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Introduccfdh

1.-EVOLUCION DEL CONCEPTO DE ESTRES

Selye en 1936 intentd sistematizar os conocimientos sobre como
el organismo responde a las demandas ambientales y a las situaciones a las que
no estd acostumbrado y que le ponen en situacién de "esfuerzo
compensatorio”. Definid entonces el "sindrome de estrés" en respuesta a una
gran diversidad de agentes nocivos que causaban la hipertrofia de la corteza
adrenal. Selye denominé estresantes a los estimulos responsables de dicha
respuesta. Posteriormente, dicho sindrome se conocié con el nombre de

"sindrome general de adaptacién” (GAS), caracterizado por las siguientes fases:

- Una reaccién de alarma
- Una etapa de adaptacién
- Por dltimo una tercera fase de agotamiento, consecuencia

inexorable de una situacién de estrés prolongada.

Ei concepto de GAS desarroliado por Selye implica una respuesta
del organismo al estrés estereotipada e inespecifica, independiente del estimulo
gstresante que lo provoca. Esta simplificacién de la respuesta, junto con el
descubrimiento de las acciones antiinflamatorias de los glucocorticoides dieron
lugar a que el GAS y las enfermedades consecuencia de éste fueran criticadas

y olvidadas durante largos afos.

Actualmente estd establecido claramente que existe una gran
variedad de estimulos estresantes, entre los que se incluyen tanto los cambios
del medio interno (lesién tisular, hipoglucemia, hemaorragia, infeccidn, etc.),
como del medio externo {frio, calor, agresién, etc.), alteraciones psicolégicas
(miedo, rabia, ansiedad, sorpresa, etc) o la combinacién de varios estimulos

(Seggie y Brown 1982; Murison e Isaksen 1982).

Larespuesta hormonal mas caracteristica ante cualquier estimulo
estresante es la activacion del eje hipotdlamo-hipdfiso-adrenal y del sistema
simpato-adrenomedular. Larespuesta inmediata al estrés se encuentra mediada

~ porel hipotdlamo v el sistema nervicso auténomo y como consecuencia de ésta
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se produce un aumento de la frecuencia y de la fuerza de contraccidn cardiacas,
una aumento del flujo sanguineo en el musculo esquelético, contraccion
espldcnica con aumento del nimero de eritrocitos circulantes, aumento de la
capacidad respitatoria y dilatacién bronquial. Todos estos cambios aseg'uran la
perfusién sanguinea de érganos vitales como el corazén vy el cerebro, asi como
al pulmdn y musculo esquelético. Si el estfmulo persiste, se ponen en marcha
otros sistemas de respuesta a mds largo plazo, entre los que destaca el
aumento de secrecién de glucocorticoides. Estos refuerzan las acciones del
sistema nervioso simpético sobre el sistema circulatorio y contribuyen a

mantener los niveles de glucosa en sangre ante una situacién de emergencia.

En las situaciones de estrés crénico, en las que es de importancia
vital la activacién adrenal, se produce una disminucién de otras funciones tales
como el crecimiento somdtico, la inmunidad y la funcién reproductora. Por
tanto, los procesos fisiolégicos que no suponen un beneficio a corto plazo se
inhiben. Cuando la intensidad o la duracidn del estimulo estresante excede
ciertos [imites, se pueden llegar a producir cambios patolégicos como

hipertensién, uUlceras gdstricas y alteraciones neurolégicas.

2.- EFECTOS DEL ESTRES SOBRE EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISO-ADRENAL.
2.1.-Respuesta del eje hipotidlamo-hipdfiso-adrenal al estrés.

La corteza adrenal libera glucocorticoides en respuesta a una
variedad de estimulos estresantes. Este e.s el dltimo paso de una cascada
neuroendacrina que comienza con la percepcidn por el sistema nervioso central
del estimulo estresante y con la activacion de la liberacién hipotaldmica de CRH
y otros secretagogos de ACTH. A su vez, éstos estimulan la sintesis de la
proopiomelanocortina (POMC) vy liberacién de ACTH por la hipdfisis anterior, a
suvez la ACTH eétin’_lula la liberacién de glucocorticoides por la adrenal {Keiler-
Wood y Dallman 1984). Son muchas las situaciones estresantes que producen
una activacién del eje suprarrenal, que se traduce en un incremento en la

expresién del mRNA de la CRH en el nicleo paraventricular, en el mRNA de la

4



Introduccicn

POMC en la hipdfisis anterior, y en un incrementc de las concentraciones
circulantes de ACTH y corticosterona {Holit y cols 1986; Shiomi y cols 1986;
Lightman y Young 1988; Harbuz y Lightman 1989). Esta activacion se
superpone a las demds regulaciones del eje, es decir, al ritmo circadiano e
inciuso ala retroalimentacién negativa ejercida por los giucocorticoides (Dallman .

y Jones 1973). A este respecto se ha observado que tanto en animales

U]

adrenalectomizados, como en aquellos tratados crénicamente con
glucocorticoides, el estrés agudo es capaz de evocar un aumento del mRNA de
la CRH (Lightman y Young 1989; Harbuz y cols 1980).

El estrés fisico, ya sea inducido por |la inhalacién de éter (Fenske
y cols 1980; Wilkinson y cols 1981}, por la inyeccién de formol (Linton y cols
1985), por la aplicacién de calor (Weindenfeild y cols 1980; Bruni y cols 1982)
o por la cirugia (Engeland y cols 1977; Fujieda y Hiroshige 1878} produce un
aumento de las concentraciones plasmadticas de glucocorticoides y ACTH.
Igualmente las situaciones de estrés emocional como la inmovilizacién (Tache
y cols 1976; Tapp v cols 1981; Gibson y Krieger 1981; Armario y Castellanos
1984; Kant y cols 1986), choques eléctricos (Wade 1984; Przelop y cols
1985), encierro (Kalin y cols 1985a) o la exposicion a una situacién
desconocida (File y Peet 1980}, tienen también como resultado un incremento

de los niveles plasmaticos de corticosterona y ACTH.

Los estimulos emocionales, como pueden ser la ansiedad
experimentada por los soldados durante la simulacién de un combate {(Rose y
Sachar 1981), o por los pacientes durante los preparativos preoperatorios
(Parker y cois 1985}, o |a ansiedad experimentada por los estudiantes durante
los examenes (Frankenhauser y cols 1978} producen también una activacién del
eje suprarrenal. Aunque el grado de ansiedad o malestar experimentado es muy
dependiente de ia propia personalidad del individuo, se ha observado una buena
correlacién entre el grado de ansiedad y el aumento de cortisol plasmatico. La
novedad y lo imprevisible de la situacion es un factor muy importante en el

grado de la respuesta.

Las ratas expuestas créonicamente a un estrés, en algunas
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ocasiones responden a la imposicién de otro estimulo estresante diferente con
un incremento mayor de los niveles plasmaticos de ACTH que aquellos
detectados durante el primer tipo de estrés. La exposicién repetida durante
cortos perfodos de tiempo al mismo estimulo estresante a menudo resulta en
un aumento de la reépuesta hihofisaria a lo largo del tiempo {Le Mevel y cols
1979; Vernikos y cols 1982). Estos resultados parecen sugerir que la respuesta
a un segundo estimulo podria estar facilitada por la exposicién previa a otro”
estimulo estresante, lo cual sugiere que el eje adrenal de estos animales estd en

pleno funcionamiento o incluso hiperactivo.

2.2.-Factores mediadores de la respuesta del eje adrenal durante el estrés.

La acti{;acién delsistema hipotéIamo-hipéi‘:iso-adrenal pareceestar
mediada fundamentalmente por la activacién de neuronas hipotaldmicas gue
contienen CRH vy va#opresina en la region del nicieo paraventricular {Makara
1985). Desde el aislamiento y caracterizacién por Vale y cols de la CRH han
sido muchos los estudios que han demostrado que este péptido es el principal
regulador fisioldgico de la liberacion de ACTH (Vale y cols 1981; Gibbs y Vale
1982; Vale vy cols 1983b, Plotsky y Vale 1984). La administracion
intraventricular de CRH induce una serie de cambios comportamentales,
viscerales y neurpendocrinos que mimetizan la reaccién del organismo ante una
situacién de estrés (Brown y cols 1982, Sutton y cols 1982; Tache y cols
1983; Vale y cols 1983a). Se ha propuesto por lo tanto, que este péﬁtido
podria jugar un papel importante como integrador en el sistema nervioso central

de la respuesta al estrés (Rivier y Vale 1985b).

La inmunonéutralizacién de la CRH bloguea la respuesta de
cortisol y ACTH a la inmovilizacién y a la hipoglucemia insulinica (Guillaume vy
cols 1992), asi como la inyeccién de formol (Linton y cols 1985) y atenua la
respuesta de ACTH al éter (Rivier y Vale 1983). Dado que el bloqueo de Ia
respuesta no es siempre compieto, estos autores sugieren que ademés de la
CRH, deben existir otros factores implicados en la hipersecreciéon de ACTH que

tiene lugar durante el estrés.
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Gillies y Lowrry (1979) reintrodujerbn la idea de que la
vasopresina era un importante factor controlador de la secrecién adrenal, e
incluso sugirieron gue la CRH era la vasopresina, cuya accién era modulada por
otros factores hipotaldmicos. Con la disponibilidad de la CRH quedé claro que
en la mayor parte de las situaciones experimentales ambas se potencian ..
{Antoni, Hoimes y Jones 1983}, pero que son dos péptidos distintos. Tanto la
CRH como la vasopresina estdn en el sistema porta hipofisario en una -
concentracién efectiva (Gibbs y Vale 1982) y la utilizacién simultanea de un
antagonista de la vasopresina y un anticuerpo anti-CRH abole la liberacion de
ACTH inducida por el estrés por éter (Rivier y Vale 1983). En la oveja, al
contrario de lo que ocurre en la rata, la CRH es menos efectiva que la
vasopresina en la estimulacion de la ACTH aunque, administradas
conjuntamente, potencia el afecto estimulante de la vasopresina (Familiari y cols
1989). A este respecto Guillaume y cols (1992) postulan que en la oveja la
imunoneutralizacién crénica de la CRH enddgena produce una reduccidn
significativa de los receptores hipofisarios de la vasopresina, lo que sugiere que
la CRH posiblemente lo que haga sea regular el numero de receptores

hipofisarios a esta hormona (Shen y cols 1280].

lgualmente se ha sugerido un papel a la oxitocina en la respuesta
del eje hipotdlamo-hip6fiso-adrenal al estrés. La oxitocina parece ser un agonista
de los receptores de vasopresina hipofisarios de la rata, pero es
aproximadamente diez veces menos efectiva que ésta (Antoni, Holmes y Jones
1983). La inmunoneutralizacion de oxitocina atenua la respuesta de ACTH al
estrés producida al manejar los animales por la cola, lo cual puede sugerir que
esta hormona juega un papel fisioldgico en el control de la secrecién de ACTH
{Gibbs 1284}, Durante el estrés por hemorragia (Plotsky, Bruhn, Vale 1985) y
por hipotermia (Gibbs 1986), los niveles plasmaticos portales de oxitocina
cambian paralelamente con los niveles plasmaéticos de ACTH (Plotsky, Bruhn y
Vale 1985b). Los niveles plasméticos de oxitocina periféricos estdn a su vez
incrementados en una gran variedad de situaciones estresantes incluyendo la
inmovilizacion (Lang y cols 1983, Gibbs 1984), la natacién (Lang vy cols 1983),
y el éter (Gibbs 1984).
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Los datos referentes al papel de las catecolaminas en la respuesta
de ACTH'y corticosterona al estrés no son del todo claros. Una gran variedad
de -situaciones estresantes causan un aumento de la actividad del sistema
nervioso simpético y ila médula adrenal. Este aumento de la actividad resuita en
una descarga de adrenalina y noradrenalina ai torrente sanguineo, junto con
cambios en la actividad de enzimas implicadaé en la sintesis de catecolaminas

y en las concentraciones de noradrenalina y adrenalina en el cerebro.

Durante el estrés se produce un incremento de las
concentraciones plasmdticas de catecolaminas. La clorisondamina, un
bloqueante ganglionar, ha sido empleada para prevenir la liberacion de
catecolaminas durante el estrés. Su administracion junto con la de anti-CRH o
la ablacién del sistema hipotdlamo-infundibular, puede suprimir la respuesta-de
ACTH y corticosterona al estrés (Rivier y Vale 1983; Bruhn y cols 1384). Sin
embargo otros autores sugieren gue en condiciones normales las catecolaminas
plasméticas endégenas no contribuyen apreciablemente a la respuesta del eje

adrenal a la inmovilizacién (Makara y cols 1986; Ariznavarreta y cols 1989}

Como principales inhibidores de la respuesta adrenal al estrés nos
encontramos con los glucocorticoides, puesto gue ejercen una retroinhibicion
negativa sobre la secrecidén de ACTH y CRH. A este respecto se ha descrito gue
la dexametasona previene el incremento de CRH en el sistema porta hipofisario
inducido por la hemorragia (Plotsky y Vale 1984). El efecto supresor de [os
glucocorticoides en la hip6fisis durante el estrés prolongado ha sido demostrado
también en experimentos en los que se practicéd una segunda laparotomia a
ratas adrenalectomizadas, al dia siguiente al primer estrés quirtirgico, y tuvieron
un aumento de los niveles plasméticos de ACTH mayor que el de los animales
con la operacién simulada (Keller-Wood y Dallman 1984). Igualmente, la
respuesta de ACTH a la inyeccién de CRH, tras la aplicacién durante varias
horas de choques eléctricos, es de mayor magnitud en animales
adrenalectomizados que en intactos (Rivier y Vale 1987). Sin embargo, la
ausencia de glucocorticoides no previene la disminucién de ACTH que tiene
lugar tras una larga exposicién a choques eléctricos (Rivier y Vaie 1984) ni la

disminucién del mRNA de la CRH en el nucleo paraventricular, ni la liberacidon
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de CRH al sistema porta hipofisario que se produce en respuesta a la artritis
crénica (Harbuz y cols 1892). Estos ultimos resultados indicarfan que la
retroinhibicion de los esteroides adrenales no es el unico factor responsable de

aste fenédmeno.

3.- INFLUENCIA DEL ESTRES SOBRE LA REPRODUCCION.

Ya Selye en 1936 propuso que el estrés, ademas de estimular el
sistema adrenocortical, inhibe la funcién reproductora. El estrés crénico causa
atrofia gonadal y reduce la actividad sexual, tanto en hembras como en
machos, en la mayor parte de las especies investigadas (Madan y Johnson
1973; Selye 1976; Eberhart y cols 1980; Sapolsky 1988).

El estrés puede afectar al eje gonadal en cualquier perfodo de la
vida. Durante la etapa fetal se ha podido observar que los fetos macho de ratas
estresadas durante la ultima semana de su gestacién, carecen del pico de
testosterona que se produce en los dias 8 y 19 postconcepcién (Ward y Weisz,
1980). Esto se traduce en que dichos animales cuando son adultos presentan
anomalfas en el comportamiento copulador y una tendencia aumentada a exhibir
un comportamiento de lordosis femenino, lo cual parece ser debido a
alteraciones en la masculinizacién del sistema nervioso (Ward 1872; Rhees y
Fleming 1981). Igualmente la exposicion prenatal de fetos hembras a
ambientes estresantes en el dia 14 de gestacién produce un alargamiento de la
etapa estro-metaestro en los animales adultos lo cual resulta en una alteracién

del ciclo estral {(Herrenkohl, Politeh 1978).

No es sorprendente que los distintos tipos de estrés puedan
interferir en el delicado y complejo balance de factores hormonales y no
hormonales que se producen durante la pubertad. En general, el estrés durante
esta etapa de la vida produce un retraso de 1a pubertad y reduccidén de la
fertilidad en el animal adulto (Paris, Ramaley 1974; Sieck y Ramaley 1975).
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En la edad adulta se ha observado que el aumento de la densidad
de pobliacién en los roedores (Christian y cols 1965; Nowell 1980) tienen un
efecto deletéreo en la funcién gonadal produciendo un descenso del peso de los
testiculos y 6rganos sexuales accesorios. En las hembras los efecto sobre el
ciclo y la atrofia ovérica son muy evidentes en todas las especies estudiadas.
Por ejemplo, es frecuente observar amenorrea secundaria en bailarinas de ballet=
expuestas a ejercicio intenso y a una gran pérdida de peso (Frisch, Wyshak y#:
Vinault 1980; Warren 1980).

La secrecién de LH se modifica tanto por el estrés agudo como
por el estrés crénico. El estrés crénico o repetido tiene un efecto inhibidor sobre
la secrecién de LH (Gray y cols 1978; Tache y cols 1978). Por el contrario, los
estudios sobre el estrés agudo en las ratas han producido una mayor diversidad
de respuestas de LH, desde un efecto inhibidor (Blake 1975), estimulador (Ajika
y cols 1972; Euker, Meites y Riegle 1975} o bifasica (Collu, Tache y Ducharme
1979; Krulich y cols 1974) e incluso ningtin cambio (Coilu, DuRuisseau y Tache
1979b; Tache, Brown y Collu 1979). Estas discrepancias parecen deberse al
hecho de haber utilizado animales intactos en unos casos y en otros
gonadectomizados, vya que' la castracién bloguea el efécto estimulante del

estrés agudo sobre la secrecién de LH (L6pez-Calderén y cols 1992},

Los efectos del estrés sobre la secrecién de FSH son menos
marcados. Durante el estrés agudo algunos autores han observado elevaciones
de los niveles plasmédticos dé FSH, si bien menores que las elevaciones de los
niveles plasméticos de LH (Krulich y cols 1974), ademds de producirse més
lentamente. Asimismo durante el estrés crénico, la respuesta de FSH es menos
notable que la de LH, aunque también se ha observado un descenso de los
niveles de dicha hormona en ratas inmovilizadas intermitentemente durante
cuatro dias (Lopez-Calderén y cois 1987) o tras dos dias de ayuno (Howland y
cols 1974).

Al igual que ocurre con las gonadotropinas, la testosterona tiene
una respuesta bifdsica al estrés. Tras varias formas de estrés agudo se produce

un aumento de los niveles de esta hormona {Coe y cols 1978; Armario y

10
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Castellanos 1984), mientras que se produce una disminucién marcada de sus
niveles como consecuencia de alguna formas de estrés crénico, fisico como la
cirugia {Gray y cols 1978), la inanicién (Dyer y cols 1985), o el estrés
emocional {Tache y cols 1980). Esta respuesta bifdsica podria correlacionarse
con las distintas fases del GAS descrito por Selye. El aumento de testosterona -~
se produciria durante la reaccién de alarma y seria el responsable de un -
aumento de la agresividad que se produce ante lo desconocido. La fase de =
adaptacién llevaria consigo una disminucién de los niveles de esta hormona,
para posteriormente producirse una etapa de agotamiento consecuencia de la
prolongacién excesiva del periodo de estrés. En relacién con el papel de la
testosterona en la agresividad Rose, Bernstein y Gordon en 1975 observaron
que existe diferencia en la respuesta de esta hormona en los babuinos salvajes.
Los machos dominantes muestran un aumento en los niveles de testosterona
ante situaciones estresantes y los subordinados en cambio una reduccidn de los

niveles de la misma.

El aumento de la secrecion de testosterona durante el estrés
agudo estd precedido por un aumento de la secrecién hipofisaria de LH y un
descenso del contenido hipotaldmico de LHRH, existiendo una correlacién
tnversa entre los niveles plasmaticos de LH y el contenido hipotaldmico de LHRH
(Lépez-Caiderén y cols 1990). EI estrés crénico inhibe la secrecién de
testosterona, descenso que se acompana de una disminucién de la secrecién
de LH (Gray y cols 1978). El descenso de la secreciéon hipofisaria de
gonadotropinas durante el estrés crénico no parece deberse a una aiteracion a
nivel hipofisario, puesto que los animales estresados crénicamente responden
igual o incluso mas que los controles a la estimulacién con LHRH exdgena
(Collu, Tache y Ducharme 1979; Tache y cols 1980; Lépez-Calderén y cols
1990). Todos estos datos nos indican que la alteracion de la funcién gonadal
inducida por el estrés es secundaria a modificaciones en la secrecién
hipotaldmica de LHRH.

¢ Qué factoresestanimplicados endichas modificaciones?. Puesto
que la respuesta de gonadotropinas y de testosterona al estrés es bifésica,

. parece |6gico pensar que durante la primera etapa de aumento intervengan una
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serie de factores nerviosos y endocrinos que pasan a ser relevados por otros
inhibidores, cuando la situacién de estrés se prolonga- y se inhibe la funcién

gonadal.

Vamos a analizar también la respuesta de prolactina al estrés por -

tratarse de una hormona muy relacionada con la funcién reproductora. Tanto

el estrés de tipo fisico como psicoldgico es capaz de influir en la secrecién de »

prolactina en el ser humano (Cohen y cols 1980; Shangold y cols 1281; Arnetz
y cols 1984} y en otros animales de experimentacién (Neill 1970; Seggie y
Brown 1975; Matt y cols 1984). '

Al igual que ocurre con las gonadotropinas la respuesta al estrés
de esta hormona es bifdsica, aumenta durante los primeros minutos de estrés,
para disminuir significativamente cuando dicha situacién se prolonga {Reigle y
Meites 1976; Kawakami, Higuchi y Matsuura 1879; Lépez-Calderén y cols
1989).

3.1- Estrés agudo.

