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Incorporation of "C-Uridine in pituitary RNA from adults or prepuberal female
rats in vitro, incubated with synthetic LH-RH or hypothalamic extracts, was studied
in this work.

RNA synthesis was not increased by any of the assayed stimuli in adult female rat
pituitaries.

The 14C-Uridine incorporation in pituitary prepuberal female rats increased in
presence of synthetic LH-RH or adult female hypothalamic extracts, but not in pres-
ence of prepuberal female hypothalamic extracts.

The differences found in the in vitro behaviour between pituitaries from prepuberal
and adult female rats, and between their respective hypothalamic extracts, are attribut-
ables to the evolution of these organs along the sexual maturing process.

En los últimos años se ha intensificado
notablemente el estudio de los fenómenos
fisiológicos que conducen a la aparición
de la pubertad en los mamíferos. La evo
lución de las concentraciones séricas de
gonadotrofinas, el contenido hipotalámico
de hormonas liberadoras y los cambios de
respuesta que se van produciendo a lo
largo de dicho proceso han sido los as
pectos del problema más estudiados (1,
3-7, 12). En cambio, los datos disponi
bles en torno al control de la síntesis de
gonadotrofinas en la hipófisis y las posi

bles modificaciones que se pudieran pro
ducir en el mismo son poco conocidas
(3, 18).

La naturaleza glicoproteica de la FSH
y la LH requiere que su biosíntesis vaya
precedida de síntesis de RNA. Varios au
tores (3, 9-14) han descrito que los ex
tractos hipotalámicos y la LH-RH esti
mulan la síntesis de proteínas y/o gona
dotrofinas en hipófisis de rata in vitro, así
como una acción diferente de estos pro
ductos según que las hipófisis procedan
de hembras prepúberes o de adultas (3).
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Con respecto al RNA los datos son me
nos abundantes; no obstante, Justisz et
a!. (11) han obtenido evidencia de que el
RNA participa en la acción de la LH-RH
sobre la hipófisis, puesto que sus efectos
quedan suprimidos usando un inhibidor
de la síntesis de RNA (actinomicina D).

El trabajo presente se diseñó con un
triple objetivo: analizar la capacidad de
biosíntesis de RNA de las hipófisis de ra
tas hembras prepúberes y adultas; estu
diar el efecto que sobre dicho proceso tie
nen los extractos de hipotálamo, compa
rando los de hembra adulta con los de
prepúber; y observar el comportamiento
de las hipófisis adultas y prepúberes fren
te a la LH-RH sintética in vitro, en cuan
to a síntesis de RNA.

Material y métodos

Se utilizan ratas Wistar hembras, man
tenidas con ciclos de 14 h de luz y 10 de
oscuridad, con agua y comida ad libitum.
Las ratas adultas utilizadas como dona
doras de hipófisis o hipotálamos pesan
entre 180 y 250 g. Las ratas prepúberes
utilizadas a los 21 días de edad permane
cen con sus madres hasta el día del sa
crificio.

En las incubaciones de hipófisis se uti
liza la técnica de Mittler y Meites (17),
con algunas modificaciones. Los anima
les se decapitan en grupos de tres y las
hipófisis disecadas, divididas en mitades,
pesadas y transferidas rápidamente a un
tubo conteniendo 0,5 mi de medio TC199.
Después de 10 min de preincubación las
tres hemipituitarias se transfieren a un
tubo conteniendo 0,5 mi de medio TC199
y 1 //.Ci de uridina-C14 (Radiochcmical
Ccnicr, Amersham, actividad específica
405 mCi/mmol), y se le adiciona 0,1 mi
de la solución que contiene el producto
usado como estímulo. Se procura que las
hemipituitarias hermanas reciban estímu-

Como estímulos se han utilizado la LH-
RH sintética (Beckman) y los extractos
los diferentes.

hipotalámicos de ratas adultas o prepú
beres, obtenidos por el método McCann
et al. (15, 16), con HC1 0,1 M y neutraliza
dos con bicarbonato sódico (21). Las dosis
empleadas equivalen a medio hipotálamo
de rata adulta, un hipotálamo de rata pre
púber o 10 nmoles de LH-RH sintética
por tubo de incubación. Los controles se
incuban con 0,1 mi de suero salino.

