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The incorporation of 14C-Leucine in pituitary proteins of rats, in vitro, has been
studied.

In absence of stimulation, the pituitaries of adult female rats have shown approxi­
mately twice the capacity of protein biosynthesis in vitro than the pituitaries of
prepuberal female rats (21 days old).

For the stimulation in vitro of the pituitaries, synthetic LH-RH or hypothalamic
extracts from adult or prepuberal female rats were used.

The pituitaries of adult female rats did not respond to any of the stimulation tests
employed.

The pituitaries of prepuberal female rats increased their biosynthetic activity
significantly, when synthetic LH-RH or adult female rat hypothalamic extract was
added to the culture medium. The addition of prepuberal female rat hypothalamic
extract did not alter the basic response.

The female prepuberal rats injected during 5 consecutive days with FSH and LH,
have shown a greater sensibility to LH-RH in vitro than the ones injected with
estradiol and progesterone, or with synthetic LH-RH.

Desde el descubrimiento del control hi-
potalamico sobre la funcion adenohipofi-
saria los avances en el conocimicnto de
los mecanismos que regulan la secrecion
de gonadotrofinas han sido muy impor-
tantes (7, 14, 23). No obstante, los pro-
cesos relacionados con cl control de la
sintesis de la hormona foliculoestimulante

(FSH) y de la hormona luteinizante (LH)
no son bien comprendidos.

Los estudios para determinar el efecto
de las hormonas hipotalamicas liberado-
ras de las hipolisarias foliculoestimulante
y lutcnizante (FSH-RH y LH-RH) sobre
la sintesis de FSH y LH en la hipofisis
dan resultados contradictories, habiendo- 
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se descrito efectos estimuladores de la
LH-RH y de los extractos hipotalamicos
sobre la smtesis de gonadotrofinas en cul-
tivos de tejido hipofisario (6, 10, 11, 20)
o en incubaciones de hemipituitarias (2,
8, 9) asi como su carencia de efecto (18,
21, 22, 25, 26).

Las variaciones en la intensidad de se­
crecion de LH y FSH que se producen a
lo largo de la vida del animal y la forma
en que el hipotalamo las regula han sido
bastante estudiadas (1, 3-5, 15, 17, 19).
Sin embargo, son muy escasos los datos
disponibles en tomo al control de la bio-
sintesis de FSH y LH en la etapa prepu-
ber y las posibles modificaciones que pue-
dan producirse en dicho proceso cuando
el animal llega a la edad adulta (19).

Los experimentos aqui presentados fue-
ron disenados con una triple intention:
investigar las capacidades de biosfntesis
proteica de las hipofisis de hembras pre-
puberes y adultas; observar los efectos de
los extractos hipotalamicos de ratas hem-
bras prepuberes y adultas sobre la biosin-
tesis proteica hipofisaria, y analizar las
modificaciones en la respuesta hipofisaria
a la LH-RH in vitro que se puedan pro­
duct tras inocular a ratas hembras pre­
puberes con hormonas hipotalamicas, hi-
pofisarias u ovaricas, durante cinco dias
consecutivos.

Material y metodos

Se utilizaron ratas Wistar hembras,
mantenidas en 14 horas de luz y 10 de
oscuridad, con agua y comida ad libitum.
En el expcrimento 1 se emplcaron ratas
hembras adultas, de pesos comprendidos
entre 180 y 250 g como donantes de hi­
pofisis y/o hipotalamos. En el experimen-
to 2 se utilizaron ratas hembras de 21 dias,
que hasta entonces habian sido amaman-
tadas por sus madres. En el exnerimcn-
to 3 se emplcaron ratas de 21 dias, quo
fucron inyectadas subcutaneamente du­
rante los cinco dias previos al experimen-
to con uno de los siguientes preparados: 

grupos 1 y 2, suero salino (0,25 ml); gru-
po 3, LH-RH sintetico (Beckman) 5 /xg;
grupo 4, FSH 3,5 U.I. y LH 4 U.I. (per­
gonal, Farma-Lepori); grupo 5, benzoato
de estradiol, 50 /zg (Schering) y proges-
terona 10 mg (Schering).