Dentro de los factores implicados en el aumente de la secrecién
de gonadotropinas durante estrés agudo se han sugerido las catecolaminas
centrales. No solo las catecolaminas liberadas al torrrente sanguineoc se
modifican en respuesta al estrés, si no que también se alteran las centraies. Los
terminaies noradrenérgicos estan ampliamente distribuidos en muchas zonas del
cerebro incluyendo “el cértex cerebral y el sistema limbico. Proceden de
agrupamientos de neuronas situados en el tallo cerebral y proyectan sus axones
al prosencéfalo, asi como a las fibras caudales de la médula espinal (Everitt,
Herbert y Keverne 1983). Se sabe que el estrés incrementa la actividad
intracerebral del sistema noradrenérgico (Weiss y cols 1979; Plotsky,
Cunningham vy Widmaier 1989). Las catecolaminas centrales parecen
incrementar también la respuesta agresiva ante el enfrentamiento con otro

‘sujeto (Wislow y Miczek 1983).
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Laansiedad y |la depresién estdn asociadas con una hiperactividad
del sistema noradrenérgico central (Charney y Redmond 1983). La yohimbina,
droga que incrementa la actividad adrenérgica central induce ansiedad en el
hombre {Charney, Heninger y Redmond 1983). La activacion experimental del
locus coeruleus, grupo de neuronas noradrenérgicas que inervan la corteza, -~
pueden reproducir muchos de los signos comportamentales y sométicos de
ansiedad. Una de las consecuencias de la amplia distribucién de la noradrenalina ™
en el cerebro es que puede afectar la actividad de muchas estructuras
cerebrales, incluido el hipotdlamo, modificando asf la secrecién de la hipdfisis
{Lightman y Everitt 1986).

Diversos tipos de estrés producen una activacién del sistema
noradrenérgico central. Tal es el caso de la inmovilizacién (Corrodi, Fuxe y
Hokfelt 1968; Kvetnansky v cols 1977; Saavedra, Kvetnansky y Kopin 19279;
Tanaka y cols 1981), los choque eléctricos (Bliss, Ailion y Zwanzinger 1968;
Korf, Aghajanian y Roth 1973}, la inhalacién de éter {Hedge, Van Ree y
Versteeg 1976; Johnston, Spinedi y Negro-Vilar 1985; Mermet y Ganon 1988)
y la hipogilucemia insulinica (Sauter y cols 1983; Smythe y cols 1984). Hay que
tener en cuenta que el hipotdlamo contiene una concentraciéon alta de
norepinefrina y dopamina (Palkovits y cols 1974). Las neuronas dopaminérgicas
se localizan en el hipotdlamo mediobasal, en el nacleo arcuato y en el niacteo
paraventricular inervando la eminencia media y otros nucleos hipotaldmicos
{(Fuxe 1965, Jonsson y cols 1972; Bjorklund y Nobin 1973).

Las catecolaminas se encuentran en el tallo cerebral en las
neuronas gque se proyectan rostralmente a fivel hipotaldmico, en las aferencias
terminales del nuicleo paraventricular, arcuato e hipotdlamo posterolateral
{(Mancia 1985). Debido a esta amplia distribucién parece l6gico pensar que no
todas las neuronas catecolaminérgicas se activen en respuesta al estrés si no
s6lo algunas de estas estructuras. En este sentido Palkovits y cols en 1975 ya
describieron para tres procedimientos distintos de estrés (inmovilizacién,
exposicién al frio e inyeccién de formalina) la reduccién en el contenido
hipotaldmico de noradrenalina y dopamina, reflejo de un aumento de su

liberacién, en el nucleo arcuato pero no en otros nucleos hipotalamicos, en la
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corteza cerebral, en el nicleo caudal o en la substancia nigra. Al igual que se
produce una activacion sélo de algunas estructuras, esta activacién es

secuencial en el tiempo (Tanaka y cols 1982, Lachuer y cols 1991).

Algunos autores (Stone y McCarty 1983, Glavin 1985) han «.

observado que el estrés crénico produce un incremento compensador en la

sintesis de noradrenalina también en algunas zonas del cerebro. Este incremento ;.-

en los niveles de este neurotrasmisor puede ser un proceso adaptativo
encaminado a prevenir la deplecciéon de este neurctrasmisor como resultado de

su alta utilizacién tras la exposicién a estimulos estresantes.

Las primeras observaciones que indicaban que las catecolaminas
podian modificar la secrecién de gonadotropinas fueron publicadas por Sawyer
y cols en 1952. Desde entonces, numerosos estudios han confirmado este
hecho en roedores {(Ramirez, Feder y Sawyer 1984; Kaira 1985) y en primates

(Bhattacharya y cols 1972; Kaufman y cols 1985).

La inyeccién de noradrenalina en el tercer ventriculo en ratas
ovariectomizadas tratadas con estrégenos y progesterona incrementa la
secrecién de LH de una forma dosis-dependiente (Krieg y Sawyer 1976; Vijayan
y McCann 1978). La manipulacion de forma aguda de los receptores
adrenérgicos en el drea predptica influye en la actividad de las neuronas
LHRHérgicas que controlan las concentraciones plasmaticas de LH (Jarry y cols
1990; Leipheimer y Gallo 1985). También en los machos la noradrenalina
parece jugar un papel estimulador. La inhibicién de la dopamina RB-hidroxilasa
bioquea el incremento de LH que se producé tras la castracién en ratas adultas

(Ojeda y McCann 1973) y en ratas inmaduras (Cocchi y cols 1974).

Existen menos estudios sobre el papel de la noradrenalina en la
regulacién de la LH en los primates. La administracién sistémica de clonidina,
agonista g-adrenérgico, no parece tener ningun efecto sobre la secrecién de LH
en humanos (Lal y cols 1975). Por otro lado, el aisiamiento quirdrgico del
hipotdlamo mediobasal en monos no bloquea: la liberacién episédica de LH

(Knobil 1974), si este procedimiento en monos interrumpe los axones de la

14



L

Introduccion

mayoria de las neuronas noradrenérgicas al igual que produce en la rata, estos
resultados indican que no es necesaria la presencia noradrenérgica para inducir
la liberacién episédica de LH. La regulacion de la secrecién de LH por tanto,
parece ser diferente en primates, donde existen pocas evidencias de que la

noradrenalina juegue un papel en el pico preovulatorio de LH.

Mientras que la inervacion adrenérgica parece ser estimuladora-
de la liberacién de LH y presumiblemente de LHRH, el papel de la dopamina en
el control de la secrecion de LH estd menos ciaro. Algunos agonistas
dopaminérgicos se han descrito tanto como inhibidores de la liberacién de LH
(Judd, Rigg y Yen 1979; Kletzky y Shangold 1986} como estimuladores
{Vijayan y McCann 1978; Kaufman y cols 1885).

3.2.- Estrés crdnico.

La hipétesis de una interaccién entre el eje hipotdlamo-hipéfiso-
adrenal y el gonadal surgié para expiicar la relacién antagdnica existente entre
la hiperfuncidn adrenal y la capacidad reproductora. Ya Selye en 1946, sugirié
que las ratas estresadas crénicamente presentaban una activacién de la
secrecidn de la corteza adrenal consecuencia de un aumento de la secrecién
hipofisaria de ACTH, a expensas de la disminucién de otras hormonas, entre

ellas las gonadotropinas.

En los animales estresados cronicamente se observa una
correlacién positiva entre la hipertrofia adrenal y el grado de afectacion
testicular. Ademads, la administracién crénica de ACTH tiene efectos similares
al estrés crénico sobre el testiculo (Christian, Lloyd y Davis 1965). E
hipercortisolismo va acompafiado de una disfuncion reproductora en humanos,
y se ha observado una disminucién de la respuesta a la LHRH exdgena en
mujeres aquejadas de la enfermedad de Cushing (Boccuzzi y cols 1975) y en
mujeres tratadas clinicamente con glucocorticoides (Sakakura, Tekebe y
Nakagawa 19785).

El mecanismo concreto por el que esta hiperactividad del eje
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hipotélamo-hipéfiso-adrenal inhibe el proceso reproductor ha sidp motivo de
muchqs estudios. Se plantean varias posibilidades para explicar este hecho: que
los glucocorticoides inhiban la secrecién de gonadotropinas, que lo haga la
ACTH o bien que otras hormonas liberadas durante el estrés, CRH o los

opioides endégenos inhiban a nivel central la secrécién de LHRH.

3.2.1. Efecto de la ACTH vy los glucocorticoides sobre la funcién
gonadal,

La administracién crénica de ACTH produce un descenso de la
testosterona plasmatica (Beitins y cols 1973; Johnson, Weish y Juniewicz
1982; Mann y cols 1987), efecto que requiere la presencia de la adrenal
intacta, lo que indica que la accidn inhibidora de la ACTH‘ en los animales
intactos no se debe a la ACTH per se, sino que estd mediada por algun
esteroide adrenal (Weber y cols 1983; Vreeburg y cols ‘1.984; Mann vy cols
1887). Ademads, en estudios /n vitro se ha visto que la ACTH no modifica la

sedrecidn de testosterona en cuitivos de células de Leydig (Aznar y cols 1978).

Los glucocorticoides disminuyen tanto la secrecién basai de
testosterona, como la respuesta de esta hormeona a la estimulacién con hCG
exdégena (Bambino y Hsueh 1981). La accidn inhibidora de los glucocorticoides
sobre la secrecién de testosterona se ha podido comprobar también in vitro
(Welsh, Bambino y Hsueh 1982; Hales y Payne 1989), lo que confirma su
accién a nivel testicular. En el testiculo los glucocorticoides actian sobre
receptores especificos en la célula de Leydig lWelsh, Bambino y Hsueh 1982).
Los glucocorticoides parecen inhibir la sintesis de testosterona actuando tanto
a nivel anterior como posterior a la generacién de AMP-c, haciendo a las células
de Leydig refréc;arias a la estimulacién de las gonadotropinas y bloqueando la

estereidogénesis (Charpenet y cols 1982, Hales y Payne 1989).

Los datos existentes en la literatura acerca de las acciones de los
glucocorticoides sobre la secrecién de gonadotropinas no son del todo
concluyentes, pues se han descrito desde acciones inhibidoras hasta claramente

estimulantes (Ringstron y Schwartz 1985; Suter y Orosz 1989), Ademds
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algunos autores no han encontrado ninguna modificacién de la secrecién basal
de LH, ni en la respuesta a LHRH, tanto tras la administracién de
glucocorticoides como en pacientes afectos de sindrome de Cushing (Charro y
cols 1979). En contrapartida a estos resultados varios autores han observado
que los glucocorticoides disminuyen la respuesta de LH a la LHRH en machos =
de varias especies (Chantaraprateep y Thibier 1979; Maliak y Thibier 1982). Sin
embargo también se ha visto que la administracién aguda de cortiso! puede
aumentar la respuesta de LH a {a LHRH en {Liptrap y Raeside 1983]. El cortisol
incrementa la liberacion de LH y FSH en incubaciones de hipéfisis (Suter y
Orosz 1989) vy los glucocorticoides parecen estimular también la secrecién de

FSH in vivo (Lépez-Calderdn y Tresguerres 1982).

Aunque la administracién exégena de glucocorticoides no tenga
una accién muy clara sobre la secrecidn _basal de LH en el macho adulto, cabria
la posibilidad de que el aumento de glucocorticoides endégenos de manera
crénica si fuera capaz de ejercer un efecto inhibidor sobre la secrecidn
hipofisaria de gonadotropinas. Sin embargo, la supresion de los niveles
endégenos de glucocorticoides mediante adrenalectomia (Gray y cois 1978,
Tache y cols 1880) o quimicamente mediante la administraciéon de metopirona,
no sélo no bloquea el efecto inhibidor del estrés sobre la secrecién de LH y FSH
sino que parece potenciar dicho efecto (Lopez-Calderén y cols 1987). Tampoco
en primates la metopirona modifica el descenso de LH producido por el estrés

psicolégico {Sapolsky y Krey 1988).

Otra posibilidad seria que los glucocorticoides actuardn a nivel
suprahipofisario, ya que los implantes -de dexametasona a nivel del area
predptica medial son tan eficaces como las inyecciones sistémicas de dicha
droga para bloquear la ovulacién en ratas {Hagino, Watanabe y Goldzieher
1969). Los implantes de cortisof en el hipotdlamo-medio basal en ratas
inmaduras retrasa la maduracién sexual e impide la ovulacién (Smith y cols
1971).

En cuanto al papel de la gidndula adrenal sobre [a inhibicién de ia

. secrecién de PRL se ha observado que la adrenalectomia bloquea totalmente el
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efecto inhibidor del estrés crénico sobre ia secrecién de PRL, siendo este efecto
dependiente de la corteza adrenal, puesto que la eliminacidén selectiva de la
médula adrenal no bloquea el efecto del estrés crénico (L6pez-Calderén y cols
1989). Ademds el tratamiento de ratas adrenalectomizadas con dexametasona
revierte e} efecto del estrés crénico sobre la secrecién de PRL (L6pez-Calderén
y cols 1989). Los glucocorticoides inhiben |la secrecién basal de PRL tanto in
vivo comao in vitro (Leung y cols 1980. L6pez-Calderdn, Esquifino, y Tresguerres
1984). Este efecto parece ser debido a que los glucocorticoides, actuando a
nivel de receptores especificos en las células lactotropas, inhiben la expresion

del gen que codifica para la PRL {Sakai y cols 1988).

El hecho de que la adrenalectomia y la metopirona potencien el
efecto inhibidor del estrés, nos lleva a pensar que la disminucién de
gonadotropinas durante &l estrés crénico se debe a factores hipotaldmicos o
hipofisarios implicados en el control del eje adrenal. En este sentido la
administracién de dexametasona, revierte totaimente el efecto inhibidor del
estrés crdnico sobre la secrecion hipofisaria de LH y FSH (Lépez-Calderdén y cols
1992}, lo cual indica que el efecto inhibidor del estrés sobre la secrecién de
gonadotropinas reside en un componente del eje adrenal superior, y puesto que
como hemos mencionado no se trata de la ACTH, estudiaremos en mds detaile

el pape! de la CRH hipotaidmica y ia B-endorfina.

3.2.2.Accién de ta CRH sobre el eje gonadal.

E! tratamiento crénico, por via subcutdnea, con CRH, ala vez que
estimula la produccién de ACTH y corticosterona, inhibe la secrecién de LH,
efecto que se bloquea por la adrenalectomia (Rivier y Vale 1985a). Sin embargo
la CRH puede tener intrinsecamente una accién inhibidora de la secrecién de
gonadotropinas, independientemente de su efecto estimulante sobre el eje
adrenal. La administracién intracerebroventricular de dicho péptido inhibe la
secrecion de LH (Rivier y Vaie 1984; Ono y cols 1984; McCann 1986}, bioquea
la ovulacién y altera el embarazo, efectos que no se inhiben por la

.adrenalectomia (Rivier y Vale 1984).
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El testiculo de varias especies animales sintetiza CRH (Thompson,
Seasholtz y Herbert 1987) y algunos autores han observado que ejerce en él un
papel antirreproductor, actuando de un modo aﬁtocrino (Ulisse, Fabbri y Dufau
1989; Fabbri, Tinajero y Dufau 1990; Ulisse y cols 1990). Es poco probable que
sea éste el mecanismo mediante el cual se inhiba la funcién gonadal durante elu.
estrés sino que posiblemente se trate de un mecanismo de control autocrino de .

la funcion testicular. -

Se ha sugerido que la CRH podria inhibir la secrecion de LH
actuando directamente a nivel hipofisario, puesto que la CRH es capaz de
reducir la liberacién basal de LH en cultivos de células hipofisarias (Blank y cols
1986). Sin embargo, todos los demds datos existentes en la literatura indican
que la CRH actuia a nivel hipotaldmico disminuyendo [a liberacién de LHRH. La
microinyeccién de CRH en la sustancia central gris del mesencéfalo inhibe el
comportamiento de lordosis mediado por la LHRH (Sirinathsinghji y cols 1983;
Sirinathsinghji 1985}, y la inyeccidén de CRH en el tercer ventriculo produce una
marcada reduccién en la concentracién de LHRH en |la sangre portal (Petraglia
y cols 1987).

La CRH podria actuar a nivel hipotaldmico, inhibiendo la iiberacion
de LHRH desde las terminales axdnicas de la eminencia media, puesto que en
esta regién no soélo hay una concentracién alta de CRH, sino existen también
receptores para ella (Swanson y cols 1983; De Souza y cols 1984). Esta
hipétesis ha sido confirmada utilizando fragmentos de eminencia media, en los
que se observé que la CRH inhibe tanto la liberacién basal de LHRH como su
respuesta al potasio, efecto que se revierte por un antagonista de la CRH

{Gambacciani y cols 1986, Yen y Rasmussen 1986).

El hecho de que la CRH inhiba {a accién estimulante del potasio
y de que Ia CRH actue principalmente como excitador de la actividad neuronal
en el cerebro (Siggins y cols 1985}, ha llevado a postular a Almeida, Nikolarakis
y Herz {1988}, que el efecto de la CRH sobre 1a LHRH estd mediado via otros

neurotrasmisores inhibidores.
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"En el hipotdlamo perifundido, la CRH estimula ia liberacion de B-
endorfina y dinorfina mientras que disminuye la de LHRH (Nikolarakis y cols
1986a y 1986b) y la administracién de un antagonista de la CRH tiene el efecto
contrario, aumenta la secrecién de LHRH mientras que disminuye la de B-
endorfina, dinorfina y met-encefalina hipotaldmicas, tanto in vivo como /n vitro-
{Nikolarakis y cols 1988). lguaimente se ha descrito que ciertos agonista
opidceos pueden bloquear el efecto inhibidor de la CRH sobre la secrecion de

LH {(Barbarino y cols 1989, Petraglia y cols 1987, Olster y Ferin 1987).

3.2.3. Acciones de los opioides endégenos sobre el eje reproductor.

Las endorfinas ({B-endorfina, a-endorfina y las encefalinas) son
fragmentos de la B-lipotropina (Lehmann, Vascivan Nair, Kline 1978, Adler
1980). Esta hormona polipeptidica hipofisaria forma parte a su vez de la POMC
que contiene también en su secuencia ia ACTH (Mains, Eipper, Ling 1977). La
R-endorfina y la ACTH estdn en los mismos granulos secretores en el Iébulo
anterior, en el I6bulo intermedio, siendo la B-endorfina liberada en este I6bulo
es acetilada (Smyth y Zacarian [980; Seizinger y Holt 1980; Weber, Evans y
Barchas 1981) y en el cerebro (Civelli, Birnberg y Herbert 1982; Gee y cols
1983). Ambos polipéptidos se liberan simultdneamente desde la hipéfisis y
aumentan sus concentraciones plasmaticas en respuesta a varios tipos de
estrés (Guillemin y cols 1977; Baizman y cols 1979). Las encefalinas se liberan
también en el cerebro en respuesta al estrés (Maden y cols 1977). Las
endorfinas ejercen potentes efectos en el sistema nervioso central y parecen
jtigar un papel importante en la regulacién de muttitud de procesos, incluyendo
la percepcién del dolor y la analgesia, el control hipofisario de la funcién
reproductora, las reacciones afectivas a diferentes agentes estresantes como
los choques eléctricos, inmovilizacion, ruido, frio, dafio fisico, aislamiento y
agresién (Amir, Brown y Amit 1980; DeWied y Jolles 1982; McQueen 1983;
Gindoff y Ferin 1987a).

En cuanto a los niveles plasméticos de R-endorfina durante el

estrés crénico, parecen estar aumentados durante distintas situaciones de
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estrés prolongado. La inmovilizacién durante 4 dias produce un aumento de las
concentraciones séricas de B-endorfina {Lépez-Calderén, Ariznavarreta y Chen
1991). Otros autores han descrito igualmente que la aplicacion crénica,
intermitente de chogues eléctricos provoca una gran elevacién de las formas

acetiladas y no acetiladas de R-endorfina (Akil, Shiomi y Matthews 1985)...

En io que se refiere a la respuesta de B-endorfina hipofisaria al
estrés crénico hay que distinguir entre el I16bulo anterior y el neurointermedio.
El estrés crénico inducido por natacién durante 30 minutos 14 dias produce un
aumento en los niveles de BR-endorfina acetilada (Young 1990). Igualmente, Akil,
Shiomi y Matthews {1985) utilizando choques eléctricos como agente
estresante observan un incremento de la secrecién de 3-endorfina por el I6bulo
neurcintermedio. Otros tipos de estrés, por ejemplo, el ayuno y la anorexia
inducida por la administracién crénica de fenfluramina, evocan cambios
similares a los producidos por los choques eléctricos (Majeed y cols 1986;
Przewlocki y cols 1983). Curiosamente, los niveles del mRNA de [a POMC
aumentan ligeramente en el I6bulo anterior y no en el neurcintermedio tras
repetidas sesiones de choques eléctricos (Hbllt y cols 1986; Shiomi y Akil
1982}, lo cual indica que existe una activacién selectiva de la sintesis de la

POMC en el |6bulo anterior.

Con algunas excepciones (Piva y cols 1987), la mayor parte de
los estudios realizados indican que el sistema opioide inhibe la secrecién
hipofisaria de gonadotropinas. La morfina disminuye la secrecién de LH,
mientras que la administracién de naloxona u otros antagonistas opidceos
provoca un aumento de la LH plasmatico (Bruni y cols 1977; Cicero y cols
1979; Limonta y cols 1985). Esto explica las alteraciones en la funcién’
testicular observadas en los drogadictos (Fraioli v cols 1982). El efecto
estimulante de los antagonistas opidceos sobre la secrecién de LH se debe a un
aumento tanto de la frecuencia como de la amplitud de los pplsos de LH

(Ropert, Quigley y Yen 1981; Ellingboe y cols 1982).