Los tubos con las tres hemipituitarias
y sus respectivos medios de incubación se
mantienen durante 60 min a 37° C con
agitación y oxigenación continuas. Al final
del proceso de incubación las hipófisis
eran rápidamente enfriadas a 2o C, lava
das con solución salina, homogeneizadas
y precipitadas con TCA al 10 %. Los
precipitados lavados dos veces con TCA
al 10 %, seguidos de centrifugación. El
último precipitado se resuspende en TCA
al 5 % y se calienta a 90° C durante 30
minutos para extraer los ácidos nucleicos.
El sobrenadante se añade a 10 mi de lí
quido de centelleo, compuesto por PPO
al 0,5 % y Dimetil POPOP al 0,01 % en
tolueno, conteniendo además 15% de Tri
tón X-100. El contaje de las muestras se
efectúa en un contador de centelleo Pac-
kard 3390.

Resultados

Las hipófisis de ratas hembras prepú
beres tienen una capacidad basal de sín
tesis de RNA significativamente superior
al de las adultas (p < 0,005).

Las hipófisis de hembras adultas no
muestran alteraciones en la incorporación
de uridina-C14 después de una hora de
incubación en presencia de extractos hi
potalámicos de hembras adultas o prepú-
bcrcs, ni en presencia de LH-RH sintéti
ca (tabla I).

El extracto hipotalámico de hembras
adultas y la LH-RH sintética aumentan
la incorporación de uridina-C14 en las hi
pófisis de hembras prepúberes in vitro.
La incubación de estas hipófisis con ex
tracto hipotalámico de hembras prepú-
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beres no alteró significativamente Ja sín
tesis de RNA (tabla II).

Tabla I. Incorporación de uridina-C'4 en RNA
de hipófisis de rata adulta incubadas con ex

tractos hlpotalámicos y LH-RH in vitro.
Los resultados se expresan como X ± S.E. Las
comparaciones con los controles se efectuaron
mediante el test t de Student. Entre paréntesis
el número de incubaciones por grupo. E.H.R.=
Extracto hipotalámico de rata. N.S. = No sig

nificativo.

Tabla II. Incorporación de uridina-C'4 en RNA
de hipófisis de rata hembra prepúber incuba
das con extractos hipotalámicos y LH-RH in

vitro.
Los resul.ados se expresan como X ± S.E. Las
comparaciones con los controles se efectuaron
mediante el test t de Student. Entre paréntesis
el número de incubaciones por grupo. E.H.R.=
Extracto hipotalámico de rata. N.S. = No sig

nificativo.

Estímulo

Peso de
tejido

hipoflsario
(mg)

Incorpo
ración

DPM/mg
Tejido

Compara
ción vs.
control

Control (s. salino)
(9) 8,6 ±0,5 169 ± 15 —

E.H.R.prepúber(8) 7.9 ±0,3 172±30 N.S.
E.H.R. adulta (7) 8,2 ±0,4 253 ±38 N.S.
LH-RH (7) 8,9 ±0,7 182±29 N.S.