En las incubaciones de las hipofisis se
utilizo la tecnica de Mittler y Meites
(16) con algunas modificaciones. Los ani-
males eran decapitados en grupos de 3 y
ripidamente las hipofisis disecadas y divi-
didas en mitades. Una vez pesadas se
transferian a tubos que contenian 0,5 ml
de medio Tc 199. En todos los casos se
procure que las dos hemipituitarias que
procedian del mismo animal recibieran
estimulos diferentes. Despuds de 10 mi-
nutos de preincubacion, las hemipituita­
rias se transferian a otro tubo que conte-
nia 0,5 ml de medio Tc 199 y 0,5 /zCi de
Leucina-C14 (actividad especffica 270 mCi/
nmol), y el siguiente estimulo:

Experimentos 1 y 2: en los grupos 1,
0,1 ml de suero salino (control); en los
grupos 2, LH-RH sintetica, 10 nmoles
(8), y en los grupos 3 y 4 extract© hipo-
talamico de rata obtenido con HC1 0,1 M
segun el metodo de McCann et al. (13)
y neutralizado con bicarbonate de sodio
(27). El grupo 3 recibio el equivalente a
medio hipotalamo de rata adulta (16) y el
grupo 4 el equivalente a un hipotalamo
de rata prepuber, siendo en ambos casos
identica la cantidad de tejido.

Experimento 3: El grupo 1 recibio
0,1 ml de suero salino (control). Los gru­
pos restantes 10 nmoles de LH-RH sin­
tetica.

Los tubos conteniendo las hemipituita­
rias con sus correspondientes medios de
incubation fueron mantenidos durante
1 hora a 37° C, con agitation continua y
bajo una atmosfera de 95 % O2 y 5 °/o
CO.,. Despucs de la incubation, fueron
rapidamentc enfriados a 2° C y lavados
con suero salino frio. Sc homogeneizaron
en 1 ml de suero salino y a cada prepa­
ration sc adiciono 1 ml de TCA al 20 %, 
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centrifugando a continuation. Los preci-
pitados se lavaron con 1 ml de TCA al
10 % dos veces, seguidas de centrifuga­
tion. El ultimo precipitado fue disuelto
en 0,5 ml de solueno 300 (Packcard) y se
le anadio 10 ml de PPO al 5 % y dimetil-
POPOP al 0,1 % en tolueno. El contaje
de la radioactividad de las muestras se
efectuo, despues de dejarlas toda la noche
en la oscuridad a 4° C, en un contador de
centelleo liquido Packard (modelo 3390).

Resultados

La incubation de las hipofisis de ratas
adultas con LH-RH sintetica, extractos
de hipotalamos de hembras adultas o ex­
tractos de hipotalamos de hembras pre­
puberes (experimento 1) no incrementa
significativamente la incorporation de leu-
cina-C11 en las proteinas hipofisarias (ta­
bla I).

La incubation de las hipofisis de ratas
prepuberes en condiciones basales revela
una incorporation de leucina-C14 signi­
ficativamente inferior a la encontrada
para las hipofisis de las hembras adultas 

en las mismas condiciones (p < 0,001).
Cuando se incubaron en presencia de LH-
RH sintetica o de extractos de hipotala­
mos de hembras adultas (experimento 2)
se encontraron aumentos significativos de
la sintesis proteica hipofisaria. En cam­
bio, la presencia de extractos de hipota-
lamo de ratas prepuberes (21 dias de edad)
en el medio de incubation no modifica la
respuesta basal de las hipofisis de hembras
prepuberes.