La secrecién de LH se hallaria sometida a un control ténico

_inhibidor por parte de los opioides enddgenos {Van Vugt y cols 1982). Dichos
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péptidos-participan, ademds, como mediadores en la retroalimentacién negativa
de los esteroides gonadales sobre la secrecién de gonadotropinas (Sylvester,
Aylsworth y Meites 1981; Bhanot y Wilkinson 1983a y b; Bicknell 1985). .

La accién de los opioides endégenos sobre la secrecién. de
gonadotropinas tiene lugar a nivel hipotaldmico, puesto que ni la morfina ni la
naloxona alteran la respuesta hipofisaria de la LH a la LHRH (Fraioli y cols 1982;
Franz y cols 1982}, mientras que si se ha observado una disminucién de la
concentracién de LHRH en sangre portal al administrar dosis altas de morfina
0 B-endorfina (Ching 1982; Adler y Crowley 1984; Kalra y cols 1987). Por otra
parte, los antagonistas de la LHRH bloquean el efecto estimuiante de la

naloxona sobre la secrecién de LH (Blank y Roberts 1982; Cicero y cols 1985).

Dentro de los distintos péptidos opioides que ejercen estas
influencias en las neuronas de LHRH parece ser que la B-endorfina del nucleo
arcuato es la més implicada. Asi, la microinyeccién dentro del nicleo arcuato
de antisueros anti B-endorfina aumenta los niveles plasmaticos de LH en ratas
hembras, mientras que antisueros anti-metil-encefalinas, no producen dicho

aumento (Schulz y cols 1981).

Norman y Smith {1992) sugieren que la inhibicién de la liberacién
de LH y testosterona que se produce tras someter a inmovilizacién a macacos
adultos estd mediada por opioides, puesto que la naloxona bloquea parcialmente

el efecto del estrés.
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Objetivos

La respuesta de gonadotropinas al estrés es bifasica. El estrés
agudo provoca un aumento de la secrecién de gonadotropinas y profactina,
mientras que el estrés prolongado crénico provoca un descenso de los niveles
plasmaticos de dichas hormonas. Parece |dgico pensar que esta respuesta
hormonal ante la diferente intensidad del estrés esté mediada por distintos

mecanismos.

Actualmente estd bhien establecida la relacidon antagonica que
existe entre et eje hipotdlamo-hipdfisc-adrenal y el gonadal. Trabajos previos de
nuestro grupo apoyan la hipdtesis de que la disminucidn de gonadotropinas que
se produce durante el estrés cronico puede deberse a Ia activacidon de factores
hipotalamicos-hipofisarios implicados en la regulacién del eje adrenal. Tanto la
CRH como los opidceos inhiben la secrecidn de gonadotropinas. Sin embargo,
no estd claro si el efecto inhibidor de la CRH sobre la LHRH es el responsable
de los cambios en la funcién reproductora que se producen durantg el estrés y

si dicho efecto estd mediado por la activacién de una via opidcea.

Por otro lado, se ha observado que durante el estrés agudo se
produce un aumento en el turnover de catecolaminas centrales que podria ser
el responsable del aumento de la secrecidn de gonadotropinas que tiene lugar

durante el estrés.

Para intentar clarificar estos puntos se han planteado los

siguientes objetivos:

1) Evaluar el papel de las catecolaminas en la respuesta de las

gonadotropinas al estrés agudo.

2} Analizar la posible implicacién de la CRH y/o los opidceos
centrales en los efectos inhibidores del estrés crénico sobre la
funcién gonadotropa, paralo cual llevaremos a cabo experimentos

tanto /n vivo e in vitro.
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Material y Métodos

1.- ANIMALES

1.7} Condiciones generales.

Se utilizan ratas macho de raza Wistar de 300-400 g de peso,
suministradas por Panlab. L.os animales se mantienen en jaulas de metacriiato
de 42 x 23 x 14 cm, en ndmero de cuatro por jaula, en el animalario del
departamento de Fisiologia. La luz del ratario es artificial, mediante [dmparas
fluorescentes, con control automatico de ciclos de 12 horas de luz (7:30 -
19:30) v 12 de oscuridad. La ventilacion se realiza mediante extraccion
continua y la temperatura se mantiene constante entre 20-22°C. La bebida y
comida (piensos compuestos suministrados par Panlab, Barcelona) se

administran "ad libitum™.

En el experimento en que se administra
intracerebroventricularmente anticuerpo de CRH se utilizan ratas macho adultas
de raza Sprague-Dawley del mismo peso que las anteriores suministradas, por
Zivic-Miller. Dichas ratas se adquieren canuladas en el tercer ventriculo y en la
yugular y se mantienen 10 dias en nuestro estabulario antes de su utilizacidn.
Con el fin de confirmar la correcta colocacidon de la cdnuia
intracerebroventricular los animales son sometidos a un "test de ingesta de
agua” que consiste en inyectar a través de la canula 50 ng de angiotensina |l
en Sul de liquido cefalorraquideo artificiat. Se descartan aquellos animales que
no beben agua en un periodo de 10 minutos desde la inyeccion, tan soio 2
animales de ios 57 suministrados tuvieron que ser descartados. Para mantener
el buen estado y el funcionamiento de la canula de la yugular inyectamos a
través de la misma una solucidn heparinizada de polivinilpirrolidona facilitada por

Zivic-Miller.

1.2.Procedimiento de estrés.

-Estrés cranico: Utilizamos la inmovilizacidn crénica intermitente. Los
animales se introducen en mallas metélicas cilindricas, con una elasticidad que

- permite adaptarlas al tamario del animal, mediante unas pinzas. Se les inmoviliza
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seis horas diarias {desde las 10 hasta las 16 horas) durante cuatro dias

consecutivos.

Los animales no estresados (grupo control) permanecen
libremente en sus jaulas y se les priva de agua y comida durante las horas
correspondientes al periodo de inmovilizacién. De este modo, se pretende
eliminar cualquier efecto resuitado de la incapacidad de los animales estresados

para comer y beber.

Tras el ultimo periodo de inmovilizacidn, se decapitan todos los
animales en una habitacién contigua, mediante el uso de una guillotina. El
tiempo transcurrido entre el momento de coger al animal y la decapitacion es

inferior a 30 segundos.

-Estrés agudo: Ei procedimiento de estrés es el descrito
anteriormente saivo la duracién del mismo. Los animaies se estresan un dia

durante un periodo de 30 minutos (a partir de las 10 de la manana).

-Plasma: Tras decapitar a logs animales, se recoge la sangre
troncular en tubos de polipropileno heparinizados, enfriades con hielo. Se
centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se decanta el sobrenadante

y se mantiene congelado a -18° C hasta el momento del andlisis.

-Hipotdlamo medio-basal: Tras abrir el crdneo, se extrae el cerebro
en blogue. La diseccién del hipotalamo se realiza atendiendo a los siguientes
limites: limite anterior; borde posterior del quiasma éptico, limite posterior;
borde anterior de los tubérculos mamilares, limites laterales; surcos

hipotaldmicos laterales. Con una profundidad de aproximadamente 2 mm.

El tejido se congela en 1 ml de HCI 0,1 N con nieve carbénica vy

_se conserva hasta su posterior analisis a -18°C 0 -80°C para la cuantificacion
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de LHRH o catecolaminas.

2.- SOLUCIONES Y DROGAS

En las perifusiones se utiliza como medio de perifusidon Krebs
Ringer bicarbonato (KRB) con la siguiente composicion:

-NaCi 118mM

-KCl 4,72 mM

-CaCl, - 2 H,0 2,5 mM

-Mg,S$0, - 7H,0 1,18 mM

-KPO,H, 1,18 mM

-NaHCO, 24 mM

Cuando se quiere aumentar la concentracion de potasio en el
medio se disminuye la proporcién de NaCla 68 mM, aumentdndose la de

KCla 54,7 mM.

En los experimentos en los que se elimina el caicio, el CaCl, se
sustituyo por MgCl, 2,5 mM. El EDTA 1 mM (Sigma) se disuelve directamente

en el medio.

-La CRH de las perifusiones {Peninsula o Bachem) se prepara a
una concentracién de 10 M, disuelto en CIH 0,1 N, con objeto de no preparario
diariamente. El dia de la perifusion se diluye en KRB hasta alcanzar la

concentracién 107 M deseada.

-La naloxona ({Sigma) se disuelve cada dia, directamente en el
medio de perifusiéon. La naltrexona se disuelve en solucién salina en los

experimentos en que se inyecta de forma subcutdnea.

-La morfina se disuelve también en solucion salina antes de su

administracion.

-La g-m-p-tiroxina {a-m-p-tyr) y el dietilditiocarbamato (DDC),
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ambos proporcionados por Sigma, se disuelven en solucién salina antes de la

inyeccion.

-La yohimbina, el prazosin, v el propranoiol {Sigma) también se
disuelven diariamente en solucién salina antes de su administracién.

-El anticuerpo anti-CRH fue obtenido en nuestro laboratorio por
tos Dres. Ariznavarreta y Tresguerres mediante la inoculacidén de conejos con
la CRH unida a hemocianina, utilizando e! método de la carbodiimida. Dicho
anticuerpo presenta una reaccion cruzada del 0,2% con la galanina e inferior al

0.2% con la calcitonina, la urotensina, la GH, la somatostatina y la sauvagina.

3.- METODOS ANALITICOS

3.1)Cuantificacién de hormonas polipeptidicas por radioinmunoandlisis (RIA) en

suero o en tejido hipotalamico.
3.1.1.Fundamento tedrico.

Se basa en una reacciéon competitiva entre 1a hormona presente en la
muestra (hormona fria) y una cantidad constante de esa misma hormona
marcada con "*°I (hormona radiactiva), para unirse a un anticuerpo especifico

a ella.

La afinidad por el anticuerpo que se afiade en una cantidad
constante a todaos los tubos, de ambas hormonas es [a misma por lo gue la
cantidad de hormona radiactiva que se pueda ligar al anticuerpo dependera de
la hormona sin marcar presente en la muestra. Es decir, a mayor concentracion
de hormona sin marcar mencr oportunidad tendrd la hormona radiactiva de

unirse con el anticuerpo.

Se utiliza una curva patron para calcular las concentraciones de
la hormona en {as muestras problema. En esta curva se representan cantidades

conocidas de hormona sin marcar frente a la hormona radiactiva unida al

30



Material y Métodas

anticuerpo.

Cada punto de la curva se valora por tetraplicado como minimo.

La unidn se calcula mediante la siguiente férmula:

B-N 100

[+]

Donde B, representa la hormona radiactiva ligada por el
anticuerpo en ausencia de hormona sin marcar y N representa la unidn
inespecifica como consecuencia de uniones con la pared dei tubo en el que se
realiza el andlisis, como es l16gico estos tubos no llevan ni anticuerpo ni hormona

fria.

Para representar la curva patréon utilizamos un papel
semilogaritmico de 4 perfodos con el eje de ordenadas en divisiones lineales y
el de abcisas en logaritmicas. En el primero representamos el porcentaje de
union y en el segundo la cantidad de hormona sin marcar anadida a cada punto.
Uniendo todos los puntos obtenemos un trazo sinusoidal. Interpolando ei % de
unién obtenido por las muestras, tendremos la cantidad de hormona presente

en la muestra.

3.1.2.Inmunorreactivos y soluciones tampén.

Todos los inmunorreactivos utilizados para el radicinmunoandlisis
de hormonas polipeptidicas a excepcién de la LHRH fueron suministrados por
el "National Hormone and Pituitary Program” del National Institute for Diabetes
and Digestive and Kidney (NIDDK). La reconstitucién y conservacion se realiza
segun las instrucciones que acompanian a cada inmunorreactivo.

-Soluciones y suspensiones:

-Tampdén I: Tampén fosfato 0,5 M, pH=7.6. Se utiliza para el
marcaje y para preparar ef tampén il y el V,

-Tampon lI: Tampén fosfato 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH=7.6. Se

emplea para eluir la columna del marcaje, para preparar los tampones lll y IV y
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para diluir el 2° anticuerpo.

-Tamp6n llI: Tampén fosfato 0,01M, NaCl 0,15 M con 0,1% de
BSA, pH=7,6. Se emplea para las diluciones de la curva estdndar, para
compietar las alfcuotas del RIA y diluir la hormona marcada. '

-Tampén IV: Tampdn fosfato 0,01 M, NaCl 0,15 M, EDTA 0,025
M y tritiplex 0,025 M, pH=7,6, se emplea para diluir el primer anticuerpo.

Segun de que hormona sea &l radicinmunoensayo, se le anade:

a} FSH y PRL se afiade 0,25% de suero de conejo.

b)LH.se afade 0,25% de suero de conejo y 1% de tritén.

-Tampdn V: Tampdn fosfato 0.05 M, pH=7,6 se utiliza para la
cuantificacidn de la corticosterona y para preparar la suspension de carbén-
dextrano.

-Para ia valoracion de LHRH se utiliza como tampdén una mezcla
del tampén Il y IV al 50%

-Suspensién de carbén-dextrano: Carbon 1%, dextrano 0,5% en
tampén V. Una misma suspension se puede utilizar durante un mes. Se debe
mantener en agitacioén continua a 4°C, durante-al menos 60 minutos antes de
su uso. Se utiliza para separar la hormona libre de la ligada en la cuantificacién
de corticosterona.

-Suspensién de segundo anticuerpo: Se prepara polietilenglicol al
10% en tampon Il y se anaden 10 wl/tubo de antigammagiobulina de conejo,
obtenida en ovejas en nuestro propio laboratorio por los Dres. Ariznavarreta y
Tresguerres. Esta suspension de la que se afiaden 500 ul/tubo se utiliza para
separar la hormona libre de la hormona ligada en los RiAs de LH, PRL y FSH. Se
prepara el mismo dia en que se va a utilizar y se mantiene en agitacién continua

durante su uso.

3.1.3.Cuantificacion de la LH.

-Radioyodacién de la hormona: El marcaje o radioyodacién de las
hormonas consiste en introducir el iodo en la misma, por medio de alguna

_reaccién enzimética. Se pueden seguir varios métodos, nosotros hemos utilizado
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el de la lactoperoxidasa, segun técnica descrita por Thorell y Johansson {1971).
En este caso la reaccion enzimdatica citada consigue que el yoduro radiactivo
pase a yodo atémico y este Uitimo sustituya a los 4&tomos de hidrégeno que
forman parte de [a estructura molecuiar de las proteinas fundamentaimente en

el nucleo fendlico de la tirosina.

Para ello, en un tubo eppendorf de 1,5 ml se pipetea en el orden
siguiente:

-2,5 ug de NIDDK-rLH-1-7 en 254l de tampén |l o fosfato O,01M

-10 pi de tampén fosfato 0,5 M

-5 41 (0,5 mCi) de '*°| (Amersham}

-10 4 de dilucion lactoperoxidasa (0,5 g}

Después de 4 minutos de reaccidn ésta se detiene afiadiendo 200

H de tampon lil pH=7,6.

-Separacién de la LH iodada y el '*°| libre: Para este fin se realiza
una cromatografia en una columna de 20 x 1 ¢cm empaguetada con Sephadex
G-50. Coma eluyente se utiliza tampdn |l fosfato 0,01M. Se obtienen dos picos
de radiactividad, el primero de los cuales corresponde a la LH iodada y el 2° al
iodo libre. Las fracciones correspondientes al pico de LH yodada se mezcilan y
se distribuyen en alicuotas de 200 ul, que se almacenan a -18° C hasta su

utilizacion.

Antes del RIA, se purifica de nuevo la LH yodada, mediante
cromatografia en Sephadex G-100, con objeto de separar la fraccién de
hormona detericrada, asi como el iodo que se haya liberado desde el marcaje.

Se utiliza una columna de 25 x 2 cm y el eluyente citado anteriormente.

- Evaluacion del marcaje: Para conocer el rendimiento de la
radioyodacién, o porcentaje de '*®| incorporado a la hormona, utilizamos el
método inespecifico de precipitacién de proteinas con Acido tricloroacético
(TCA). Una vez diluida una pequefia parte del producto de marcaje, se toman
alicuotas de 50 ul, se les afiade a la mitad de ellas 500 ul de tampén I fosfato
. 0,01 M BSA 1% para aumentar el precipitado y 2 mi de TCA al 10%
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agitandolas bien. Se incuban durante 15 minutos a 4°C, posteriormente se
centrifugan otros 15 minutos a 3.000 rpm a 4°C y se aspira el sobrenadante.
Se cuenta el precipitado t minuto en un contador de radiactividad . La
actividad especifica del marcaje se calcula multiplicando el rendimiento por la
cantidad de iodo utilizada (0,5 mCi} y dividiendo el resultado por la masa de
hormona gue empleamos para el marcaje (2,5 pg). Se expresa en uCi/ug. La

actividad especifica de la LH iodada oscila entre 99 y 134 uCi/ug de hormona.

- Realizacion del andlisis: 1) Se pipetean las muestras por duplicado, en
alfcuotas no superiores a 200 yl. Asimismo, se pipetea la LH patrén (NIDDK-
rLH-RP-3 también disuelta en tampdn Il fosfato 0,01 M) en un rango de 10 a
2.500 pg diluida en 200 ul de tampon fosfato Il BSA 1%. Se completan todos
los tubos con este mismo tampén hasta un volumen de 300 ul. Ademads de ésto
se utilizan en todos los RIAs los siguientes puntos de referencia:

-N o controles de actividad inespecifica, que contienen 200 ul de
tampén fosfato IV y 300 ul de tampén Il
-At o controles de radiactividad que sélo contendrén la hormona

radiactiva en este caso la LH marcada.

En cada RIA se utilizan dos curvas patrén colociandose una al
principio y otra al final de todas las muestras para controlar las variaciones
debidas ai tiempo de incubacion entre {os primeros y los ultimos tubos. Para
‘control interno en todos los RiAs valoramos los niveles de hormonas en un pool

de plasmas o de hipotdlamos en el caso de la LHRH.

2) Se anade a todos los tubos, salvo a los N y At, el anticuerpo
(NIDDK-anti-ri.H-S-9) diluido previamente 1/187,5 entampdn IV y congelado a -
18° C. A partir de esta dilucién 1/187,5 se hace una dilucién final 1/28.000 vy
se afade suero de conejo al 0,25%. De esta dilucién se pipetean 200 gl/tubo,
alcanzando una dilucién final del anticuerpo en el tubo 1/84.000.

3) Se preincuba 72 horas a 4°C con objeto de aumentar la

sensibilidad del RIA.
‘ 4) Se afaden 15.000 - 20.000 cpm/tubo de LH iodada, disuelta
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en 100 uyl de tampdn Il
5) Se incuba 48 horas a 4°C.

La separacién de las fracciones libre y ligada se realiza mediante
la adicién a cada tubo de 500 ul de la suspensién de 2° anticuerpo ya
mencionada anteriormente. Se incuba a 4°C durante 20 minutos y a
continuacién se centrifuga 15 minutos a 3.000 rpm, se aspira el sobrenadante
y se mide a radiactividad del precipitado, que corresponde a la fraccién de

hormona ligada al anticuerpo.

- Validacién del método: La sensibilidad es de 5 pg/tubo. El
coeficiente de variacién intraandlisis es de un 5% & interandlisis es de un 8%.

En la Fig. 3 aparece representada una curva patrén media de esta hormona.

3.1.4.Cuantificacion de FSH.

- Marcaje de la hormona: Se realiza mediante un procedimiento
similar al descrito para la LH. La FSH para yodar fue la NIDDK-rFSH-|-7. La
actividad especifica de la FSH yodada oscila entre 96 y 127 uCi/jug de

hormona.

- Separacién de la FSH yodada y el iodo libre: Tras el marcaje se
realiza una purificacién en Sephadex G-50 en la misma columqa utilizada para
la LH y siguiendo el mismo procedimiento. Se mezclan las fracciones
correspondientes al primer pico de radiactividad que corresponden con la FSH
marcada y se distribuyen en alicuotas que se conservan a -18°C. Al contrario
de lo que ocurre con la LH, la purificacién de la FSH yodada en Sephadex G-100
antes de la realizacién del RIA no mejora el porcentaje de unién de la hormona

al anticuerpo.

- Procedimiento del radioinmunoandlisis: Es andlogo al descrito
para la LH, excepto en lo que respecta a las diluciones de las muestras y del

anticuerpo. La cantidad de suero usado es de 150 yl. La FSH estandar (NIDDK-
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rFSH-RP-2, disuelta en tampén 11 0,01 M) se diluye de modo que se obtenga un

rango de concentraciones de 0,1 a 10 ng en 200 gl.

El anticuerpo NIDDK-anti-rFSH-S-11 (diluido previamente 1/125
en tampdn V) se diluye 300 veces en tampén IV al que se afiade suero de
conejo al 0,25 %, y se pipetean 200 ui/tubo alcanzando una dilucién final en el
tubo de RIA 1/112.500.

- Validacidn del método: La sensibilidad es de 0,1 ng/tubo. Ei
coeficiente de variacién intraandlisis es de un 6% vy el interandlisis es de un 9%,

existiendo una buena linearidad (Fig.4).

