y tenderian a
disminuir la sintesis y/o liberacifn de hormonas gonadotropas
hipofisarias y sus factores de liberacifn hipotal&micos. La
falta de esteroides gonadales circulantes por la gonadectomia
tiende a producir un efecto opuestc, al disminuir la retroali-
mentacibn negativa sobre hipot&lamo e hipofisis. Efecto este
Gltimo predominante como parece deducirse de la disminucibn
de actividad LAP en hipotdlamo.

En los animales mantenidos en LP la inhibici®fn de la ac-
cibén antigonadotropa de la pineal junto con la ausencia de es
teroides gonadales circulantes, puede explicar una aumento en
la concentracidn de FSH~RF y LH-RF Hipotal&micos, debido en -
tre otras causas a una disminucién de la actividad LAP, como

hemos encontrado experimentalmente en €l hipotédlamo.

5.4. Animal castrado y tratado con VE

En este grupd de animales practicamente no encontramos
diferencias entre los valores de actividad LAP, ICDH y MDH

ni en hipotilamo ni en corteza.
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6. MODULACION POR LOS FOTOPERIODOS, OP y LP, DEL EFECTO

DE LA ADMINISTRACION DE VE Y CASTRACION

El analisis de las influencias que la duracidén de los fo
toperiodos ejercen scbre las modificadiones producidas en la
actividad enzimdtica hipotalfimica y cortical, por la adminis-
tracion de VE y la castracibén, nos llevaria de nuevo a consi-
derar los mecanismos que regulan esta actividad en las distin
tas circusntanc¢ias experimentales estudiadas. Por ellc en es-
te tercer apartadc vamos solo a comentar las modificaciones
que la luz y la oscuridad provocan en estos mecanismos regula
dores.

En los fotoperiocdos cortos HOFFMANN y CULLiN (1977) de-
mostraron_una mayor sensibilidad del hipot&dlamo a los cambios
en la concentracibén plamitica de esteroides‘gonadales,circu—
lantes, en el sentido de que pequehos cambios, aumentos o des
censos, en la concentracifn de estos esteroides circulantes,
originaban oscilaciones importantes, descersos 0 incrementos,
por retroalimentacién negativa, de la concentracidn de facto-
res liberadores hipotalamicos de hormonas gonadotropas hipo-
fisarias.

Aungque no se conoce exactamente el mecanismo mediante el
+1al el acortamiento del periodo de iluminacidn modifica la

+=ensibilidad hipotalémica a los esteroides gonadales, TUREK
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y cols, (1977) demostraron gue al menos este efecto no se de-
bfa a un cambio en la intensidad de respuesta de la hip6fisis
a los niveles de factores de liberacidén hipotalémicos.

La luz permanente, por el contrario, disminuye la sensi-
bilidad‘hipotal&mica a los cambios de concentracibn de esteroi
des gonadales (HOFFMANN y CULLIN, 1977), y provoca un fallo en
la retroalimentacidn positiva que los niveles de esteroides gg
nadaies circulantes, tienen sobre la liberacidén de LH por la
hip6fisis (MENNIN y GORSKI, 1975).

Estos cambios en la sensibilidad hipotalémica, a los ni-
veles de esteroides gonadales circulantes, no parece deber-
se a cambios en el nfimero de receptores especificos en el sis

tema nervioso central (HEFFNER, 1976).

6.1. Hemos encontrado que en el hipot&lamo la admi-
nistracidn de ¥alerianato de estradiol incrementa la activi-
dad LAP tanto en los animales controles como en los someti-
dos a oscuridad permanente, mientras gque disminuyé en los a-
nimales en LP.

El incremento de actividad LAP hipotal&mica en el ani -
mal tratado con VE y en OP puede interpretarse como debido a
una mayor sensibilidad hipotal&mica a la retroalimentacién ne
~gativa ejercida por los niveles de hormonas gonadales circu-

lantes, en los fotoperiodos cortos, como sugiere la disminu-
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cibén de factores hipotal&micos liberadores de gonadotrofinas
hipofisari&s producidos por el gran aumentc de actividad LAP
encontrado experimentalmente.

En luz permanente nos encontramos una disminucién de la
actividad LAP que confirma la menor sensibilidad del hipot&-
lamo al estradiol y pone de manifiesto la importancia de la
luz scbre los factores liberadores de gonadotrofinas, actuan-

do por una via neural directa sobre el hipot&lamo.
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CONCLUSIONES

1. En el grupo de animales controles la actividad LAP
es mayor en el hipotalamo que en la corteza. La actividad en-
zimdtica oxidativa es mayor en el hipot&lamo para ICDH Yy menor

para MDH.

2. La administracidtn de valerianato de estradiol incre-
menta en el hipot&lamo todas .las actividades enzim4ticas ex-
bPloradas ( LAP, ICDH y MDH ), mientras que las disminuye en

la corteza.

3. La castracién produce .un descenso tanto en la activi-
dad enzim&tica LAP e ICDH en el hipotilamo, como en la activi

dad enzimdtica oxidativa en la corteza ( ICDH y MIH )

4. La castracidn y administracifn de valerianato de estra

dil .no modifica significativamente las actividades enzim&ti-
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cas estudiadas ( LAP, ICDH y MDH } ni en el hipotilamo ni en

la corteza.

5. El aumento y la disminucién en la duracién del perio-
do de iluminacién,determinan un decremento significativo en
la actividad LAP en el hipotflamo de los ﬁnimales controles,
de los castrados y de los tratados con valerianato de estra-

diol. . .

6. En el hipot&lamc la actividad LAP aumenta en todas
aguellas circunstancias experimentales en las gue existe una
disminucifn en la concentracifn de factores liberadores hipo-
talémicos de hormonas gonadotropas hipofisarias, y disminuye
cuando aumenta la concentracidn de estos factores liberado-

res.

7. La correlacidn inversa, demostrada en el hipotilamo,
entre actividad LAP y concentracién de factores liberadores
gonadotropos, apoyan la hipbtesis de la participacitn de las
enzimas peptidasas en el catabolismo de los p&ptidos hipota-

- l&micos biolégicamente activos.

8. Nuestros resultados sugieren la existencia de un do-
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ble mecanismo de control de la sintesis y/o liberacifn de

los factores liberadores gonadotropos hipotal&micos.
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