Los resultados obtenidos al incubar en
presencia de LH-RH sintetica las hipofi­
sis de ratas prepuberes que previamen-
te habian sido tratadas con hormonas
hipotalamicas, hipofisarias o gonadales
(experimento 3), muestran como el tra-
tamiento durante 5 dias consecutivos con
LH-RH sintetica o estradiol y progestero-
na no modifica significativamente la sinte­
sis proteica hipofisaria, obtenida a partir
de las hipofisis de los animates control
(tabla II). En cambio, un tratamiento
previo de las hembras prepuberes con LH
y FSH conjuntamente, hace que la sinte­
sis proteica hipofisaria en presencia de
LH-RH aumente significativamente res-
pecto de los controles.

Tabla I. Incorporation de leucina-C'* a proteinas hipofisarias de rata hembra in vitro en
presencia de preparados hormonales hipotalamicos.

E.H.R. = Extracto hipotal^mico de rata. N.S. = No significative. Entre pardntesis, nlimero de
incubaciones. Los resultados se expresan en x ± S.E. Las comparaciones con los testigos

(grupos 1) se efectuaron mediante el test «t de Student®.

Grupo Estimulo

Peso do tojido
hlpofisario

(mg)
Incorporaclon

(DPM/mg hlpdflsis)
Comparaclon
vs. grupo 1

EXPERIMENTO 1: Ratas adultas
1 Suero salino (10) 7.6 ±0,5 226±30 ■—
2 LH-RH (7) 8.1 ±0.7 318± 18 N.S.
3 E.H.R. adulta (6) 8,3±0,5 223±26 N.S.
4 E.H.R. prepuber (8) 7,9 ±0,3 269±31 N.S.

EXPERIMENTO 2: Ratas prepuberes
1 Suero salino (9) 3,5 ±0,3 130±11 —
2 LH-RH (11) 2,8±0.4 280 ±23 <0,001
3 E.H.R. adulta (6) 2,9±0,4 179±22 <0.05
4 E.H.R. prepuber (8) 3,3±0,2 141 ± 14 NS.

3
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Tabla II. Incorporation de leudna-C'* a proteinas hipofisarias de ratas hembras prepube-
res, previamente tratadas con hormonas hipotalamicas, hipofisarias o gonadales, incubadas

en presencia de LH-RH in vitro (experimento 3).
Todas las incubaciones se realizaron con 10 nM de LH-RH excepto en el grupo 1 que se
incubo suero salino. E.H.R. = Extracto hipotalamico de rata. N.S. = No significative. Entre
parentesis, niimero de incubaciones. Los resultados se expresan en x ± S.E. Las comparaciones

con los testigos (grupos 2) se efectuaron mediante el test «t de Student».

Discusion

Grupo Tratamiento previo

Peso de tejido
hipofisario

(mg)
Incorporacidn

(DPM/mg hipofisis)

Comparacidn
vs. grupo 2

P

1 Suero salino (8) 3,6±0,2 127± 9 —
2 Suero salino (7) 2,9±0,1 167±13 —
3 LH-RH (8) 3.1 ±0,2 195±13 N.S.
4 FHS + LH (8) 3,6±0,4 285 ±49 <0,05
5 Est. 4- Prog. (8) 3,3±0,2 228 ±32 N.S.

La incorporation de leucina-C14 a pro­
teinas hipofisarias de rata en las diferen-
tes situaciones experimentales ensayadas
representa solo una primera aproxima-
cion a lo que en realidad ocurre con la
FSH y la LH. En presencia de un mate­
rial tan heterogeneo como un extracto
hipotalamico, deben estar sintetizandose y
liberandose al medio de incubation varias
hormonas simultaneamente. Por ello, la
vision que los extractos puede aportar
sobre el problema debe quedar reducida
a los efectos comparatives entre los que
proceden de ratas adultas y aquellos en
que las donantes fueron ratas prepuberes.
En el mismo sentido, la aportacion de la
LH-RH sintetica puede considerarse mds
precisa, pues sus efectos se reducirian a
las acciones que produzcan en las celulas
gonadotropas hipofisarias, al menos en
tcoria, y los dates obtenidos mas direc-
tamente imputables a las gonadotrofinas.
En condicioncs basalcs los resultados
muestran que la capacidad de biosmtesis
proteica de la hipofisis de rata hembra
prepuber csta en un orden de actividad
signilicativamente inferior al de las ratas
adultas. Tambien sc comportan de un
modo diferente a los cstimulos.