3.1.5. Cuantificacién de la prolactina.

- Radioyodacién de la hormona: Se realiza mediante un
procedimiento similar al descrito para las demds hormonas polipeptidicas en
apartados anteriores. La prolactina para yodar es la NIDDK-rPRL-I6, que se
reconstituye en tampén fosfato |l. La actividad especifica de la PRL yodada

oscila entre 80 y 122 uCi/ug de hormona.

- Separacion de la PRL yodada y el iodo libre: Tras el marcaje se
purifica la hormona en Sephadex G-50. Se mezclan las fracciones
correspondientes al primer pico de radiactividad (PRL yodada) y se dis_tribuye en

alicuotas que se conservan a -18°C hasta su utilizacién para el RIA.

En el mismo dia en el que se afade al analisis la hormona yodada
se descongela y se vuelve a puri‘ficar en una columna rellena con Sephadex G-
100. En este caso el primer pico de radiactividad suele aparecer desdoblado,
correspondiendo la primera elevacién del mismo a hormona yodada deteriorada
durante la radioyodacién y el almacenamiento y que ha perdido por tanto la
capacidad de ser reconocida por el anticuerpc especifico. Las fracciones
correspondientes a la segunda elevacién del primer pico son las que contienen

la hormona yodada inmunorreactiva que se utiliza posteriormente para la
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realizacion del andlisis.

- Procedimiento del radioinmunoandlisis: Es andlogo al descrito
anteriormente para la LH y la FSH excepto en lo que respecta al periodo de
preincubacién, a las diluciones de las hormonas y del anticuerpo. Las cantidades

de plasma empleadas para la cuantificacién fueron 25 ul y 50 ul.

LaPRL patrén (NIDDK-rPRL-RP-3, disueitaentampoén fosfato 0,01
M) se diluye de modo que se obtenga un rango de concentraciones de 10 a
2.000 pg, diluidos en 200 uyl de tampén lll. El anticuerpo NiDDK-anti-rPRL-S-Q
{diluido previamente 1/10 en tampdn 1V) se diluye 500 veces en tampén IV con
suero de conejo 0,25%, se pipetean 200 ul/tubo, alcanzando una dilucién final
en el tubo de RIA 1/15.000.

- Validacién del método: La sensibilidad del radicinmunoanalisis
es de 10 pg/tubo. El coeficiente de variacion intraandlisis es de un 4,5%, el
coeficiente de variacién interandlisis es de un 18%. En la Fig. 5 hemos

representado una curva patrén media correspondiente a esta hormona.

3.1.86. Cuantificacién de la LHRH.

Este método fue puesto a punto en nuestro laboratorio por la Dra.

C. Alvarez y aparece extensamente validado en su tesis doctoral (1989).

-Marcaje de la hormona: Se realiza mediante el método de la
lactoperoxidasa. La LHRH para yodar vy la estandar de referencia se adquirieron
a U.B.L (Universal Biological Limited) reconstituida en tampén fosfato 0,5 M
pH=7.6. Una vez reconstituida la hormona se almacena congelada a -18°C
hasta su uso, por un periodo de hasta 6 meses. En el caso de este péptido no
se puede utilizar el método inespecifico de precipitacion de proteinas con TCA

para conocer el rendimiento aproximado del proceso de radioyodacion.

-Separacion de la LHRH yodada v el iodo libre: Con este fin se
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lleva a cabo una cromatografia de fase reversa, introduciendo e! marcaje en una
minicolumna C'® desechable de 1 ml (Baker). El funcionamiento de esta
cromatografia implica una fase estacionaria no polar y un eluyente o fase mévil
polar. La fase estacionaria son cadenas hidrocarbonadas, en este caso
octadecilos ligados quimicamente a la superficie de particulas de silice, que
actuan como soporte inerte. La fase estacionaria presenta afinidad por la zona
no polar de las moléculas en solucién mientras que la fase mévil presenta mayor
polaridad con lo que hace que se eluyan antes las sustancias polareé y después

las no polares.

Primero se pasa metanol por la columna, daspués ésta se lava con
TFA (4cido trifluoracético) al 0,1%, se afiade el marcaje y se eluye con TFA
recogiéndose 10 fracciones con 10 gotas cada fraccién. Posteriormente se
eluye con acetonitrilo al 50% en TFA al 0,1% al 50% y recogemos otras 30
fracciones de 10 gotas. En las 10 primeras fracciones se obtiene [a
radiactividad correspondiente al '°! libre, mientras que en las 30 fracciones
siguientes al cambiar el eluyente se recoge la hormona yodada. El
almacenamiento de la hormona marcada a -18°C durante més de 30 dias causa
un deterioro de la misma cuando se sobrepasa un periodo de 30 dias. Pasado
este tiempo se puede volver a repﬁrificar, de igual manera que se purifica el
marcaje tras lo cual obtenemos una hormona con una buena capacidad de unién

y de desplazamiento de la hormona fria.

-Realizacion del radicinmunoandlisis: Los hipofélamos problema
se homogenizan en 1 mi de CIH 0,1 N, se‘ é’entrifugan a 3.000 rpm durante 20
minutos vy el sobrenadante se diluye 100 veces en sl tampodn de RIA o tampén
V., afadiéndose 200 ul de esta dilucion por triplicado. Las muestras de
perifusion se afaden directamente al RIA. Previamente se comprobé que el KRB
no interfiere en el RIA, (Fig.5). Se pipetea el anticuerpo (Ferring reconstituido
en tampoén IV y almacenado a una dilucion 1/20 a -18°C) en un volumen de
50 ul a una diluciéh' final en el tubo de 1:120.000. Se preincuba de 24 a 48
horas a 4°C, y pasado este periodo se afiade a todos los tubos 10.000 cpm de

“la hormona marcada en un volumen de 50 uL. Al final de este periodo de
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incubacion se separa la hormona unida al anticuerpo de la hormona libre,
mediante la adicién de 1,5 ml de etanol a 4°C. Se incuba durante 15 minutos
y se centrifuga a 3.000 rpm durante 20 minutos, al final de los cuales se aspira
el sobrenadante quedando un precipitado visible que corresponde al complejo

hormona-anticuerpo.

-Validacion del método: La sensibilidad es de 0,25 pg/tubo. El

coeficiente de variacién intraandlisis es de un 4% vy el interandlisis del 18%.

3.1.7. Cuantificacién de la corticosterona plasmaética.

Se realiza mediante andlisis por desplazamiento competitivo
(CPB}, segun el método descrito por Manchefio y cols (1975), con algunas

modificaciones.

-Inmunorreactivos: -Cortisol iodado: Suministrado por Amershan
con una actividad especifica de 2.000 Ci/mmol. Se completa a 1 ml con etanol
absoluto y se conserva a 4°C durante aproximadamente un mes.

-Corticosterona no radiactiva: Se obtiene de lkapharm (lsrael). Se
conserva diluida en etanol (10-80 ng/ml) a 4°C.

-Como fuente de transcortina (CBG) se utiliza plasma de mujeres en el
tercer trimestre de gestacién, que se diluye en glicerol v/v y se conserva a -

18°C hasta el momento de su uso.

-Procedimiento de extraccion: Se efectia a partir de alicuotas
de 25-100 ul de plasma, que se disponen en tubos de cristal de boca
esmerilada. Se afiaden 0,5 ml de H,0 destilada y 4 mi de diclorometano. Los
tubos se someten a rotacién mecanica (30 rpm) durante 10 minutos. A
continuacion, se descarta ia fase acuosa por aspiracién y el extracto se somete

al andlisis por CPB.

-Realizacion del andlisis: En tubos de vidrio se pipetean 2 mi del
extracto y se evaporan a temperatura ambiente. Una vez evaporados se

. reconstituyen en 10 veces el volumen de suero extraido con tampdn de RIA. A
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continuacién se pipetean de 100 a 200 ul del extracto reconstituido y se
prepara una curva estandar de corticosterona en tampén VI fosfato 0,06 M

desde O a 4 ng en un volumen de 100 ul.

Se anaden a todos los tubos 4 ul/tubo del plasma de gestante-

glicerol diluido en un volumen de 100 g,

Inmediatamente después se afiade 100 yl de cortisol marcado con
aproximadamente 10.000 cpm por tubo. Tras agitar, los tubos se incuban a

4°C, durante 30 minutos.

La separacién de la corticosterona libre vy la ligada se realiza
anadiendo 200 gl/tubo de la suspensién de carbdn-dextrano ya mencionada
anteriormente. Se agitan los tubos en el vértex y se incuban a 4°C durante 10
minutos. Se centrifugan a 3.000 rpm durante otros 10 minutos y se aspira el
sobrenadante que contiene en este caso la fraccién ligada. Se mide la

radiactividad del precipitado que corresponde a la fraccién de hormona libre.

3.2.- Cuantificacién de catecolaminas por cromatografia liquida de alta precision
(H.P.L.C.).

3.2.1. Fundamento tedrico de la H.P.L.C. y la deteccion electroquimica.

La técnica de H.P.L.C. utilizada para la separacién de aminas
biolégicas y sus metabolitos es una cromatografia liquido-liquido de fase
reversa, 1o que implica el uso de una fase estacionaria constituida por cadenas
hidrocarbonadas de distinta longitud, siendo las mds frecuente octilos,
octadecilos y fenilos, ligadas quimicamente a {a superficie de particulas de silice
que actuan como soporte inerte. La composicion de la fase mévil depende del

_tipo de aminas y metabolitos que se quieran separar.
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La fase estacionaria presenta afinidad por la zona no polar de las
moléculas en solucién mientras que la fase mévil presenta mayor polaridad, lo
que hace que se eluyan antes las sustancias polares que las no poiares. Si a
este método de separacion se afade la presencia en el eluyente de un reactivo
que dé lugar a asociaciones idnicas entre solutos y fase estacionaria, por
ejemplo el sulfonato sédico de octano,. se combinan las ventajas de la
cromatografia de fase reversa-alta resolucion y estabilidad de la columna- con
las de la cromatografia de intercambio iénico, obteniéndose una mejor
separacion de los solutos. A este método de separacién se le denomina
Cromatografia Liquida de Fase Reversa "lon-pair”, y es el que utilizaremos para

la cuantificacion de catecolaminas por H.P.L.C. {Krstulovic, 1982).

El eluido procedente de la columna analitica contiene una
secuencia de zonas de soluto separadas entre si. Este eluido es constrefido y
convertido en una pelicula muy delgada que pasa sobre un electrodo plano,
mantenido durante todo el proceso a un potencial fijo, establecido frente a un
electrodo de referencia. La deteccidn electroquimica se basa en la capacidad de
los solutos pa'ra oxidarse a su paso por el electrodo cuando el potencial es
superior al requerido para su electrdlisis. De esta forma, una carga medible pasa

del compuesto al electrodo.

La corriente resultante es directamente proporcicnal a la
concentracion de soluto que pasa por la superficie del electrodo por unidad de
tiempo. Esta corriente, una vez amplificada, es enviada a un registrador que
proporciona un cromatograma en el cual se cuantifican los solutos segun el drea

bajo cada pico. (Krstulovic, 1982).

3.2.2.Condiciones de trabajo.

A) Columna analitica:Brownlee Labs RP-18, de 10 cm de longitud
y 4.6 mm de didmetro interno, constituida por particulas de silice poroso de &
um de didmetro a las que se han unido quimicamente cadenas octadecilo (C'®).
B) Sistema de H.P:L.C.: bomba 8700XR, de Spectra-Physic, con
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capacidad de inyeccién para una muestra de 10 . Durante todos los analisis
se mantuvo un flujo constante de la fase maévil de 1,2-1,3 mi/minuto.

C} Detector electroquimico amperométrico: de Metronm
Bioanalytical System, equipado con un electrodo de trabajo de carbén-vidrio, y
un electrodo de referencia de Ag/AgCl. Para la deteccién de dopamina en
hipotdlamo medio-basal se utilizé un potencial de 0,65 v a una sensibilidad de
10 nA.

D} Registrador: integrador 4290 de Spectr-Physic que calcula las
concentraciones de soluto segun el drea bajo el pico. El papel se desplaza a una
velocidad de 0,25 cm/minuto.

E) Fase mévil: para la determinacién de dopamina se utilizé como
fase mévil la descrita por Carlsson y col. (1986):

-Fosfato monosddico 0,15 M.
-Sulfonato sodico de octano 0,5 mM.
-EDTA 0,1 mM.

-Metanoi 12%. pH=23.8

Esta técnica ha sido puesta a punto y validada por el Dr.
J.F.Fernandez en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de
esta Universidad, quien a llevado a cabo las determinaciones de catecolaminas

expuestas en esta Tesis Doctoral.

3.2.3. Procesamiento de las muestras.

Una vez descongelado el tejido se homogeiniza , siempre en frio,
en 100 ul de una solucién conservada en hielo de acido perclérico 0,2 N, con
bisulfito sédico 0,5 mM (antioxidante} y 40 ng/mi de DHBA, que se utilizar4
como estandar interno. El afadir el estdndar interno a la solucién de
homogeneizacién tienen como finalidad el poder hacer correcciones si existen
pérdidas durante el procesamiento y almacenamiento de las muestras (Krstulovi,
1982).

Una vez homogeneizado el tejido, se centrifuga durante 1 minuto
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a 10.000 g y se almacena en nevera (4°C) durante 24 horas. La alicuota que
se inyecta en ei sistema de H.P.L.C., asi como la que se utiliza para determinar

la concentracion de proteinas, se obtiene del sobrenadante.

3.2.4. Caélculo e interpretacién de resultados.

La concentracién de soluto en el eluido de la columna se
determina segun la dimensidn del drea bajo el correspondiente pico. Para el
célculo de resultados se utilizé6 como referencia un estandar externo constituido
por 40 ng/mi de dopamina, noradrenalina y adrenalina en una solucién de 4cido

perclérico 0,2 N con bisulfito sédico 0,5 mM.

Tras la inyeccién de la muestra, el integrador reconoce el pico
correspondiente a cada soluto segun el tiempo de elucién determinado con el
estandar externo, y calcula la concentracion de cada sustancia multiplicando el
valor del drea bajo de pico por el correspondiente factor de correccién,
previamente establecido segin el estdandar externo, y refiriendo su
concentracidn a la del estdndar, con lo que se corrigen las posibles pérdidas de

solutos originadas por el procesamiento y almacenamiento de las muestras.

4.- DISENOS EXPERIMENTALES

4.1. Papel de las catecolaminas en la respuesta de gonadotropinas al estrés

agudo.

4.1.1. Efecto de la administracién de a-m-p-tyr, DDC, inhibidores de distintos

pasos de la sintesis de catecolaminas.

Para elucidar ef papel de las distintas catecolaminas en el incremento de
la secrecidn de gonadotropinas que tiene lugar durante el estrés agudo, se

utilizan 2 inhibidores de la ruta biosintética de catecolaminas:
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Tyroxina?Dopamina?Noradrenaiina
a-m-p-tyr DDC

Se emplean 80 ratas que se dividen en 3 grupos experimentales:
a) Inyectado intraperitongalmente con 300 ul de solucién salina.
b) Inyectado con a-m-p-tyr (250 mg/kg de peso corporal).

c} lnyectédo con DDC (500 mg/Kg de peso).

E! tratamiento farmacolégico se inicia a las 9:30, tres horas més
tarde, a las 12:30, la mitad de los animales de cada grupo se estresa por
inmovilizacién durante 30 minutos y la otra mitad permanece en sus jaulas
como grupo control sin estresar. Al finalizar el estrés los animales se sacrifican
por decapitacién, se extrae rapidamente el hipotdlamo, con hielo seco y se
almacena a -80° C hasta la determinacidn de catecolaminas y LHRH. lLa sangre
troncular se recoge y el suerc resultante se almacend a -18° C para la

determinar los niveles plasmaéticos de LH, FSH, PRL y corticosterona.

4.1.1, Efecto de la administracidn de distintos antagonistas de los receptores

adrenérgicos.

Con objeto de averiguar qué tipo de receptor media el efecto de
las catecolaminas scbre la secrecidn de gonadotropinas en respuesta al estrés
agudo, se administran distintos antagonistas adrenérgicos. Prazosin antagonista
de los receptores a,-adrenérgicos, yohimbina antagonista de los receptores a,-

adrenérgicos y propranolol antagonista de-los receptores B-adrenérgicos.

Para ello se utilizan 80 ratas divididas en 4 grupos:
a) Inyectado con 500 gl de solucién salina.

b) Inyectado con 2 mg/kg de prazosin.

¢) Inyectado con 5 mg/Kg de yohimbina.

d) Inyectado con 15 mg/Kg de propranolol.

A las 9:30, sesenta minutos antes de comenzar el estrés, se les
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inyecta a los animales intraperitonea!mente las distintas drogas y a las 10:30
se estresa por inmovilizacién a la mitad de los animales-de cada grupo
experimental. Trascurridos 30 minutos de estrés, los animales se decapitan y
se determinan los niveles plasmaticos de LH, FSH, PRL, corticosterona, asi

como el contenido hipotaldmico de LHRH.

4.2. Papel de la CRH y opidceos en la inhibicion de la funcién gonadotropa
durante el estrés crénico.
Con este objetivo se llevan a cabo experimentos tanto /n vivo

como /n vitro que intentan elucidar dicho papel.

4.2.1.Efecto de la administracién intracerebroventricular de anticuerpo contra

CRH.

Con objeto de elucidar el papel de la CRH hipotaldmica en la
respuesta de gonadotropinas al estrés crénico se qtilizan 52 animales a 26 de
los cuales se le inyecta intracerebroventricularmente un anticuerpo anti-CRH vy
a los otros 26 suero de conejo, a las 9:00. Una hora después, a las 10:00 la
mitad de los animales de cada grupo se estresa por inmovilizacién desde las
10:00 hasta las 16:00, durante 4 dias consecutivos. El dltimo dia, una vez
finalizado el periodo de estrés se decapitan todos los animales y se determinan
los niveles plasméticos de LH , FSH, PRL, corticosterona y el contenido

hipotaldmico de LHRH.

4.2.2. Efecto de la naltrexona.

A fin de averiguar la participacién especifica de los péptidos
opioides, se estudid la respuesta de las gonadotropinas al estrés en animales
tratados con un antagonista opidceo, de accién prolongada la naltrexona,

administrado durante el periodo.de inmovilizacién.
Se utilizan 60 ratas. La mitad de ellas recibe naltrexona
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subcutdneamente (2 mg/Kg) 6 250 ul de solucién salina 3 veces al dia (a las
9:30, a las 12:45 y a las 15:00 h) durante los 4 dias del experimento. Para
comprobar la efectividad del tratamiento de naltrexona bloqueando los
receptores opidceos, 30 minutos antes de finalizar el experimento (a las 15:30
h}. la mitad de los animales no estresados tratados tanto con salino como con
naltrexona recibieron subcutdneamente 10 mg/kg de morfina 6 250 ul de
salino. Al final del periodo de estrés se decapitan los animales y se determinan
los niveles plasmaticos de LH, FSH y PRL junto con el contenido hipotaldmico

de LHRH.

5.- PERIFUSIONES

El aparato de perifusion {Fig 6) consta de 3 reservorios que
contienen KRB, KRB en el que se han disuelto las distintas sustancias a probar
y KRB que ademds de dicha sustancia tiene Ié concentracién de potasio de 56
mM. Dichos medios se gasean continuamente a una presién de 1,5 mm de Hg
y estén conectados con la cdmara que contiene el tejido por medio de una llave
Hamilton gque controla la llegada al tejido de las distintas drogas disueltas en
el medio. Todo el sistema estd introducido en un bafo a temperatura constante

de 37° C.

Antes de realizar la perifusién el medio Krebs-Ringer bicarbonato
se gasea durante 30 minutos, con C,:0, (95%:5%). Una vez gaseado se afiade
BSA (albumina de suero bovino) 0,1% con el fin de evitar que los péptidos se
adhieran a las paredes de los viales, bacitracina 2x102 mM para impedir la
degradacién por peptidasas, glucosa 10 mM vy las diferentes sustancias a

probar,

Las cédmaras que contienen el tejido son de metacrilato
especialmente disefiadas para el hipotdlamo con una minima cantidad de
volumen muerto de 70 ul. Dichas cdmaras se conectan a través de un catéter
de tygon con una bomba peristéltica (modelo LKB} con un flujo que se regula

.. a 50 ul/min. Se recogen fracciones cada 4 minutos con un colector de
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fracciones.

5.1.Efecto de la CRH y la naloxona sobre la secreci6n hipotaldmica de LHRH

in vitro.

Para comprobar si el efectoinhibidor de la CRH sobre la secrecién
de LHRH es directo o estd mediado por los opidceos, llevamos a cabo
perifusiones de hipotalamo medio basal con Krebs-Ringer , CRH 10'M vy/o

naloxona a una dosis equimaolecular.

Todos los hipotidlamos se perifunden con KRB durante una hora
para que alcancen una secrecidon basal de LHRH estable. A continuacidon se
perifunden con el estimulo {(CRH 10”7 M y/o naloxona 10”7 M) durante otra hora.
Este periodo se sigue de otros 16 minutos de perifusion con KRB con KCI 56
mM vy los distintos estimulos. Por dltimo se mantiene el tejido otros 16 minutos
con el medio del estimuio. El eluyente se recoge en tubos mantenidos en hielo
y se conserva a -18° C hasta su posterior andlisis. Los hipotélamos se pesan
y se recogen en un eppendorf con 1 ml de CIH 0,1 N y se mantienena -18°

C hasta su posterior procesado.
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6.- TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS
El valor de las variables estudiadas se expresa mediante un parédmetro
de centralizacién (media aritmética) y otro de dispersién (error estédndar de la

media, SEM).