Estímulo

Peso de
tejido

hlpofisario
(mg)

Incorpo
ración

DPM/mg
Tejido

Compara
ción vs.
control

Control (s. salino)
(9) 2,9 ±0.5 236 ±45 —

E.H.R. prepúber (9) 3,6 ±0,7 313±17 N.S.
E.H.R. adulta (10) 3,2±0,6 453 ±52 p<0,01
LH-RH (11) 3,5 ±0,3 392 ±33 p<0,05

Discusión

Los resultados obtenidos en cuanto a
incorporación de uridina-Cu en hipófisis,
en presencia de extractos hipotalámicos o
de LH-RH, deben considerarse como una
aproximación a los efectos que pudieran
tener sobre la síntesis de RNA específico 

de las gonadotrofinas, ya que al mismo
tiempo se ensayan productos heterogéneos,
como los extractos, sobre un tejido (hipó
fisis) que contiene varios tipos de células
además de los gonadotrofos y que deben
sintetizar tipos muy distintos de RNA.
Así, de los resultados obtenidos con los
extractos hipotalámicos sólo será deduci
do el efecto comparativo de los que pro
ceden de ratas adultas y de prepúberes.
Los efectos de la LH-RH, en cambio,
pueden considerarse más específicos.

De los datos obtenidos puede deducirse
que la fisiología de hipófisis e hipotála-
mos de hembras prepúberes y adultas es
muy distinta.

La mayoría de los autores coinciden en
que existe algún control hipotalámico so
bre la hipófisis desde antes del nacimien
to, el cual va sufriendo alteraciones a lo
largo de la vida (2, 8, 10, 12, 18). En el
hipotálamo ha sido detectada actividad
FSH-RH y LH-RH, al menos desde los
10 días de vida, en las ratas hembras (10).
Este hecho está en aparente contradicción
con la ineficacia del hipotálamo de 21
días para estimular la síntesis de RNA,
y de proteínas (3), ya que el hipotálamo
de las hembras adultas produce incremen
tos significativos en ambos procesos en
las hipófisis de prepúberes.

Dóhler et al. (7) describen que la con
centración de FSH y de LH en hipófisis
es máxima a los 21 días en la rata hem
bra, superando los niveles precedentes y
posteriores, incluida la edad adulta. Estos
datos podrían explicar que la síntesis ba-
sal de RNA sea mayor en las hipófisis
de prepúberes que en las de adultas, ya
que la biosíntesis hormonal es mayor.
Por otra parte, este proceso necesita de
una estimulación proporcionalmente alta
por parte del hipotálamo, que debe in
crementar la liberación de FSH-RH y/o
LH-RH. Esto puede haber conducido a
que la concentración hormonal hipotalá-
mica sea mínima, y en consecuencia, el
extracto sea pobre en estos productos.
Dicha circunstancia podría explicar la 
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ineficacia del extracto de prepúberes fren
te al de adultas y la LH-RH, al estimular
la síntesis de RNA.

La ausencia de estimulación de la sín
tesis de RNA obtenida en la incubación
de las hipófisis de rata adulta con LH-RH
y extractos hipotalámicos coincide con
los resultados descritos previamente (3)
en cuanto a síntesis proteica en experi
mentos similiares, y también por Yoshi-
da el al. (20), que utilizando hembras
castradas bloqueadas con estradiol y pro-
gesterona encuentra que a los 60 minu
tos de incubación no hay síntesis neta de
RNA.

Resumen

Se estudia la incorporación de uridina-C1*
en RNA de hipófisis de ratas adultas o prepú
beres in vitro, incubadas en presencia de ex
tractos hipotalámicos o LH-RH.

Las hipófisis de las hembras adultas no in
crementan su síntesis de RNA con ninguno de
los estímulos ensayados. Las de las hembras
prepúberes incrementan la incorporación de
uridina-Cu en presencia de extractos hipota
lámicos procedentes de ratas adultas y en pre
sencia de LH-RH sintética; no se observa al
teración alguna al incubarlas con extractos hi
potalámicos procedentes de hembras prepú
beres.

Las diferencias de comportamiento encontra
das entre las hipófisis de hembras adultas y de
prepúberes, así como entre los extractos proce
dentes de sus respectivos hipotálamos, son atri
buidos a la evolución que tiene lugar a lo largo
de la maduración sexual en dichos órganos.
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