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PALABRAS CLAVE Resumen

Ratas con enanismo Objetivo: La restriccion energética leve y cronica resulta en una enfermedad de origen
por desnutricion; nutricional, enanismo por desnutricién (ED), con retraso del crecimiento y del desarrollo
Liberacion puberal. Se evalud el perfil de secrecion hipotalamica de hormona liberadora de la
hipotalamica de hormona luteinizante, basal y por estimulacion con glutamato en ratas ED a fin de dilucidar
hormona liberadora la disfuncion gonadotrofica. Asimismo, se evalud la capacidad reproductiva de dichos
de la hormona animales durante la realimentacion.

luteinizante; Materiales y métodos: 60 ratas de destete se dividieron en 2 grupos: Control (C) y
Capacidad experimental (ED). C fueron alimentadas a demanda libre con una dieta balanceada para
reproductiva roedores. ED recibi6 el 80% de la dieta consumida por C, durante 4 semanas (T4); AT4, ED

fue alimentado a demanda libre por 8 semanas. Diez ratas de cada grupo fueron
sacrificadas cada 4 semanas para los ensayos.

Resultados: A T4, peso y longitud corporal de ED frente a C disminuyeron significativa-
mente (p<0,001). No se observaron cambios en la secreciéon basal, la frecuencia y la
amplitud de pulsos de hormona liberadora de la hormona luteinizante de ED frente a C en
ninguno de los tiempos estudiados. Por estimulacion con glutamato, la secrecion de
hormona liberadora de la hormona luteinizante de ED frente a C fue significativamente
mayor a T4 (p<0,05). Durante la realimentacion, los ED alcanzaron el crecimiento
compensador y la capacidad reproductiva.

Conclusiones: Los resultados sugieren una menor madurez del SNC en los animales ED
después de la restriccion en relacion a su edad cronoldgica. El crecimiento somatico
adecuado y la capacidad reproductiva normal en las ratas ED realimentadas sugieren la
reversibilidad de dichos procesos comprometidos por la restriccion global, leve y cronica.
© 2009 SEEN. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.
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Neuronal LHRH system activity in an animal model of growth retardation

Abstract

Objective: Mild and chronic energy restriction results in growth retardation with puberal
delay, a nutritional disease known as nutritional dwarfing (ND). The aim of the present
study was to assess the profile of hypothalamic luteinizing hormone-releasing hormone
(LHRH) release, at baseline and under glutamate stimulation, in ND rats to elucidate
gonadotrophic dysfunction. Reproductive ability during refeeding was also studied.
Material and methods: At weaning, 60 male rats were assigned to two groups of 30
animals each: a control and an experimental group. Control rats were fed ad libitum with a
balanced rodent diet. The experimental group received 80% of the diet consumed by the
control group for 4 weeks. After 4 weeks of food restriction, the ND group was fed freely
for 8 weeks. Ten rats from each group were sacrificed every 4 weeks for assays.

Results: At week 4, body weight and length were significantly diminished in the
experimental group vs. the control group (p<0.001). No changes were observed in LHRH
baseline release, pulse frequency or amplitude in the experimental group compared with
the control group at any time. However, under glutamate stimulation, LHRH release was
significantly higher in ND rats than in control rats at week 4 (p<0.05). Refeeding the ND
group allowed the rats to reach overall growth and reproductive ability.

Conclusions: The results of the present study suggest that the response to the facilitatory
effect of glutamate on LHRH release in post-restricted ND rats is probably related to a
lesser central nervous system maturation in relation to their chronological age. The
adequate somatic growth and normal reproductive ability attained with refeeding suggest
the reversibility of the two energetically costly processes compromised by global, mild and

chronic food restriction.

© 2009 SEEN. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El crecimiento es un proceso biologico complejo condicio-
nado por factores genéticos', nutricionales?, endocrinos®®y
farmacologicos’, entre otros. De todos los factores condi-
cionantes del crecimiento y del desarrollo del individuo, el
factor nutricional es, probablemente, el de mayor influencia
y por ende, variaciones cuali o cuantitativas en la dieta
pueden desencadenar disfunciones metabdlicas y/o neu-
roendocrinas con consecuencias negativas evidentes en los
procesos de crecimiento y desarrollo corporales.

Desde comienzos de la década del 80, Lifshitz et al®'?
describieron una entidad clinica patolégica conocida como
enanismo por desnutricion (ED), un tipo de desnutricion
cronica observada en nifios y adolescentes, manifestada por
un déficit de los indices antropométricos peso/edad y talla/
edad con un peso/talla e indicadores bioquimicos de
malnutricion dentro de limites normales. Es por esta razon
que dichos nifos no se presentan emaciados como comin-
mente se observa en casos de desnutricion grave asociada a
la pobreza'® o en trastornos de la alimentacién, como la
anorexia nerviosa'®.

Si bien es sabido que la falta de disponibilidad
del alimento es la causa mas comdn de desnutricion en los
paises en desarrollo, el patron de crecimiento del ED no
necesariamente se observa en circunstancias relacionadas al
hambre y a la pobreza'®'2. Puede decirse, entonces, que
el deterioro del crecimiento que presenta el ED podria ser la
consecuencia de habitos alimentarios inapropiados como el
de la disponibilidad de alimento limitada.