La comparacién de muestras respecto a una variable se realiza
mediante el andlisis de la vafianza (ANOVA) de dos vias. Con el fin de
homogeneizar la varianza en aquellas variables ‘que presentaban una gran
dispersién de la misma se realizé el ANOVA de! logaritmo de los valores de
dicha variable. En la interpretacion de dicho anélisis cuando la interaccién entre
las dos variables estudiadas fue p<0,1 se aplicé posteriormente un test de
Tukey de comparaciones multiples, para discernir qué grupos eran diferentes
entre si. Cuando se trata de comparar dos grupos se utiliza el test de la "t" de
Student, que es matemadticamente equivalente al andlisis de la varianza cuando
solo existen 2 grupos. En el caso de las perifusiones se calcula la liberacién en
picogramos a lo largo de distintas etapas de la misma sumando lo liberado en
varias fracciones de cada periodo (basai, con las distintas drogas a probar, o

con potasio).
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Resultados

1.- PAPEL DE LAS CATECOLAMINAS EN LA RESPUESTA ODE LAS
GONADOTROPINAS AL ESTRES AGUDO.

1.1.Efecto de la administracion de a-m-p-tyr y DDC.

a) LH:Los resultados se representan en la Fig. 7. Los niveles
plasmaticos de LH aparecen significativamente disminuidos (F, . ;=41,51
p<0,01) con los dos tratamientos empieados. El estrés agudo provocd un
aumento significativo (F, ,;=7,15 p<0,01) de los niveles plasmaticos de LH
en los animales tratados con salino, aumento que fue blogqueado por la
administracidn de las dos drogas utilizadas. Se observd una interaccidn entre
el efecto estrés-tratamiento, ya que, el estrés no modificé la LH en los grupos

tratados con a-m-p-tyr y DDC.

b) FSH: Como muestra [a Fig. 8, a diferencia de lo que ocurre con
la LH, ei estrés no modificé los niveles plasmaticos de FSH. El grupo tratado
con ag-m-p-tyr presenta unos niveles plasmaticos de FSH significativamente
inferiores a los observados en los animales tratados con salino (p<0.,01)
mientras que el tratamiento con DDC no modificé los niveles plasméticos de

esta hormona.

c) PRL: Los tratamientos empleados modificaron la secrecién de
PRL (F,,s=87,48 p<0,01}, ya que, como se puede observar en la Fig.9 la
inhibicién de la sintesis de dopamina mediante el tratamiento con a-m-p-tyr
aumentg significativamente los niveles plasméticos de PRL {(p<0,01), mientras
que por el contrario {os animales tratados con DDC presentaron una disminucién
de la secrecion de PRL (p<0,01). El estrés agudo por inmovilizacién provacé un
aumento significativo (F, ;3 =43,6 p<0,01) de los niveles plasmaticos de PRL
en todos los grupos estudiados, si bien dicha respuesta fue de diferente escala

en cada grupo.
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d) Corticosterona: La Fig. 10 muestra el efecto del tratamiento
con a-m-p-tyr y DDC sobre la respuesta de corticosterona al estrés. Como
puede observarse el estrés aumentd significaﬁvamente (F,4=39.35 p<0,01)
los niveles de corticosterona en el suero. Las drogas utilizadas indujeron un
aumento significativo de los niveles basales de corticosterona (F, ,,=10,57
p<0,01). La interaccién estrés-tratamiento fue significativa (F,,,=5,578
p<0,01), ya que, el tratamiento con DDC produjo un aumento de esta hormona
de tal magnitud que los niveles de corticosterona en estos animales sin estresar

fue casi similar al de las ratas estresadas.

e) Contenido hipotaldmico de LHRH: Los nivelies
hipotaidmicos de LHRH no se modificaron tras el estrés, ni tampocsc con

ninguno de los tratamientos empleados (Fig. 11).

f) Contenido hipotaldmico de dopamina: Los resultados se
representan en la Fig. 12. El estrés no modificé significativamente el contenido
hipotaldmico de dopamina. Sin embargo, como era de esperar el grupo de
animales que fueron tratados con a-m-p-tyr tanto estresados como controles
presentaron unos niveles de dopamina significativamente inferiores a los demads
grupos {p<0,01). Asimismo ios niveles de este neurotrasmisor en el grupo
tratado con esta a-m-p-tyr y estresado tienden a ser ligeramente inferiores a los
de su respectivo grupo controt sin estresar, si bien dicha diferencia no fue

significativa.

g) Contenido hipotalamico de noradrenalina: Al igual que lo
observado con la dopamina, la inmovilizaciéon durante 30 minutos no modificé
el contenido hipotaldmico de noradrenalina. Sin embargo, los tratamientos con
a-m-p-tyr y DDC produjeron tanto en los animales controies como estresados
un descenso significativo {F, ,,=9,086 p<0,01) del contenido hipotaldmico de
noradrenalina. Ademas como podemos observar en la Fig. 13 el estrés tiende
a aumentar ligeramente el contenido hipotalamico de noradrenalina en los

animales controles.
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Figura 7: Valores séricos de LH en ratas controles o inmovilizadas
durante 30 minutos tras /a administracion de a-metil-para-tyroxina vy
dietildicarbamato. Existe interaccién significativap < 0.0589 entre ef estrés

y el tratarmiento.
00 p< 0,07 vs su respectivo controf

** p< 0,017 vs solucion salina control

+ + p<0,07 vs sofucion salina estrés
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Figura 8: Efecto de la administracion de a-rnetil-para-tyroxina y
dietildicarbarmato sobre fos niveles plasmaticos de FSH en ratas controles
0 inmovilizadas durante 30 minutos. Ni el estrés ni los tratamientos

empleados modificaron significativamente /a secrecion de esta hormona.
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Figura 8: Respuesta al estrés de la PRL sérica en ratas tratadas
con varios inhibidores de /a sintesis de catecolaminas. El estrés aumentd
significativamente p<0,07 Jos niveles de esta hormona. De los
tratamientos empleados la a-metil-para-tyroxina aumentd
significativamente p < 0,01 Jos niveles de PRL, mientras que e/ DDC

los disminuyo p<0,01.
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Figura 10: Niveles plasmdticas de corticosterona en ratas tratadas
con a-metil-para-tyroxina y dietildicarbarmato en situacion basal o tras 30
minutos de inmovilizacién. £/ estrés aumento significativamente p < 0,017
los niveles plasmaticos de esta hormona y /oS tratamientos empleados
también aumentaron significativamente p<0,01 Jlos niveles de
corticosterona, existiendo interaccion significativa p<0,01 entre el

tratarmiento y el estrés.

00 p< 0,017 vs su respectivo grupo control

** n0<0,01 vs grupo de solucidn salina contro/
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Fig 11: Efecto del tratamiento con distintos inhibidores de /a
sintesis de catecolaminas sobre el contenido hipotaldmico de LHRH en
ratas controles e inmovilizadas durarite- 30 minutos. Ni ef estrés ni los

tratarmientos empleados modificaron el contenido hipotaldmico de LHRH.
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Fig 12: Contenido hipotalamico de dopamina en ratas controles o
inmovilizadas durante 30 minutos tratadas con a-metil-para-tyroxina y
dietildicarbamato. El estrés no modificd el contenido hipotalémico de
dopamina pero el tratamiento con a-metil-para-tyroxina disminuyd

significativamente p < 0,07 el contenido hipotalamico de dopamina.
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Figura 13: Efecto de la administracion de distintos inhibidores de
la sintesis de catecolaminas sobre el contenido hipotaldmico de
noradrenalina en animales controles o inmovilizados durante 30 minutos.
Tanto la a-metil-para-tyroxina como el dietildicarbamato disminuyeron

significativamente p< 0,01 ef contenido hipotaldmico de noradrenalina.
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1.2. Efecto de la administracion de yohimbina, prazosin y propranolol.

a) LH: Los resultados se representan en la Fig. 14. Al igual que
ocurria en el experimento anterior ef estrés agudo por inmoviiizacion produjo un
aumento significativo (F,4;=8,29 p<0,01) de los niveles de LH. Los
tratamientos empleados produjeron iguaimente una disminucién significativa de
los niveles de esta hormona (F,4,=10,81 p<0,01) vy se observé una
interaccién significativa de los efectos estres-tratamientos (F3,33=3,?‘5
p<0,05).. dicha interaccién puede deberse a que tanto el prazosin como la
yohimbina bloquearon el incremento de los niveles plasmaticos de LH tras el
estrés. En los animales sin estresar sélo el prazosin disminuydé los niveles
plasmaticos de LH (p<0,01), mientras que ni la yohimina ni el propranolal

modificaron significativamente la secrecion basal de LH.

b) PRL: El estrés produjo, como ya hablfamos descrito en el
experimento anterior, un aumento significativo (F, ;s=84,11 p<0,01) de los
niveles plasméticos de esta hormona. En lo referente al efecto de los
antagonistas empleados, la administracion de ychimbina produjo un aumento
en los niveles plasmaticos de la misma (p< 0,61 }, mientras que el prazosin tuvo
el efecto contrario produciendo una disminucién significativa (p <0,05) de los
niveles plasmaticos de PRL. Ei propranolol no modificé significativamente la
secrecion de PRL. Ninguno de los tratamientos empleados bloqued la respuesta

de PRL al estrés (Fig. 15).

c) Corticosterona: El estrés provocé un gran aumento
(F,;,=145,64 p<0,01) de los niveles plasméticos de corticosterona. Los
tratamientos emplados modificaron los niveles de esta hormona {F,,, =5,52
p<0,01) y hubo interaccion estrés-tratamiento (F,,,=3,72 p<0,05) debido
a que la yohimbina aumentd significamente (p<0,01) los niveles de
corticosterona hasta niveles préximos a los de los animales estresados. Ni el
prazosin, ni el propranoclol modificaron ni los niveles plasméticos de

corticosterona basales ni tras estrés (Fig. 186).

66



Resufia&os

LH
pg/mi
1500
Qa [ I1Control
1200+ _ Estrés
900 + \ T\
wol TN BN
N I8 m\
N \
3001 I \
N I D
0. N N —I

sol. salina prazosin yohimbing propranocioi

Figura 14: Respuesta de /a LH al estrés por inmovilizacion durante
30 minutos en ratas tratadas con distintos antagonistas adrenérgicos. Ef
estrés aumento significativamente p < 0,017 los niveles de esta hormona.

Existe interaccidn significativa p < 0,05 tratamiento-estrés.
00 p< 0,07 vs su respectivo grupo controf

** p<0,01 vs grupo solucion salina control/

+ + p<0,07 vs grupo solucion salina estrés
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Figura 15: Niveles plasmdticos de PRL en animales controles e
inmaovilizados durante 30 minutos tras administracion de distintos
antagonistas adrenérgicos. Ef estrés éumen td significativamente p < 0,01
los niveles p!asméﬁcos de asta hormona, mientras que el prazosin la

disminuy6 p < 0,085 y la yohimbina los aumenté p<0,01.
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Figura 16: Efecto de la administracién de distintos antagonistas
adrenérgicos sobre la respuesta de corticosterona a la inmovilizacion
durante 30 minutos. El estrés aumentd los niveles plasmdticos de
corticosterona en todos los grupos estudiados p<0,01, pero existe
interaccign significativa p<0,05 entre el efecto del estrés y ef de jos

tratammientos.

Q0 p< 0,07 vs su respectivo grupo controf

** p<0,01 vs grupo solucidon salina control/
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Estrés y gonadotropinas

2.- PAPEL DE LA CRH Y LOS OPIOIDES ENDQGENQOS EN LA INHIBICION DE LA
FUNCION GONADOTROPA DURANTE EL ESTRES CRONICO.

2.1.Efecto de la administracién central de anticuerpo anti-CRH sobre la

respuesta de gonadotropinas y prolactina al estrés crénico.

a) LH: La administracién de antisuero anti-CRH de forma aguda
produjo un aumento significativo (F, ,,=9,91 p<0,01) de los niveles basales
de esta hormona (Fig. 17). En esta ocasién la inmovilizacién durante 30
minutos no provacad ningdn aumentao significativo de los niveles plasmaticos de
LH ni en los animales tratados con suero normal ni en los tratados con anti-

CRH.

El andlisis de la varianza de los datos obtenidos durante el estrés
crénico indicaron una interaccién estrés-tratamiento , ya que al comparar las
medias encontramos que el estrés disminuyé la LH sérica en los animales

tratadas con suero (p < 0.01), efecto que se bloqued por el anticuerpo (Fig. 18).

b} FSH: Los resuitados de la administracién de anticuerpo anti-
CRH sobre la secrecién de FSH aparecen representados en la Fig. 19. La
inmovilizacién durante cuatro dias consecutivos produjo una disminucion
significativa (F, ;;=6,21 p<0,05} de los niveles plasméticos de esta hormona
tanto en los animales tratados con suero de conejo como con antisuero anti-
CRH. E! tratamiento empleado no modificé fa secrecién basal de esta

gonadotrofina ni bloqueé su descenso en respuesta al estrés.

c) PRL: En la Fig. 20 estd representado el efecto de la
administracién aguda de anticuerpo anti-CRH a animales tanto controles como
inmovilizados durante 30 minutos. La inmunoneutralizacién de la CRH aumenté

significativamente (p < 0,01} los niveles blésméticos de PRL en los animales sin
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astresar. El estrés agudo produjo un aumento significativo de los niveles
plasmaticos de PRL (F, ,, =44,867 p<0,01). Lainteraccion estrés-tratamiento
fue significativa (F, ,=4,82 p<0,05}, esto se debe a que el anticuerpo
aumenta la secrecién de PRL en situacién basal {p<0,01), y no en los

estresados.

Como podemos observar en la Fig. 21, el estrés crénico provocé
una disminucién significativa (F; 5, =28,37 p<0,01) delos niveles plasmaticos
de esta hormona. Los animaies a los que se administrd
intracerebroventricularmente anticuerpo anti-CRH presentaron una disminucidn

de los niveles de PRL tras el estrés de igual magnitud que la del grupo control.

d) Corticosterona: El estrés agudo causé un aumento significativo
(F, ,3=23,5 p<0,01) en los niveles plasméticos de corticosterona. La
administracion del antisuero redujo la secrecién de corticosterona tanto en el

grupo contrel como en el estresado (F,,=4,82 p<0,05) (Fig. 22).

Como era de esperar el estrés crénico produjo un aumento
significativo (F, ;5 =40,479 p<0,01} de los niveles plasméticos de
corticosterona. L.a administracion central del anticuerpo anti-CRH produjo una
disminucién significativa (F, ;3=12,36 p<0,01)} de los niveles plasmaticos
basales de corticosterona, y existe interaccion significativa (F, ;3=8,43
p<0,01} estrés-tratamiento ya que a pesar de que el tratamiento modifica la

secrecidn basal no bloquea la respuesta al estrés (Fig. 23).

e} Contenido hipotaldmico de LHRH: En (a Fig. 24 se muestra ei
contenido hipotalamico de LHRH tras cuatro dias de estrés en los distintos
grupos estudiados. El estrés crénico disminuyé significativamente (F, ., =4,94
p<0,05) el contenido hipotaldmico de LHRH. Aungue ni 1a interaccion estrés-
tratamiento ni el tratamiento fueron significativos, el descenso por el estrés en
el grupo de suero fue hasta un 47,5% vy en el tratado con el antisuero

descendid sdlo hasta un 719%.
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Ffgura 17: Niveles plasmdticos de LH en ratas {ratadas con
antisuero anti-CRH y sometidas a inmavilizacidn durante 30 minutas. El

antisuero aumentd significativamente p<0,01 fos niveles de esta

hormona.
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Figura 18: Respuesta de la LH plasmatica a la inmovilizacion
cronica en ratas tratadas con anti-CRH. Existe interaccion p < 0,07 entre

fos efectos del estrés y del antisuero.

00 p< 0,07 vs su respectivo grupo contro!
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Figura 18: Efecto de /g administracion de antisuero anti-CRH sobre
la respuesta de FSH a la inmovilizacion cronica. El estrés disminuyo

significativamente p < 0,05 /los niveles de esta hormona.
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Figura 20: Niveles plasmdticos de PRL en ratas tratadas con
antisuero anti-CAH y sometidas a inmovilizacion durante 30 minutos. £/
estrés aumento significativamente p<0,01 los niveles plasmdticos de
esta hormona, la interaccion entre el estrés y ef tratamiento fue

significativa p < 0,085.
C0 p< 0,01 vs su respectivo grupo control

** p<0,071 vs grupo solucion safina contro/

+ p<0,05 vs grupo solucion salina estrés
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Figura 21: Respuesta al estrés crénico de la PRL plasmdtica tras
administracidn de antisuero anti-CRH a animales controles o
inmovilizados crdonicamente. el estrés disminuyo significativamente

p<0,01 los niveles plasmagticos de esta hormona.
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Figura 22: Niveles plasmaticos de corticosterona en ratas tratadas
con anti-CRH en situacidn basal o tras 30 minutas de inmovilizacidn. £/
estrés aumento significativamente p < 0,01 los niveles de corticosterona
y el tratamiento disminuyd significativamente p < 0,05 los niveles de esta

hormona.
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Figura 23: Efecto del tratamiento con anti-CRH en la respuesta de
corticosterona a " la inmovilizacién crdnica. El estrés auments
significativamente p < 0,071 los niveles de esta hormona, ef tratamiento
disminuyd significativamente p < 0,01 los niveles de /la misma y existe
interaccion entre los efectos del estrés y del antisuero. significativa

p<0,017.

00 p< 0,017 vs su respectivo grupo control

** p< 0,07 vs grupo solucién salina contro/
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Figura 24: Contenido hipotalémico de LHRH en ratas tratadas con
antisuero anti-CRH tanto controles como inmovilizadas crénicamente. E/
estrés disminuyd significativamente p<0,05 el contenido hipotaldmico

de esta hormona.
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2.2.Efecto de [a administraciéon de naltrexona.

a) LH: £l tratamiento con naltrexona durante los 4 dias de estrés
consecutivos produjo en los animales un incremento significativo (F=, ,=6,3
p<0,05) de los niveles circulantes de esta hormona. No existe interaccion.
significativa entre el tratamiento utilizado y la inmovilizacion, puesto qué el
estrés cronico indujo un descenso significativo {F, ,,=13,84 p<0,01) er??!’a-s
concentraciones séricas de LH tanto en el grupo de ratas tratadas con solucién

salina como en ¢l tratado con naltrexona (Fig. 25).

Como podemos observar en la Fig. 26, a los 30 minutos de la
administracién de morfina se produce un descenso de los niveles plasmaticos
de LH (t=2,31 p<0,05). El tratamiento con naitrexona durante los 4 dias que
duré el estrés previno completamente el efecto de la morfina sobre la secrecion
de LH, puesto que ios animales tratados con naltrexona presentaron los mismos
valores plasmaticos de LH ya fueran inyectados con morfina o con solucion

salina,

b) FSH: Al igual de lo que ocurrid con la LH, el tratamiento con
naitrexona durante 4 dias aumentd los niveles plasmdticos de FSH (F, ;3= 15,68
p<0,01). La naltrexona no fue capaz de antagonizar el efecto inhibidor del
estrés crénico sobre 1a FSH puesto que se produjo un descenso de la misma
tanto en el grupo tratado con solucién salina como en el tratado con naltrexona
(F,=13,75 p<0,01) (Fig.‘ 27). En la Fig. 28 se representa el efecto de la
inyeccién de morfina que no fue capaz de modificar los niveles plasmaticos de

FSH en el grupo de animales que recibié solucién salina durante cuatro dias.

c) PRL: El anédlisis de los datos rebeld una interaccion significativa
{F, 6=2.97 p<0,08) debido a que el estrés disminuyd en el grupo tratado con
solucion salina (p<0,01) y no en el de naitrexona. Igualmente la naitrexona
también descendig significativamente los niveles de PRL en el grupo sin estresar

(p<0.,01).
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La inyeccién de morfina aumentd los niveles circulantes de PRL
(t= 2,84 p< 0,01) en las ratas no estresadas tratadas con solucién salina
durante cuatro dfas. Al igual de 1o que obsevamos con la LH, la administracién
de naltrexona durante 4 dias consecutivos previno completamente el efecto
estimulante de la morfina sobre los niveles plasmaéticos de PRL (Fig. 30).

5

d) Corticosterona: El andlisis estadistico de los datos muestraque
existe una interaccién estrés-tratamiento significativa (F, ,0=3,57 p<0,06)
debida a que el estrés provocé un gran aumento {p< 0,01) de los niveles
plasmaticos de corticosterona en los dos grupos de animaltes estudiados
controles y tratados con naltrexona y el tratamiento con esta droga aumento
significativamente (p <0,05) los niveles plasméticos de corticosterona en los

animales controles, sin modificar su respuesta al estrés (Fig. 31).

e} Contenido hipotaldmico de LHRH: Como se muestra en la Fig.
32, tanto el estrés como el tratamiento con naltrexona modificaron el contenido
hipotaldmico de LHRH, existiendo una interaccién significativa entre ambos
efectos(F=, ;3=11,59 p<0,01). Dichainteracciénia podemos explicar porque
el estrés crénico indujo una disminucién siginificativa (p<0,05) del contenido
hipotaidmico de LHRH en los animales tratados con solucién salina, mientras
que el grupo de animales estresados tratados con naltrexona presentan un
aumento significativo {(p<0,05) de la LHRH hipotaldmica tras ser sometidos a

estrés crénico.
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Figura 25: Niveles plasmaticos de LH tras la administracion de
naftrexona a ratas controles o inmovifizadas durante 4 dfas. El estrés
disminuyd significativamente los niveles de esta hormona p<0,01,
mientras que ef tratamiento con naltrexona [fos incremento

significativamente p < 0,05.
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Figura 26: Efecto de la administracion de morfina sobre los niveles

plasmdticos de LH en ratas tratadas previamente con naltrexona a

solucion salina. La morfina disminuyd significativamente p<0,05 Jos

niveles plasmadticos de LH, sélo en el grupo tratado con solucion salina.