Varies autores (IS, 21, 22, 25, 26) han 

descrito que la presencia de LH-RH de
diversas procedencias en el medio de in­
cubation de hemipituitarias o celulas hi­
pofisarias dispersadas no estimulan la sin-
tesis de FSH ni de LH en periodos de
tiempo de hasta tres horas, lo que coin­
cide con nuestros resultados.

En cambio, las hipofisis que proceden
de ratas hembras prepuberes doblan su
actividad biosintetica en presencia de LH-
RH sintetica, resultado que coincide con
el obtenido por Liu et al. (12) empleando
machos de la misma edad.

Resulta interesante el hecho de que el
extracto hipotalamico de ratas hembras
prepuberes sea incapaz de estimular la
sintesis proteica in vitro en las hipofisis
de los animales de la misma edad, en
contraste con el efecto estimulador que
tiene el extracto hipotalamico de ratas
adultas sobre la hipofisis de las prepube­
res, lo cual parece atribuible a una baja
concentration de hormonas liberadoras de
gonadotrofinas en el hipotalamo de la
rata hembra prepuber.

Desde este punto de vista, la inocula­
tion de hormonas hipotalamicas, hipofisa­
rias o gonadales a ratas hembras de 21
dias provocarian efectos de retroalimen-
tacion (feed-back) que de alguna forma
inducirian cambios en cl hipotalamo y la
hipofisis, lo cual podria traducirse en una 
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modificacion de la respuesta a la LH-RH
in vitro. No obstante, los resultados obte-
nidos (experiment© 3) muestran que no
ha habido alteraciones hipofisarias signi-
ficativas, por lo que la respuesta a la LH-
RH in vitro se refiere, tras el tratamien-
to con cinco dosis de LH-RH sintetica.
Se observa, en cambio, una importante
evolution en los animales que recibieron
FSH y LH; sus hipofisis in vitro respon-
den mejor a la ©stimulation por la LH-
RH, alcanzando los niveles de biosintesis
proteica de las hipofisis de las adultas.
Esta influencia de las gonadotrofinas so-
bre las hipofisis solo podria tener lugar
a traves de fenomenos feed-back de sig-
no positivo (24).

Si se tiene en cuenta ademas que las
hormonas ovaricas, estradiol y progeste-
rona, a las dosis ensayadas, tienen una
escasa capacidad de modificacion de la
respuesta hipofisaria a la LH-RH in vitro
(19), cabria suponer que el feed-back se
produce por action directa de la FSH y
la LH sobre el hipotalamo (24), y no a
traves de las hormonas ovaricas.
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Resumen

Se estudia la incorporacidn de leucina-C14 en
proteinas hipofisarias de rata hembra in vitro.

La hipdfisis de ratas adultas, en ausencia de
estimulos, mostr6 una capacidad de biosintesis
proteica in vitro aproximadamente doble de
las hip6fisis de las prepUberes.

Para la ©stimulation in vitro de las hipdfisis
sc utilizd LR-R1-I sintdtica o extrados hipota-
Ifimicos de ratas adultas o prepuberes. Las hi­
pofisis de ratas adultas no respondieron a nin- 

guno de los estimulos ensayados, mientras que
la de las prepbberes aumentaron significativa-
mente su actividad biosintetica cuando se ana-
di6 al medio de incubation LH-RH sintetica o
extracto hipotal&mico de rata adulta. La adi-
ci6n de extracto hipotal&mico de rata prepGber
no altero la respuesta basal.

Las ratas prepdberes (21 dias de edad) in-
yectadas durante 5 dias consecutivos con FSH
y LH mostraron una mayor sensibliidad a la
LH-RA in vitro que las inyectadas con estra­
diol y progesterona o con LH-RH sintetica.
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