* p<0,05 vs grupo solucion salina control/
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Figura 27: Respuesta de la FSH plasmdtica a la inmovilizacion
crénica intermitente durante cuatro dias en animales tratados con
solucion salina o naltrexona. El estrés disminuyo significativamente los
niveles plasmdticos de esta hormona p<0,01 y el tratamiento con

naltrexona los incrementd p <0,01.
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Figura 28
plasmdticos de FSH en ratas tratadas previamente con naltrexona o

solucidn safina. La morfina no modifica los niveles plasméticos de FSH.
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| Figura 289: Efecto def tratamiento con naltrexona sobre la
respuesta de /la PRAL plasmidtica al estrés crénico. Existe interaccion

significativa p <0,089 entre estrés-tratamiento.

00 p< (0,07 vs su respectivo grupo control

** p<0,071 vs grupo solucion salina control/

86




Resuitados

PRL
ng/mli
o0
9- 3 Control
BA Morfing
5..
3 - T
Fs
0 A s
solucion salina naltrexonag

Figura 30: Efecto de la administracion de morfina sobre fos niveles
plasmaticos de PRL en ratas tratadas previamente con naltrexona o
solucion saiina. La morfina aumentd significativamente p<0,01 fos
niveles plasmaticos de esta hormona tnicamente en el grupo tratado con

Solucion salina.
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Figura 31: Respuesta al estrés cronico de /os niveles plasmaticos
de corticosterona en animales a los que se administré sofucion safina o
naltrexona. Ef estrés aumentd significativamente p<0,07 los niveles
plasmédticos de esta harmona v existe interaccidn significativa p< 0,06

entre los efectos del estrés y fa naltrexona.

00 p< 0,07 vs su respective grupo control

* p<0,05 vs grupo solucion salfina control
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Figura 32: Contenido hipotaldmico de LHRH tras la administracién
de solucion salina o naltrexona a ratas controles o inmovilizadas
cronicamente durante 4 dias. Existe interaccion significativa p<0,01

entre los efectos del estrés y /la naltrexona.
C p<0,05 vs su respectivo grupo contro/

* p<0,05 vs grupo solucion safina controf

+ p<0,05 vs grupo solucion salina estrés
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2.3.Efecto de la CRH y de la naloxona sobre la secrecién hipotaldmica de LHRH

in vitro.

a) Secrecidn basal de LHRH en perifusiones de hipotdlamo medio-basal.
Enla Fig. 33 esta representada la secrecién de LHRH en hipotdlamo medio basal
perifundido con Krebs Ringer bicarbonato. Se puede observar que tras 40
minutos de perifusién se alcanza una secrecion estable de aproximadamente 1,7
pg/4min de LHRH, cantidad que se puede medir adecuadamente por nuestro
método de radioinmunoanalisis, ya que la minima cantidad detectable es 0,25
pg/4 min. La estimulacién con potasio durante 16 minutos induce un aumento
marcado de la liberacién de LHRH, al disminuir la concentracidn de potasio del
medio de perifusién se vuelve a restablecer la tasa de secrecién de LHRH

anterior.

La extraccidn dei calcio y la adicion de EDTA al medic de
perifusion {(Fig 33) disminuyd la secrecion basal de LHRH {drea bajo la curva
12,8 £ 0,66 versus 17,2 £ 1,56 pg/40 min = s.e.m. t= 2,5 p<0,05) vy
previno el aumento de la secrecidn de LHRH inducido por el potasio (drea bajo

lacurva 10,7 £ 2,06 versus 36,8 £ 5pg/32min £ s.e.m. t= 4,02 p<0,01).

b) Respuesta a la administracion de CRH y naloxona. La administracion
de CRH de 107 M disminuy6 la secrecion basal de LHRH asi como el aumento

de la misma tras la estimulacién con potasio.

Como se puede observar en la Fig. 35, [a adicion de naloxona al
medio de perifusiéon no modificd ni la secrecidn basal, ni la respuesta de LHRH

al estimulo despolarizante del potasio.

En la Fig. 36 se ha representado ia liberacidn de los hipotélamos
perifundidos con CRH + naloxona frente a los perifundidos con CRH. Como se
puede observar tanto la liberacién basal como la respuesta al potasio de ambos

grupos experimentales es la misma.
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Resuitados

En la Fig. 37 se han representado la pg de LHRH a lo largo de 40
minutos de perifusién (fracciones 21-30 ambas inclusive) de liberacién basal
y de 32 minutos de estimulacién con potasio (fracciones 31-38 ambas
inclusivel}, en todos los grupos estudiados. La CRH disminuy¢ tanto la secrecion
basal (F,,;, = 6,15 p<0,05), asi como el aumento de la misma tras la
estimulacién con potasio {(F, ;= 10,7 p<0,01). La naloxona no modifco la
secrecion de LHRH, no existiendo interaccidn significativa entre los efectos de
la CRH vy la naloxona ni en la secrecion basal ni en la respuesta de LHRH a la

estimulacion con potasio.
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Figura 33: Liberacion de LHRH basal y durante /la estimulacion con
KC! en el hipotdlamo-medio basal perifundido con Krebs-Ringer o en

medio sin calcio y con EDTA 1 m.
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Figura 34. Efecto de la CRH sobre /a liberacion basal de LHRH y
su respuesta al KCL 56 mM.
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Figura 35: Efecto de /a naloxona sobre [a liberacion de LHRH, en

perifusiones de hipotdlamos.
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Resultabfos
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Figura 36: Liberacion de LHRH en hipotdlamos perifundidos con
CRH o naloxona v CRH.
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Figura 37. Efecto de la CRH y/0 naloxona sobre la liberacidn media
de LHRH en situacion basal o durante la estimulacién con potasio. La
CRH disminuyd significativamente tanto la liberacion basal de LHRH

P <0,05 como en respuesta al estimulo despolarizante con KC! 56 mM
p<0,01.
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Discusion

1.PAPEL DE LAS CATECOLAMINAS EN LA RESPUESTA AL ESTRES AGUDO.
1.1.Gonadotropinas.

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos corroboran
que el estrés agudo provoca un aumento significativo de los niveles plasméticos
de LH. En trabajos previos se ha observado que el estrés agudo, producido por
diferentes modelos, produce un aumento significativo de los niveles plasmaticos
de gonadotropinas en ratas macho adultas (Briski, Quigley y Meites 1984;
Armario y cols 1986; Armario y cols 1987; Lépez-Calderdén y cols 1990). Sin
embargo no se conocen los mecanismos por los cuales se produce esta
estimulacién. Se han propuesto a las catecolaminas como posibles mediadores
en dicha respuesta, ya que su recambic hipotaldmico parece estar aumentado

durante el aestrés (Briski y Sylvester 1988}.

El contenido hipotaldmico de noradrenalina disminuye, mientras
gque su recambio aumenta durante las situaciones de estrés (Saavadra,
Kvetnansky y Copin 1979; Tanaka y cols 1982; Fuxe y cols 1983; Pacak y cols
1992). Sin embargo, los datos existentes en la bibliografia sobre la respuesta
de dopamina al estrés son menos homogéneos. Generalmente se observa que
el contenido hipotalamico de dopamina no se modifica mientras que su
recambio puede aumentar, disminuir o no alterarse tras distintos procedimientos

de estrés {Thierry y cols 1968; Corrodi y cols, 1971).

El objetivo de medir las catecolaminas en nuestro trabajo fue
comprobar la eficacia de los tratamientos farmacoldgicos empleados. Como era
de esperar la inhibicién de la tirosina hidroxilasa disminuye el contenido
hipotalamico de dopamina y de noradrenalina, mientras que la inhibicién de la
dopamina 3-hidroxilasa unicamente disminuye el contenido de noradrenalina. No
encontramos ninguna modificacién del contenido hipotaldmico ni de
noradrenalina ni de dopamina en los animales estresados durante 30 minutos.
Estos resultados, sobre todo en lo referente a la noradrenalina, pueden resultar

contradictorios con lo mencionado anteriormente. Sin embargo, Tanaka vy cols
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{1982) no observan un descenso en el contenido hipotaldmico de noradrenalina
hasta que no transcurre al menos una hora de inmovilizacién, si bien, una vez
trascurridos 30 minutos observan un aumento del MHPG-SO, (metabolito
resultante de la degradacién de noradrenalina). Por otro lado, el hecho de que
no encontremos modificaciones en el contenido hipotaidmico de noradrenalina
podria ser consecuencia del diferente tiempo de respussta al estrés de las
distintas neuronas de noradrenalina en nucleos hipotaldmicos especificos, por
lo que al diseccionar todo el hipotdlamo no observamos ningun cambio. En este
sentido Palkovits y cols (1275) observaron una disminucién de ia concentracion
de norepinefrina en el nlcleo arcuato pero no en otros nucleos hipotaldmicos,
y puesto que este nucleo representa aproximadamente el 5% del total del
‘hipotdlamo puede ‘ocurrir que al medir el contenido de noradrenalina en todo éi

no detectemos modificaciones.

Tanto la administracién de DDC como de a-m-p-Tyr producen una
disminucién significativa de los niveles plasmaéticos de LH en los animales sin
estresar, |0 que sugiere que las catecolaminas tienen un papel activador de la
secrecion basal de LH, puesto que al bloquear su sintesis disminuyen también
los niveles plasmiaticos de esta hormona. Asimismo el tratamiento con prazosin
produce un descenso significativo de los niveles plasmaticos de LH. En vista de
estos resuitados podemos interpretar que las catecolaminas, concretamente la
noradrenalina, parecen activar la secrecién de LH, a través de receptores a,
adrenérgicos. Atribuimos este efecto a la noradrenalina, puesto que de ser la
dopamina la responsable el tratamiento con DDC no deberia haber producido
ninguna modificacién en la secrecién de LH, ya que dicho farmaco no altera los

niveles de dopamina vy si los de noradrenalina.

Rettori y cols (1981) han observado una disminucién de los
niveles plasméticos de LH tras la administracién de estas mismas drogas en
animales castrados 48 horas antes. Estos autores obtienen una respuesta mayor
al LHRH en el grupo tratado con DDC que en el grupo control, por lo que
sugieren que la disrhinucién en el contenido plasmético de LH es consecuencia

de una disminucién de la liberacién de LHRH hipotaldmica. Por tanto 'los
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resultados observados en los niveles plasmaticos de LH podriamos atribuirlos
a una alteracidén inducida a nivel hipotaldmico. En este sentido nosotros hemos
valorado el contenido hipotaldmico de LHRH y no hemos detectado ninguna
modificacién del mismo, con ninguno de los dos tratamientos antes
mencionados. Estos resultados son compatibles con lo anteriormente expuesto,
ya que es posible que ademds de estar disminuida la liberacién hipotaldmica de
LHRH, como apuntaban Rettori y cols {(1981), también se esté produciendo una
disminuciéon de su sintesis lo que ocasionarfa que no encontremos

modificaciones significativas en gl contenido hipotaldmico de LHRH.

Existen bastantes datos en la bibliografia, muchos de ellos en
hembras, que muestran que [a noradrenalina tiene un efecto activador de la
secrecion basal de LH (Meites y Sonntag 1981; Ojeda, Negro-Vilar y McCann
1982; Gitzen y Ramirez 1988; Terasawa y cols 1988; Gearing y Terasawa
1991). Gearing y Terasawa (1991) sugieren que existen diferencias de especie
en el tipo de receptor que media este efecto. Por ejemplo, en la mona son los
antagonistas a, y no [os a, o los B los que suprimen la liberacién de LHRH, lo
que sugiere que los efectos de la noradrenalina sobre la liberacién de LHRH
estan mediados por receptores a,. Por el contrario, Negro-Vilar (1982) ha
propuesto también los receptores a, como mediadores de la regulacién
catecolaminérgica de la liberacién basal de LH en los roedores, aunque tanto
nuestros resultados como los de otros autores (Drouva, Laplante y Kordon
1982; Heaulme y Dray 1984) sugieren que existe una mediacién @, adrenérgica

en el control de la secrecién basal de LH.

En nuestro trabajo la inhibicion de la sintesis de catecolaminas
disminuye tanto los niveles basales como la respuesta de LH al estrés, al igual
que ocurre con él prazosin, mientras que la yohimbina bloguea la respuesta de
LH al estrés sin modificar sus niveles basales. Algunos autores han propuesto
que los receptores a, adrenérgicos estdn situados presindpticamente inhibiendo
la liberacién de noradrenalina (Langer 1981; Ueda, Goshima y Misu 1983;
L'Hereux y cols 1986; Abercrombie, Keller y Zigmond 1988; Ferndndez-Galaz,

Herbison y Dyer 1993), por lo que la activacion de los receptores a, tendria el
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efecto opuesto que la de los a,. Nuestros resultados tras la administracion de
prazosin o de yohimbina no se ajustan a este modelo de autorregulacién, puesto
que no solo no tienen efectos antagénicos éino que tanto el bloqueo de los
receptores @, como de los a, antagoniza el aumento de la secrecion de LH

inducida por el estrés agudo.

Para explicar el efecto de la yohimbina en la respuesta de LH al
estrés hay que tener en cuenta que se han descrito en el hipotdlamo un gran
nimero de receptores a, adrenérgicos a nivel postsindptico, mas numerosos
incluso que a nivel presindptico (U’Prichard y cols, 1979). Durante el estrés se
produce un aumento en el recambio hipotaldmico de noradrenalina que actuaria
a través de dichos receptores sobre otros terminales nerviosos (serotoninérgicos
o colinérgicos, por ejemplo) controlando suliberacién (Dubocovick 1984; Galzin
y cols 1984; Jackish, Weler y Hertting 1984). Estos terminales serotoninérgicos
o colinérgicos actuarian a su vez sobre la neurona de LHRH modificando su
-secrecién. A este respecto se ha observado que la acetilcolina estimula la
liberacién de LHRH en hipotdlamo medio basal /n vitro (Fiorindo y cols 1975),
y ademés parece que durante la inmovilizacién aumenta el turnover de este
neurotrasmisor al igual que la serotonina (Culman y cols 1980; Richardson
1984).

‘En cuanto a la otra gonadotropina, la FSH, nuestros resultados
muestran que los niveles plasmaticos de esta hormona no se modifican ni por
los 30 minutos de estrés ni por los distintos tratamientos farmacolégicos. La
FSH se ha descrito como una hormona de menor respuesta a todos los
estimulos en general, que la LH. Ya Krulich y cols en 1974 describieron para
tres distintos modelos de estrés agudo, que los niveles de LH se elevaban antes
que los de FSH. A este.respecto, Lopez-Calderdn y cols (1990) observan que
los niveles plasméticos de FSH aumentan lentamente, alcanzando significacién
estadistica este aumento a [os 90 minutos de estrés por inmovilizacién. Estos
resuitados son compatibles con la idea de que la secrecion de LH y FSH esté
regulada por un unico factor hipotaldmico y-que el diferente patrén secretor de

| LH y FSH pueda reflejar una relativa insensibilidad de las células secretoras de
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FSH al LHRH. Como no se modificé la secrecién de esta gonadotropina durante
el estrés agudo vy el principal objetivo de esta primera parte del trabajo era
averiguar los mecanismos implicados en la respussta hormonal al estrés agudo,
no hemos valorado los niveles de esta hormona en ninguno de los experimentos

de estrés agudo llevados a cabo posteriormente.

1.2. Prolactina.

Los resultados obtenidos muestran que la inmovilizacién durante
30 minutos produce un aumento significativo de los niveles de PRL. Son
muchos los trabajos que muestran gque la respuesta endocrina al estrés agudo
no se limita a la activacién del eje hipotalamo-hipéfiso-adrenal, si no que implica
también otras hormonas adenohipofisarias, entre ellas la prolactina. Al igual que
se ha descrito para la LH, [a secrecién de prolactina aumenta tras distintas
situaciones de estrés, sobre todo tras la inmovilizacién, modelo de estrés que
estamos estudiando (Krulich y cols 1974; Collu, Taché y Ducharme 1979; Kant
y cols 1987; Armario y cols 1986]}.

El tratamiento con a-m-p-tyr aumenta la prolactina circulante,
resultado esperado, puesto que esta droga disminuye los niveles de la
dopamina, que es ampliamente reconocida como neurotrasmisor inhibidor de la
secrecion de PRL (Ben-Jonathan 1985; Moore 1987; Neill 1988). Los animales
a los que administramos DDC, que presentaban unos niveles normales de
dopamina, pero disminuidos ios de noradrenalina, tenian unos valores de PRL
significativamente inferiores a los controles inyectados con solucién salina.
Estos mismos resultados han sido obtenidos por Smythe y cols (1985}, tras
administrar DDC y nos sugieren que la noradrenalina tiene un papel activador

de la liberacién basal de PRL.
La administracién de yohimbina aumenta los niveles basales de

PRL. La inyeccion de este antagonista a, produce, tanto en ratas como en

monos, un aumento de los niveles de PRL, si bien en el hombre no tiene ningun
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efecto {Gold, Donabedian y Redmon 1979; Meltzer, Simonovic y Gudelsky
1983; Lien y cols 1986). Estos datos acerca del papel de las neuronas
noradrenérgicas en la requlacién basal de PRL son paraddjicos. Segin nuestros
resultados, por un lado la inhibicién de la sintesis de noradrenalina inhibe la
liberacién de PRL, mientras que el blogueo de los receptores a, adrenérgicos+
aumenta la secrecién basal de esta hormona, y el de los a, la disminuye. Para-
explicar estos datos aparentemente contradictorios hay que tener en cuenta que-
existen receptores g, presinapticos, que al ser bloqueados por la yohimbina
causan un aumento de la liberacion de noradrenaiina {(L'Hereux y cols 1986;
Abercrombie, Keller y Zigmond 1988}, que a través de los receptores a,
incrementa la secrecién de PRL. En conclusién la noradrenalina jugaria un papel
activador de la secrecion basal de PRL de acuerdo con los datos obtenidos por

otros autores (Donoso y cols 1971; Carr, Conway y Voogt 1977).

En cuanto al papel de las catecolaminas en la respuesta de
prolactina al estrés agudo, nuestros resultados sugieren que las catecolaminas
no parecen mediar el aumento de la secrecién de PRL durante el estrés, ya que,
ni el bloqueo de la sintesis de estos neurotrasmisores, ni la administracién de
ninguno de los antagonistas adrenérgicos fue capaz de bloquear la respuesta al
estrés, a pesar de los grandes cambios en los niveles plasmaticos basales de
esta hormona. Shin (1980) descartd igualmente la intervencién de la dopamina,
al analizar su papel en el aumento de PRL tras la inhalacion de étar, en la rata

macho adulta.

Otros autores han sugerido que el aumento de la secrecién de PRL
durante la inmovilizacién estd mediada por‘ receptores B3,-adrenérgicos puesto
que su bloqueo reduce los niveles plasmaticos de prolactina {Haanwinckel y cols
1991). Sin embargo estos autores no analizan el efecto del blogueo de los
receptores 3, sobre la secrecién basal de PRL, por lo cual no podemos saber si
se suprime ei aumento de la secrecién de PRL o al igual de 10 que nosotros
observamos al administrar DDC se produce un descenso, tanto de la secrecidn
basal como durante el estrés, pero no se bloguea el incremento. En conclusion

nuestros resultados indican.que el aumento de PRL que se produce durante el
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estrés no se puede explicar en funcién del aumento del recambio de

catecolaminas que se produce durante esta situacién.

Los responsables de la respuesta de prolactina al estrés agudo
podrian ser otros neurotrasmisores como los opioides, la histamina o la
serotonina, como han sugerido otros autores (Petraglia, Vale y Rivier 19873;
Knigge, Matzen y Warberg 1988; Jorgensen, Knigge, Warber 1992). Respecto
a este punto, Meyerhoff, Mougey y Kant (1987) observaron que se requiere la
presencia del nicleo paraventricular intacto para que se produzca un aumento
de los niveles plasméticos de prolactina tras estrés por choques eléctricos. ;Qué
factores suprimimos al lesionar el niclec paraventricular responsables de esta
respuesta?. Por un lado el VIP, que también se ha demostrado que juega un
papel importante en otro tipo de estrés como es el éter (Kaji y cols 1985). Un
segundo mecanismo que podria causar la menor respuesta de prolactina es la
destruccién de las neuronas de TRH presentes en dicho nicleo (Brownstein,
Eskay y Palkovits 1982). Un tercer mecanismo posible es la atenuacién de la
liberacién de un factor estimulante, la B-endorfina, que se produce tras [a lesién

de este nucleo.

Ademis de los mencionados existe otro péptido, la oxitocina que
puede producir liberacion de prolactina de células dispersas de hipdfisis
(Samson, Lumpkin y McCann 1986) y cuya concentracién aumenta tras estrés
por hemorragia (Plotsky, Bruhn y Vale 1985). Jorgensen, Knigge y Warberg
(1992} observaron que al bloquear los distintos receptores de serotonina se
inhibe la respuesta de prolactina al estrés por inmovilizacién y por éter. A su
vez, la serotonina incrementa la concentracién de VIP en el sistema porta
hipofisario (Shimatsu y cols 1984}, pudiendo ser este factor el responsable en
ditimo término del aumento de prolactina. Con estos resuitados Jorgensen,
Knigge y Warberg (1992}, proponen que las neuronas serotoninérgicas, junto
con otros neurotrasmisoras, mediarian en la liberacién de prolactina en
respuesta al estrés. Por lo tanto distintos tipos de estrés pueden poner en
marcha diferentes mecanismos que se traducen en una rnisma respuesta

hormonal.
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1.3.Corticosterona.

En todos los experimentos realizados, el estrés por inmovilizacion
provoca un aumento significativo de los niveles plasmdticos de corticosterona -
lo que concuerda con los hallazgos de diversos autores (Tanaka y cols 1982a;

Armario y Castellanos 1984; Moldow y cols. 1987; Hauger y cols. 1988).

Puesto que la administracién tanto de a-m-p-tyr, como de DDC,
produce en los animales no estresados un aumento significativo de los niveles
plasmadticos de corticosterona, podemos deducir que las catecolaminas inhiben
la secrecién de esta hormona, ya que al bloquear su sintesis aumentan sus
niveles plasmaticos. Por otro lado, de los antagonistas estudiados tan sélo la
yohimbina fue capaz de modificar la secrecion de corticosterona, produciendo
un aumento significativo de la misma. Todos estos datos nos indican por tanto,
que la activacion de los receptores g, adrenérgicos disminuye la secrecién de

corticosterona.

La posibilidad de una accién directa de las catecolaminas
inhibiendo la secrecién hipofisaria de ACTH fue descartada, puesto que la
administracién sistémica de adrenalina y noradrenalina, que no atraviesan la
barrera hematoencefdlica, no modifica la secrecién de ACTH, mientras que la
L-Dopa que si la atraviesa, produce modificacién de los niveles de ACTH
(Rappapor 1976). Ademds la incubacion de adenohipdéfisis /n vitro con
adrenalina y noradrenalina no afecta la secrecién de ACTH (Ganong 1963;
Kraier y Morris 1976; Fischer y Moriarty 1977). Asimismo, ninguna de las
catecolaminas es capaz de estimular la secrecién de los péptidos derivados de
la proopiomelanocortina en cultivos de céiulas dispersas del I6bulo anterior de
rata (Briaud y cols 1979; Vermes y cols 1980). Sin embargo, otros autores
(Pettibone y Mueller 1982; Heisler, Reisine y Axelrod 1983) utilizando también
cultivos celulares, ocbservaron que ia adrenalina y la noradrenalina estimulan
débiimente la secrecién de estos péptidos . Estos distintos resultados podrian

atribuirse a procesos tales como la desensibilizacién de los receptores
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adrenérgicos que se podria producir en ausencia de catecolaminas en el medio

de cultivo.

La accién de las catecolaminas a nivel hipotaldmico esta
ampliamente aceptada, si bien el papel preciso que éstas juegan a nivel central
controlando la secrecién de CRH es muy controvertido. Existen evidencias
experimentales que indican tanto que pueden inhibir (Scapagnini y cols 1972;
Hillhouse, Burden y Jones 1975; Buckingham y Hodges 1877; Ganong 1980;
Suda y cols 1987), como activar la secrecién de CRH (Smythe, Bradshaw, y
Vining 1983; Tilders y cols 1985; Plotsky 1987; Tsagarakis y cols 1988),
dependiendo de la dosis, de la metodologia y del disefio experimental

empleados.

Nuestros resultados coinciden con los de otros autores que tras
administrar DDC y a-m-p-tyr observan un aumento significativo de los niveles
plasmaticos de corticosterona  (Scapagnini y cols 1970; Scapagnini y cols
1975; Smythe y cols. 1985).

Guillaume v cols. {1987) tras administrar 6-OHDA (6-hidroxi-
dopamina}, droga que destruye los terminales noradrenérgicos, en la banda
noradrenérgica ventral observan una disminucidn de los niveles plasmaticos de
CRH en el sistema porta, resultados que interpretan como una evidencia directa
del efecto estimulador de las catecolaminas sobre la liberacién de CRH. Sin
embargo Weindenfed y Feldman (1991) tras llevar a cabo la misma maniobra
experimental de administrar 6-OH-dopamina en la banda noradrenérgica ventral
no observan ninguna modificacién ni en el contenido hipotaldmico de CRH, ni
en los niveles plasmadaticos de ACTH. Esta diferencia en los resultados podria
explicarse porque en el primer disefio de Guilaume y cols (1987} utilizan

animales anestesiados.
Liposits y cols {(1986) han verificado inmunocitoquimicamente que

existe una conexién anatémica entre las neuronas adrenérgicas y 1as neuronas

que sintetizan CRH en el nucleo paraventricular. A pesar de que Spinedi y cols
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(1988) asignan a la adrenalina un papel activador de la secrecién de CRH,
Mezay y cols (1984} observaron que la admininistracién de inhibidores de la
PNMT, aumenta el nimero de neuronas inmunorreactivas a la CRH en el nicleo
paraventricular. Asimismo, Roth y cols (1981) encontraron un aumento de los
niveles plasmaticos de corticosterona tras la administracién de inhibidores de ™~
esta enzima, aumento que no se bloguea por la adrenomedulectomia,
descartando de esta forma que pudiera tratarse de un efecto periférico. Todos ¢
estos datos indican por tanto un efecto inhibidor de la adrenalina sobre la
secrecion de CRH. En nuestro disefio experimental no pudimos determinar los
niveles de adrenalina, por lo que no podemos descartar que el efecto inhibidor
que observamos no sea producido por una disminucién de los niveles de
adrenalina, puesto que hemos administrado inhibidores de los primeros pasos

de la sintesis de este neurotrasmisor.

Si eran contradictorios y dispares los datos de la literatura en lo
que al papel de las catecofaminas en la secrecién de CRH se refiere, no lo son

menos los referentes al tipo de receptor que media dicho efecto.

Nuestros resultados sugieren que la activacidn de los receptores
a, disminuye la secrecidn de la corticosterona puesto que su bloqueo mediante
la administracién de yohimbina aumenta la secrecién de esta hormona mientras
gue ni el prazosin ni el propranolol modificaron la secrecién basal de

corticosterona.

Se ha elucidado la distribucién de los distintos subtipos de
receptores utilizando una graﬁ variedad de métodos experimentales como
autorradiografia, wunién de radioligando, northern blot y técnicas
inmunocitoquimicas. Estos estudios revelan en general, que la densidad de
receptores en el nicleo paraventricular es como sigue g, > a, > B, = B, enla
rata adulta. Cummings y Seybold (1988}, demostraron la presencia de
receptores a, adrenérgicos en el pericarion de las células parvocelulares del
nuclec paraventricular de ratas adultas. Estos resultados constituyen una

evidencia morfolégica a favor de una mediacién de los receptores a, en el
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control adrenérgico de la secrecién de CRH.

Experimentos llevados a cabo in vitro por Suda y cols (1987)
indican en cambioc que la noradrenalina inhibe la liberacion de CRH
principaimente a través de un mecanismo 3-adrenérgico, y parcialmente a través
de uno g-adrenérgico. Tsagarakis y cols (1988) también apuntan un mecanismo
RB-adrenérgico, si bien, este grupo observa que ta norepinefrina tiene un efecto

estimulante de la CRH.

En cuanto al efecto de los tratamientos empleados en el aumento
de corticosterona que tiene lugar durante el estrés, ninguno de los antagonistas
de ios receptores adrenérgicos empleados en este estudio bloqued |a respuesta
de corticosterona al estrés, lo que apoya la interpretacién anterior de los
resultados, es decir, las catecolaminas no parecen jugar un papel significativo
en la respuesta de corticosterona al estrés, puesto que de haberlo tenido alguno
de los antagonistas empleados hubiera bloqueado el aumento de dicha hormona.
Estos mismos resultados han sido obtenidos por Murakami y cols {1989), tras
administrar DDC. La yohimbina produce un aumento significativo de los niveles
plasméticos de ACTH y corticosterona, si bien no observan una aumento de
estas hormonas tras someter a los animales a estrés. Esta diferencia en la
respuesta al estrés se puede deber a que el modelo de estrés utilizado en este
trabajo es la exposicion al éter, por lo que los cambios neuroendocrinos que se
produzcan no deben ser totalmente coincidentes con los producidos por la

inmovilizacion.
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2.- PAPEL DE LA CRH Y LOS OPIOIDES ENDOGENOS EN LA RESPUESTA AL
ESTRES CRONICO.

2.1. Efecto de la administracion intracerebroventricular de un antisuero anti-
CRH.

Antes de discutir la respuesta hormonal a la administracién
crénica intracerebroventricular (i.c.v) del anticuerpo de CRH vamos a comentar
el efecto de dicho anticuerpo en la primera toma de sangre que realizamos a los
30 minutos de inmovilizar a los animales el primer dia de estrés. Pudimos
comprobar que el tratamiento habia sido efectivo, ya que modificéd los niveles
basales de LH y disminuyé ila respuesta al estrés de prolactina y corticosterona

aunque no llegé a bloquearla.

Lo primero que nos llama la atencién en estas tomas de sangre
llevadas a cabo a los 30 minutos de comenzar el estrés, es que los niveies
plasméticos de LH no estdn significativamente aumentados como consecuencia
de la inmovilizacién. aguda, efecto que habiamos observado en los apartados
anteriores dedicados al estrés agudo donde el periodo de estrés empleado fue
precisamente 30 minutos. Este hecho se puede deber a varios factores: ia
distinta raza de los animales empleados, Wistar frente a Sprague-Dawley
utilizados en este experimento. Sin embargo otros autores también observan un
aumento de la secrecién de LH tras estrés agudo en las ratas Sprague Dawley
(Armario y cols 1987l). La manipulacién previa a que son sometidos las ratas,
entendiendo por ésto la inyeccién intracerebroventricular y el sangrado, a pesar
de que como ya se ha descrito en los disefios experimentales, la conexién del
catéter se realizd una hora antes de la extraccién de la muestra de sangre, con
el fin de minimizar el efecto estresante que supone la manipulacién de los
animales. A este respecto Neill (197 2), describié una disminucién en los niveles
plasmaticos de LH en ratas hembras canuladas, si bien la duracién del pico
ovulatorio era similar en los animales cateterizados y en los decapitados. Y por

dltimo y muy importante a tener en cuenta, es que para evitar que se quitaran
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las cénulas unos a otros, alojamos a cada animal individualmente en jaulas
separadas. Aunque este periodo de aislamiento no se ha descrito como
suficiente para alterar el tamafio adrenal o para producir involucién del timo
{Klein y cols 1992) podria ser la causa de que ios niveles de corticosterona sean
significativamente mds aitos de los esperados encontrar durante ia manana. La
PRL en cambio, a pesar de ser una hormona muy sensible a cualquier tipo de
estrés, no presenta modificaciones en la toma de sangre de la mafana frente

a la llevada a cabo por la tarde.

Corticosterona. Aungue en este experimento no pretendiamos
modificar la liberaciéon de CRH a nivel de [a eminencia media, observamos un
descenso tanto de los niveles basales de corticosterona como de su incremento
durante [os primeros 30 minutos de estrés, tras la administracién del anticuerpo
anti-CRH. Igualmente fos niveles basales de corticosterona también eran
menores en 10s animales tratados con ef antisuerc de manera crénica, por lo que
parte del anticuerpo administrado debid atravesar la barrera hematoencefélica
y actuar a nivel de la eminencia media o en la adenohipéfisis, produciendo
consecuentemente una disminucion de ACTH, ya que éste es el efecto
observado por otros autores tras administrar un antisuero anti-CRH intravenoso,
forma de administracién que si garantiza que se actud sobre las terminales
CRHérgicas de la eminencia media (Kjoer y cols 1992; Bagdy, Chrousos y
Calogero 1991).

A pesar de que como hemos mencionado los valores de
corticosterona alcanzan incluso los niveles de estrés en la muestra de la
manana, la inmovilizacién durante 30 minutos incrementé los valores de esta
hormona sobre los basales ya elevados. Estos resultados no son sorprendentes
ya que se ha descrito un aumento en la respuesta de corticosterona y de ACTH
a un segundo estrés (Garcia-Médrquez y Armario 1287) como por ejemplo, un
aumento de la secrecién de corticosterona durante la exposicién aguda al éter
en los animales que previamente habian sido inmovilizados de manera crénica

{Sakellaris y Vermikos-Danellis 1975). Por otro lado la administracién i.c.v. del
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anticuerpo no atenua la respuesta de corticosterona a la inmovilizacién crénica.
Estos resultados pueden ser consecuencia de que el incremento de
corticosterona que se produce como consecuencia del estrés puede estar
controlado, ademés de por la CRH, por otros péptidos hipotaldmicos como la
vasopresina, la colecistocinina u otros (Rivier y Vale 1983; Linton y cols 1985;
Kjoer y cols 1992) y la oxitocina (Lang y cols 1983; Gibbs 1986). Whitnall en
1989 observd que tras la inmovilizacién se produce una depleccion de las
vesiculas secretoras de AVP/CRH en la zona externa de la eminencia media, lo
gue apoya fuertemente un papel de la AVP como mediador de la respuesta de
ACTH al estrés. Asimismo, a nivel celular, la inmovilizacién repetida produce un
incremento de las reservas de AVP colocalizadas con CRH en las neuronas de
la eminencia media {De Goeij y cols 1991) y un aumento del m-RNA de
vasopresina en el nticleo paraventricular (Bartanusz y cols 19983). Por tanto, la
administracion i.c.v. de anti-CRH no fue capaz de bloquear la respuesta de
corticosterona a la inmovilizacidn crénica, lo que indica que la respuesta de esta
hormona al estrés es consecuencia de la estimulacién de distintos factores,
ademéds de la CRH.

Gonadotropinas. La inmunoneutralizacién de la CRH central
produjo un aumento significativo de los niveles plasméticos de LH a los 90
minutos de su administracion. Estos resultados coinciden con los existentes en
la literatura pues ya se ha sugerido desde hace tiempo que la CRH podria inhibir
la secrecién de LH actuando a nivel hipotaldmico disminuyendo la liberacién de
LHRH {Ono y cols 1984; Rivier y Vale 1985a; Gambacciani, Nikolarakis y cols
1986; Yen y Rasmussen 1986; Petraglia y cols 1987), v nosotros mismos o

hemos podido comprobar en los hipotdlamos perifundidos "in vitro".

Cuando la administracién del antisuero anti-CRH se lleva a cabo
durante 4 dias y la extraccién de sangre se hace por decapitacion, 7 horas
después de la dltima inyeccién del anticuerpo, no se modifican los niveles
plasméticos basales de LH. Esto podria llevarnos a pensar que la

inmunoneutralizacidn crénica puede haber producido una hipersensibilidad de los
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receptores de la CRH a la hormona que permaneciera sin neutralizar. Esta
hipétesis puede plantearnos la duda de que el efecto blogueante de la respuesta
de las gonadotropinas al estrés que hemos atribuido a la CRH sea entonces
consecuencia de la pauta de administracién empleada. Esta objecién queda
descartada si tenemos en cuenta los resultados que hemos obtenido en los
niveles plasmaticos de corticosterona, con esta hormona observamos el efecto
contrario al descrito para la LH. La admistracién del antisuero durante cuatro
dias produce una disminucién significativa de los niveles plasmaticos de
corticosterona en situacién basal, lo cual indica que no se produce ningdn

proceso de "adaptacién” a la administracién repetida del anticuerpo.

En cuanto a la respuesta de LH al estrés crénico que era el objeto
de este experimento, los resultados obtenidos muestran, primero que la
inmovilizacién crénica produce un descenso significativo de los niveles
plasmédticos de LH, ya descrito por otros autores (Du Ruisseau y cols 1979;
Briski, Quigley y Meites 1984; Lopez-Calderdn y cols 1987) y segundo, que el
anticuerpo anti-CRH previene la disminucién de los niveles plasméticos de LH

inducida por el estrés crénico.

La inmovilizacién crénica disminuye los niveles plasméticos de
FSH. Sin embargo la administracién del anticuerpo anti-CRH no fué capaz de
prevenir el descenso de esta hormona, como ocurre con la LH. No obstante, en
los animales tratados con el antisuero, el descenso de los niveles plasméticos
de FSH es menor que el de los animales tratados con suero de conejo normal,

si bien esta diferencia no fue significativa.

El contenido hipotaldmico de LHRH se reduce en los animales
estresados crénicamente. Esta disminucion en el contenido parece ser
secundaria a una inhibicién de la sintesis y secrecidon de LHRH (Lépez-Calderdn
y cols 1990). La inmunoneutralizacién de la CRH atenda la disminucién del
contenido de LHRH.

Nuestros datos sugieren que la CRH es una de las principales
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responsables de la inhibicién de la funcién reproductora que se produce como
consecuencia del estrés crénico. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Rivier y Vale (1986) tras administrar i.c.v. un antagonista de la CRH en
machos castrados utilizando como modelo de estrés agudo los choques
eléctricos. Sin embargo estos mismos autores posteriormente han observado
que la destruccién del ndcleo paraventricular atenda la respuesta de ACTH y
corticosterona plasmaticas al estrés crénico, pero no modifica el descenso de
los niveles plasméticos de LH (Rivest y Rivier 1921). Por lo que concluyen que
el descenso de los niveles de LH durante el estrés se encuentra mediado por

neuronas CRHérgicas localizadas fuera del niclec paraventricular.

Prolactina. La respuesta de PRL al estrés al igual que ocurre con
las gonadotropinas es bifdsica, periodos cortos de estrés provocan una
estimulacién de PRL (Krulich y cols 1974; Ducharme y cols 1982) mientras que
el estrés crénico disminuye la concentracion plasmatica de esta hormona (Reigle
y Meites 1976; Taché y cols 19786).

Al contrario de lo que ocurre con la corticosterona, los niveles
plasméticos basales de PRL son similares en el experimento agudo que en el
crénico. Datos no publicados de nuestro grupo, obtenidos en animales
canulados, muestran que como consecuencia de la conexién de la canula se
produce un aumento de PRL y de corticosterona. Dicho aumento de PRL es
rapido y vuelve a los niveles basales aproximadamente a los 30 minutos,
mientras que ei de corticosterona se mantiene mas tiempo, aproximadamente
120 minutos, si bien era de menor magnitud. Igual ocurre durante el estrés
{L6pez-Calderdn y cols 1989), el aumento de PRL es de mayor magnitud pero
de menor duracion, de manera que a los 90 minutos de inmovilizacién se vuelve
a ios niveles basalés. La corticosterona en cambio, aumenta de manera menos
pronunciada, pero dicho incremento se mantiene durante un periodo de tiempo

maés largo.

Nuestros resultados muestran que la administracién de anticuerpo
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anti-CRH aumenta los niveles plasmaticos de PRL en los animales sin estresar,
aunque disminuye su incremento durante el estrés agudo, sin llegar a bioquear

la respuesta al estrés.

Dado que los glucocorticoides inhiben fa secrecién basal de PRL
{L6pez-Calderén, Esquifino y Tresguerres 1984; Oosteron y cols 1985; Briski
y Silvester 1992}, asi como el incremento de esta hormona en respuesta al
estrés agudo {Euker y cols 1975; Rossier y cols 1980), podriamos explicar el
efecto estimulante de la administracién del antisuero sobre los valores basales
de prolactina. Sin embargo, Vale y Rivier {1985} ocbservan que la administracién
de CRH disminuye la secrecion de PRL tanto en ratas adrenalectomizadas como
intactas, por lo gue el efecto inhibidor de la CRH sobre la secrecién de PRL

podria ser independiente de los glucocorticoides adrenales.

En cuanto a la respuesta al estrés de la PRL, Petraglia, Vale y
Rivier (1987a) obtuvieron un resultado similar, pero al antagonizar la 3-endorfina
y la dinorfina A en lugar de la CRH. Puesto que la CRH estimula la liberacién de
R-endorfina y Met-Enk (Nikolarakis y cols 1988), la administracion de anti-CRH,
disminuiria la liberacién de estos péptidos opioides endégencs, por [0 que
observamos [os mismos resultados obtenidos por Petraglia, Vale y Rivier
{1987a), ya que, indirectamente modulariamos la concentracién hipotaldmica

de estos péptidos opioides.

La situacion es diferente durante el estrés crénico. Los resuitados
obtenidos por Lépez-Calderdn y cols en 1989 indican claramente que el efecto
inhibidor de la inmovilizacién crénica sobre la secrecion de PRL es debido a la
hipersecrecién de glucocorticoides consecuencia del estréds, puesto que la
adrenalectomia y no la adrenamedulectomia bloquea la respuesta de esta
hormona al estrés. ;Qué ocurre tras la administracién de anti-CRH?. tras la
inmunoneutralizacién de dicha hormona no se modifica la respuesta de PRL al
estrés crénico. Estos resultados no estédn en contradiccién con los resultados

mencionados sobre adrenalectomia puesto que la administracién de anti-CRH
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no bloquea la respuesta de corticosterona. Por tanto, estos datos serian una
evidencia a favor de que la inhibicion de PRL que se produce tras la
inmovilizaciéon cronica es consecuencia del incremento de corticosterona e

independiente de la CRH hipotaldmica.

Lo que no resulta tan claro de esta accién es el lugar de actuacion
de los glucocorticoides inhibiendo la secrecién de prolactina. Se han identificado
receptores para los glucocorticoides tanto en la hipéfisis {DeKloet, Wallach y
McEwen 1975), como en distintos lugares del cerebro (Birmingham, Stumpf y
Sar 1984; Reul y DeKloet 1985). Los resultados obtenidos /n vitro sugieren que
pueden actuar a nivel hipofisario (Leung y cols 1980; Rotsztejn y cols 1980;
Rotsztejn y cols 1981}, En cambio Briski y Sylvester (1992) observan que la
administracion intracerebroventricular de un glucocortidoide sintético produce
una disminucién significativa de la liberacién hipofisaria de prolactina. Sugieren
por ello que los glucocorticoides modulan la secrecién lactotropa a través de un

mecanismo inhibidor que se inicia en el cerebro.

2.2. Efecto de la naitrexona en la respuesta de gonadotropinas al estrés c¢rénico.

Nuestros resultados apoyan la hipStesis de que la disminucién de
la secrecién de gonadotropinas que se produce como consecuencia del estrés
crénico se debe a la hipersecrecién hipotaldmica de CRH y no a la activacion de

'a secrecion de glucocorticoides adrenales.

Algunos autores sugieren que los opicides endégenos modulan la
inhibicién de la funcién reproductora inducida por el estrés. Se ha descrito que
los opidceos inhiben la secrecién de gonadotropinas (Kalra y Kalra 1983) y sus
antagonistas revierten la disminucién de LH consecuencia de la aplicacién de
distintos tipos de estrés agudo (Petragiia, Vale y Rivier 1986; Briski y Sylvester
1988; O’Byrne, Lunn y Dixon 1989; Norman y Smith 1992). Segun esta
hipétesis el aumento de la secrecién hipotaldmica de la CRH produciria un

incremento de la liberacién de los opioides endégenos, y serfan estos Gltimos
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los que inhibirian la secrecion hipotaldmica de LHRH y secundariamente la de
LH (Petraglia, Vale y Rivier 1986; Almeida, Nikolarakis y Herz, 1988). Para
comprobar si el efecto inhibidor de la CRH sobre 1a LHRH es ejercido de forma
directa 0 mediado por la liberacién de opioides enddégenos administramos
naltrexona a animales tantc controles como estresados. Si el efecto inhibidor
del estrés sobre la LHRH estd mediado por opidceos, al administrar un
antagonista de los receptores opidceos bloquearfamos ia disminucion de LH tras

el estrés.

Lainmovilizacién durante cuatro dias produce una disminucion de
los niveles plasméticos de LH y FSH, asi como del contenido hipotaldmico de
LHRH como ya hablfamos descrito en el experimento anterior. Esto confirma que
la disminucién de los niveles plasmaticos de gonadotropinas va acompanado de
una disminucién dei contenido hipotaidmico de LHRH, asociada con un aumento
de la respuesta hipofisaria a la estimulacién con LHRH exégena (Du Ruisseau
y cols 1979; Lépez-Calderdén y cois 1990), que refleja una inhibicidon de la
sintesis de esta hormona hipotaldmica. Nuestros resultados muestran que la
naitrexona no revierte la disminucién de los niveles plasmaticos de LH y FSH
que se produce como consecuencia del estrés. La pauta de administracién diaria
podria hacernos dudar de la efectividad del tratamiento empleado ya que la
inyeccion continuada de un antagonista opidceo puede inducir tolerancia
(Gabriel y Simpkins 1983). Para descartar esta posibilidad inyectamos morfina
a animales tratados con salino o con naltrexona siguiendo la pauta de
administracién descrita. El tratamiento con naltrexona revierte el efectoinhibidor
de la morfina sobre la LH y asf como el aumento de la secrecién de PRL, lo cual
nos da la seguridad de que este tratamiento con naltrexona ha sido efectivo y
podemos descartar posibles efectos de tolerancia a los opidceos. Ademas, dicho
tratamiento con naltrexona indujo, al contrario que la morfina, un aumento de
la LH y FSH plasmaéaticas y una disminucién de la secrecién de PRL, lo cual
apova la idea de que los opioides enddgenos inhiben tonicamente la secrecién
de gonadotropinas y estimulan [a de PRL. Sin embargo durante el estrés crénico
los opioides enddégenos no parecen jugar un papel importante, ya que la

disminucién de los niveles plasméticos de.LH y FSH, consecuencia de la

117



Estrés y gonadotropinas

inmaovilizacién, fue similar en el grupo tratado con naltrexona y en el tratado con

solucidn salina.

Esta conclusién parece estar en contradiccién con la propuesta
por Briski, Quigley y Meites (1984). Este grupo propone que los opidceos
endégenos estén implicados en 1a disminucién de LH inducida por el estrés
crénico, basandose en gue el tratamiento con naltrexona tiene un efecto -
estimulador de los niveles circulantes de LH en animales sometidos a ayuno o
a estrés quirdrgico. Sin embargo, dicho trabajo no tuvieron en cuenta el efecto
de la naltrexona por si sola y como muestran nuestros propios resultados y los
de la literatura (Sylvester, Cheng y Meites 1980; Bhanot y Wilkinson 1984) la
administracién de antagonistas opidceos activa la liberacién de LH y FSH en

ratas macho intactas.

El tratamiento con naltrexona empleado produjo un aumento del
contenido hipotaldamico de LHRH junto con un aumento en los niveles
circulantes de LH y FSH, lo que nos sugiere gue la naltrexona activa la sintesis
y liberacion hipotaldmica de LHRH. En resumen, tanto el estrés como la
naltrexona afectan a la secrecién de gonadotropinas actuando a nivel central
(Kalra 1981b; Rasmussen y cols 1983; O'Byrne, Lunn y Dixon 1988}, pero
nuestros resultados indican que el estrés crénico y la naltrexona modulan la
neurona LHRHérgica a través de distintos caminos. Sin embargo la naltrexona
tiene mayor afinidad por los receptores i y € y se necesitan grandes dosis de
esta droga para antagonizar los receptores d y K, por lo que no podemos excluir
la posibilidad de que el efecto del estrés crénico sobre el eje gonadal pueda

estar mediado por este tipo de receptores opiaceos.

En cualquier caso, si los péptidos opioides endégenos actuan
centralmente inhibiendo la secrecién hipotaldmica de LHRH, parece ldgico
esperar que durante el estrés crénico aumente el contenido hipotaldmico de los
péptidos derivados de la POMC (proopiomelanocortina). En este sentido, los
datos sobre el efecto del estrés en los niveles hipotaldmicos de B-endorfina son

controvertidos. Los choques eléctricos aplicados de forma aguda producen una
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deplecién rapida del contenido hipotaldmico de 3-endorfina (Millan y cols 1981),
mientras que ni la inmovilizacién aguda (Maggi y cols 1988) ni la aplicacin
prolongada de chogue eléctricos (Przewlocki y cols 1987) modifican los niveles
de este neurotrasmisor. Lopez-Calder6n, Ariznavarreta y Chen (1921} no
observaron ninguna modificacion ni en el contenido hipotaldmico de B-endorfina
ni en los niveles de ARNm de la POMC durante la inmovilizacién crénica, lo cual
es una evidencia mas a favor de que los péptidos opioides no jueguen un papel

importante en la respuesta neuroendocrina al estrés crénico.

En cuanto a la PRL los resultados obtenidos indican que la -
naltrexona produce una disminucion de los niveles plasmaticos basales de esta
hormona, mientras que la morfina los aumenta, es decir, los opidceos
endégenos tienen un efecto estimulante de la secrecién de PRL. Estos efectos
de la morfina y la naltrexona han sido ampliamente descritos por otros autores
y parecen estar mediados por receptores u y k (Van vught y cols 1981; Delitala,
Grossman y Besser 1983; Leaden y Yagenova 1987; Pfeiffer y cols 1987).
Como ya habiamos observado, el estrés crénico produjo una disminucion
significativa de los niveles plasmaticos de PRL. Los animales tratados con
naltrexona y estresados no presentaron modificaciones en los niveles de PRL
con respecto a su grupo control. Con estos resultados no podemos concluir que
- la naltrexona bloquee la respuesta de PRL al estrés crénico pues aunque sf es
cierto que no disminuye los niveles de esta hormona con respecto a su grupo
control, también es cierto que el tratamiento por sf solo disminuye los niveles

de esta hormona a unos valores de estrés.

Con respecto al efecto de la naltrexona sobre la secrecién de
corticosterona los resultados obtenidos sugieren que los opidceos enddgenos
tienen un efecto inhibidor sobre la secrecién de este gsteroide, al igual de lo que
observaron otros grupos {Tolis, Hickey y Guyda 1975; Rittmaster y cols 1985;
Grossman y cols 1986; Allolio y cols 1987; Grossman 1988). Este efecto
parece ejercerse a nivel hipotaldmico puesto que Buckingam (1986) cbservé que
dosis pequenas de 3-endorfina estimulaban la secrecién de CRH en hipotdlamo

mediobasal "in vitro”, mientras que dosis mds altas inhibian la liberacién de esta
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hormona hipotaldmica. La respuesta de corticosterona al estrés no se bloqueé
tras la dosis de naltrexona administrada. Este resultado nos puede indicar que
los péptidos opidceos no intervienen en la respuesta de esta hormona al estrés
crénico, asimismo podria indicar que durante el estrés crénico no aumenta la
liberacién de los opicides endégenos, o que si aumenta, no lo hace en la -
concentracién.- adecuada para afectar al eje hipotdlamo-hipéfiso-adrenal
(Grossman y cols 1986). En cualquier caso el efecto que producirian seria una -
disminucidn de dicha respuesta, de ahi que se les haya implicado en la inhibicidn
de ACTH que ocurre tras repetidas exposiciones a estrés (Buckingham y Cooper
1984).

2.3. Efecto de la CRH y/o naloxona sobre la secrecién hipotalAmica de LHRH in

vitro.

Para corroborar los resultados obtenidos /7 vivo pusimos a punto
una técnica de perifusidn /n vitro. Estudiamos el efecto de la administracién de
un antagonista opidceo, la naloxona asi como la CRH con el objeto de
comprobar si el efecto inhibidor de la CRH sobre la secrecién hipotaldmica de

LHRH podria realizarse independientemente de la activacién de una via opioide.

Ninguna de las sustancias probadas (naloxona, CRH, EDTA, ni el
propio Krebs-Ringer) interfieren en el RIA de LHRH. La linearidad obtenida al
poner distintas alicuotas de un hipotélamo y del medio tras estimulacién con KClI
56 mM, muestran que no existe interferencia de los distintos medios usados,
y que ademds, hay una buena correlacién entre la cantidad de muestra incluida

en el RIA vy la cantidad detectada en el mismo.

La tasa de liberacion basal de LHRH obtenida en las perifusiones
es semejante a la obtenida por Nikolarakis y cols {(1986a y 1986b) que obtienen
una liberacién media de 0.3 pg/min, o a la obtenida en nuestro laboratorio en
incubaciones de hipotidlamo medio basal de 0.216 + 0.03 pg/min (Martin
1991).
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Para validar nuestro sistema de perifusién /n vitro llevamos a cabo
perifusiones en las que eliminamos el calcio del medio y quelamos el caicio
intracelular con EDTA 1mM. La eliminacién de este ién provoca una disminucién
de la liberacién de LHRH y bloquea la respuesta a la gstimulacién con KCI| 56
mM. Se ha descrito un papel fundamental del calcio en los procesos de
exocitosis in vitro para una gran variedad de neuropéptidos {(Drouva, Epelbaum
y Kordon 1982) y neurotransmisores (Rubin 1970). Nuestros resultados estdan
de acuerdo con los obtenidos por Lengyel y cols (1984) que c¢btienen una
disminucién en la liberacién, basal o tras la estimulacién con potasio, de LHRH

al incubar el tejido en medio libre de calcio.

La administracién de CRH a hipotdlamos perifundidos disminuy6
tanto la liberacién basal de LHRH como la respuesta ai potasio. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por otros autores en hipotalamos perifundidos,
en los que la CRH inhibe la secrecién de LHRH, mientras que un antagonista de
la CRH la aumenta (Gambacciani y cols 1986, Nikolarakis y cols 1986a y
1988).

El efecto inhibidor de {a CRH sobre la secrecién hipotaldmica de
LHRH /in vitro carrobora los resultados obtenidos /n vivo al administrar CRH. En
animales adrenalectomizados, la inyeccién de CRH en el tercer ventriculo
disminuye los niveles plasmaéticos de LH, mientras que la administracion
intravenosa de CRH no modifica la secrecién de LH (Ono y cols 1984) lo cual
indica que el efecto inhibidor de la CRH sobre la secrecién de gonadotropinas
se realiza a nivel central. Posteriormente Petraglia y cols {1987) comprobaron
que la administracién central de CRH produce una disminucién de los niveles de

LHRH en el plasma portal.

Una vez verificado el efecto inhibidor de la CRH sobre la secrecién
hipotalamica de LHRH, administramos un antagonista opidceo, la naloxona a
una dosis equimolecular de la empleada de CRH. L.os hipotdlamos perifundidos

con naloxona presentan una secrecion basal y en respuesta al potasio igual a
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los hipotdlamos controles. El hecho de no obtener ninguna modificacién de la
secrecién se puede deber a la dosis de naloxona empleada. Leadem y cols
{1985) y Rasmussen y. colé (1988} demostraron que la concentracién minima
de naloxona necesaria para estimular la liberacién de LHRH, en el complejo
hipotdlamo medio basal y &rea predptica es de 1 mg/ml. Sin embargo, /n vivo
se puede conseguir un aumento significativo de la secrecion de LH con dosis
mucho mas bajas de naloxona (Kalra y Kalra 1983b). Segln Leadem y cols
(1985) la diferente eficacia de la ‘naloxona para bloquear los receptores
opidceos, /n vivo que in vitro podria deberse a que cuando se administra in vitro
existe una mayor dificultad para difundirse pasivamente al interior del tejido. Sin
embargo nos parece mas probable la hipétesis de que los péptidos opioides

actien en vias localizadas fuera del hipotdlamo medic basal.

Por tanto, nuestros resultados muestran que el efecto inhibidor
de la CRH sobre la secrecién de LHRH no se puede antagonizar por naloxona ya
que los hipotdlamos perifundidos a la vez con CRH y naloxona presentaron una

liberacidn igual a la de los hipotdlamos perifundidos sélo con CRH.

Los datos de la bibliografia sobre este tema son dispares. Existen
evidencias tanto a favor, como en contra de una mediaciéon de los opidceos en

la inhibicién de la LHRH por la CRH.

Sirinathsinghji y cols (1983} han sugerido que los opidceos
enddégenos podrian mediar !a accién de [a CRH sobre la LHRH. Se han localizado
terminales axénicas con CRH y B-endorfina en las mismas areas del hipotélamo
medio basal y de la eminencia media (Swanson y cols 1983). Por lo que la CRH
podria estimular la sintesis y secrecién de la proopiomelanocortina en el
hipotdlamo del mismo modo que lo hace en la adenchipéfisis (Gagner y Drouin
1985).

La microinfusidén de CRH en el area arcuato-ventromedial del

hipotdlamo, inhibe el comportamiento de lordosis en la rata, efecto que depende

de la LHRH y se bloquea por la administracién de un antisuero anti--endorfina
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(Sirinthsinghji y cols 1983).

La infusién de naloxona revierte el efecto inhibidor de la CRH
sobre los niveles plasmaticos de gonadotropinas, en los primates (Gindoff y
Ferin 1987b; Barbarino y cols 1989). En la rata castrada, la administracién de
antisuero anti-B-endorfina reduce el efecto inhibidor de la CRH, administrada por
via intracerebroventricular, sobre la secrecién de LH (Petraglia y cols 1987). No
obstante, en estos Ultimos trabajos no analizan el efecto del bloqueo opidceo

ya que por si solo induce un aumento de la secrecién de LH.

Sin embargo Rivier y Vale (1984) observaron que la
administracion de naltrexona o de dexametasona, en dosis que inhibfan el
aumento de B-endorfina, no era capaz de modificar el efecto inhibidor de la CRH
en ratas orquidectomizadas. lgualmente Almeida y cols (1988) no consiguieron
antagonizar el efecto de la CRH enratas macho castradas, por lo que concluyen
que al menos parte de las acciones de la CRH sobre la LHRH no se realizan por

mediacién opidcea.

No se conoce muy bien el efecto de la CRH sobre la secrecion
hipotaldmica de B-endorfina. Mediante inmunchistoquimica se han localizado
terminales axénicas con CRH y B-endorfina en las mismas areas del hipotdlamo
medio basal y de la eminencia media (Swanson y cols 1983). Varios autores
han observado un efecto estimulante de la CRH sobre la secrecién hipotaldmica
de B-endorfina (Nikolarakis y cols 1986a y 1986b; Kapcala y cols 1992). Sin
embargo no se ha podido encontrar un efecto estimulante de la CRH sobre la
3-endorfina hipotaldmica en fragmentos de hipotdlamo o cultivos de
hipotdlamos fetales (Sweep y Wiegat 1989). Incluso en los trabajos en los que
se encuentra un efecto estimulante de la CRH sobre la 3-endorfina hipotaldmica,
dicho efecto es transitorio y no se mantiene mas de 45 minutos (Nikolarakis y
cols 1986b). Adem4ds también se ha descrito que la exposicién prolongada a la
CRH disminuye la expresién del gen de la POMC en cultivos de neuronas
hipotaldmicas fetales (Hereault y Barden 1991}, Estos resultados parecen

indicar que la regulacién de las neuronas del nucleo arcuato del hipotdiamo que
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sintetizan POMC es distinta a la de las células corticotropas hipofisarias, puesto
que en este caso ni la CRH ni el estrés cuando se aplican de manera crénica
aumentan la sintesis y secrecidén de los péptidos derivados de la POMC, al
contrario de lo que ocurre en la hip6fisis anterior. La secrecién hipotaldmica de
los péptidos derivados de la POMC parecen depender fundamentalmente de los
esteroides sexuales y de la dopamina (Wilcox y Roberts 1985; Vermes, Tilders
y Stoof 1985; Chowen-Breed y cols 1989).

Desde hace bastante tiempo se conocen las acciones inhibidoras
de los opidceos endégenos sobre la secrecién de gonadotropinas y parecen
efectuarse a nivel hipotaldmico inhibiendo la secrecién de LHRH. Sin embargo,
cuando se han estudiado dichas acciones en el hipotdlamo /in vitro, los
resultados obtenidos por los distintos autores no son del todo claros. La
naloxona no tiene siempre un efecto estimulante sobre la secrecién de LHRH /in
vitro, sino que dependiendo de la concentracién a la que se la afiada al medio,
puede no sélo no estimular la liberacién de LHRH, sino por el contrario inhibirla
{Rasmussen y cols 1988). Igualmente la administracion de morfina in vivo tiene
una accién claramente inhibidora de fa secrecién de LHRH y LH, sin embargo in
vitro el efecto de la morfina es muy poco claro, puesto que se ha visto que,
dependiendo de la dosis administrada, la morfina puede no tener efecto, inhibir
o incluso estimular |a secrecion hipotaldmica de LHRH (Rasmussen y cols 1988;
Messi y cols 1989).

No podemos excluir la posibilidad de que los opidceos actien
sobre la secrecién de LHRH a través de un receptor que no se active con
morfina ni si bloquee con la naloxona, como se ha descrito para la B-endorfina
{Hazum, Chang y Cuatrecasa 1979). Sin embargo la R-endorfina, que dentro de
los opidceos enddgenos es el que tiene mayor accién inhibidora sobre la
secrecidn de LH (Bicknell 1985) no modifica la secrecién basal de LHRH en
perifusiones de hipotdlamos, sino Unicamente su respuesta al estimulo
despolarizante con potasic (Clough, Hoffman y Sladek 1990; L6pez-Calderén
y cols 1992). Estos datos nos hacen pensar que posiblemente los opidceos

acttien sobre la neurona secretora de LHRH de modo indirecto, quizds a través
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de vias que se encuentren fuera del hipotdlamo medio basal.

Una posibilidad es que la CRH actue directamente sobre la
-neurona secretora de LHRH. A favor de esta hip6tesis estdn los resultados de
Rasmussen y cols (1983) en los que se observa un descenso de la secrecién de
LHRH ai administrar CRH, tanto a hipotdlamo medic basal como en eminencia

media aislada.
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Concilusiones

Las catecolaminas juegan un papel activador en la secrecién de LH
durante los primeros minutos de inmovilizacién. Este efecto parece

estar mediado por receptores a, adrenérgicos.

L.as catecolaminas no intervienen en el aumento de la secrecién de
prolactina que se produce durante los primergs minutos de

inmovilizacién.

El aumento de la liberacién hipotaldmica de CRH durante la
inmovilizacién crénica altera la secrecién de LHRH, dando [ugar
secundariamente a un descenso de la secrecién hipofisaria de

gonadotropinas.

El efecto inhibidor del estrés crénico y de la CRH sobre la
secrecién hipotaldmica de LHRH e hipofisaria de gonadotropinas

no estd mediado por los opioides enddgenos.

El efecto inhibidor de la inmovilizacidén crénica sobre la secrecion

de prolactina es independiente de la CRH hipotaldmica.
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