El ED, enfermedad de origen nutricional sin evidencia
primaria de endocrinopatia, de falla organica o de retardo

mental'”, puede ser el resultado de creencias sociocultura-

les relativas al peso corporal y a la dieta. La obsesion de una
sociedad que basa el éxito de un individuo en la imagen
corporal, asi como el temor a la hipercolesterolemia o al
infarto de miocardio, pueden desencadenar en un ED. Nifos
o adolescentes que consumen dietas saludables para
adultos, dietas hipocaloricas por energia global insuficiente
o restringidas en grasas, dietas cuya composicion es
deficiente en acidos grasos esenciales, minerales o de mala
calidad proteica, pueden resultar en un ED"".

En nuestro laboratorio hemos descrito un modelo expe-
rimental de ED en ratas macho de destete, el cual recrea
esta entidad clinica observada en nifios que consumen dietas
inapropiadas deficientes en la energia global necesaria para
lograr una ganancia de peso corporal y un crecimiento
longitudinal adecuados'®.

A semejanza del ED humano, el modelo de rata ED
presenta una disminucion en la velocidad de ganancia de
peso corporal proporcional a la disminucion en la velocidad
de crecimiento longitudinal, lo que hace no evidente un
déficit del peso para la longitud.

En relacion al perfil hormonal, en estudios previos
realizados en nuestro laboratorio se observd que las
concentraciones séricas de GH, IGF-1, LH, FSH y testosterona
disminuyeron sensiblemente en el grupo ED tras la restric-
cion, resultados compatibles con el retraso del crecimiento
somatico y del desarrollo puberal descritos en el presente
modelo de estrés nutricional'’. Sin embargo, no se observa-
ron modificaciones en el contenido de hormona liberadora
de la hormona luteinizante (LHRH) en el hipotalamo medio
basal (HMB) de los animales ED respecto de sus controles.
Dichos hallazgos no determinan la ausencia de inhibicion de



Actividad del sistema neuronal LHRH en un modelo animal de retraso del crecimiento 189

la secrecion pulsatil de LHRH por la restriccion de alimento.
Las concentraciones séricas disminuidas de gonadotrofinas
hipofisarias en los animales restringidos sugieren una
disminucion de la actividad del pulso generador del sistema
neural LHRH".

Debido a que existe un consenso general de que la
pubertad se inicia cuando el pulso generador de LHRH
incrementa su actividad'®'®, y a que el inicio de la pubertad
implica un cambio del patron de secrecion de gonadotrofinas
hipofisarias, desde un tipo prepuberal, caracterizado por
una actividad de las neuronas LHRH baja, a un patrén adulto
de secrecion de gonadotrofinas con una activacion fasica y
sincrénica de neuronas LHRH?, el propésito del siguiente
estudio fue evaluar el patréon de secrecion de LHRH a través
de la liberacion basal, la frecuencia y amplitud de pulsos del
mismo en el HMB en el presente modelo animal de ED.
Asimismo, dado que la pubertad es el resultado, al menos en
parte, del desarrollo o de la activacion de vias facilitadoras
que controlan la secrecién de LHRH?'"%4, se estudié la
sensibilidad del sistema neural de LHRH en el HMB de ratas
ED, a través de la secrecion estimulada de dicho decapépti-
do frente a la administracién de un aminoacido excitador
como el glutamato.

Como Ultimo objetivo se estudido el efecto de la
disponibilidad de alimento sobre el crecimiento somatico y
la capacidad reproductiva durante la realimentacion de los
animales ED.

Materiales y métodos
Animales de experimentacion

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar desde el
destete (21-22 dias de edad) provenientes del bioterio de la
Catedra de Bioquimica General y Bucal de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Buenos Aires. Los animales
de experimentacion se dividieron en 2 grupos: Control (C) y
un grupo experimental (ED). Los animales se ubicaron en
jaulas galvanizadas con piso de malla con el propdsito de
mantener las condiciones de higiene y de evitar la
coprofagia. La temperatura ambiental del bioterio fue de
214+1°Cy la humedad, del 50-60%. Se respetaron los ciclos
de luzos-curidad para evitar alterar el ritmo de alimentacion
de los animales. Todos los experimentos fueron realizados
cumpliendo las normas del «NIH Handbook on the Care and
Management of Laboratory Animals» y aprobado por el
Comité de Etica de la Universidad de Buenos Aires.

Dieta

Los animales de experimentacion se alimentaron con una
dieta balanceada para roedores, purina, presentada bajo la
forma de cilindros prensados, cuya composicion centesimal
fue la siguiente: humedad: 6,20%, proteinas: 23,5%, grasas:
7,60%, cenizas: 6,30%, hidratos de carbono: 56,40%; lisina
disponible: 5,5g/100¢g proteina. El grupo C recibio la dieta
en condiciones de libre demanda durante todo el periodo
experimental, la que cubrié el 100% del requerimiento
energético total, mientras que ED recibid, por cada 100 g de
peso corporal, un 80% de la misma dieta que C, administrada
diariamente desde el destete, durante 4 semanas. La

realimentacion del grupo ED se realizo con la misma dieta,
administrada en condiciones de libre demanda, hasta
alcanzar la longitud corporal de los animales controles de
igual edad cronologica (aproximadamente 8 semanas).
Durante todo el periodo experimental, ambos grupos
recibieron agua en condiciones de libre demanda.

Disefio experimental

Los animales se distribuyeron al azar en 2 grupos: C y ED.
Durante el periodo experimental se realiz6 el seguimiento
del peso (P) y de la longitud (L) corporales. El consumo de
alimento se registré cada 24h. A partir de los 40 dias de
edad, se controlaron diariamente los animales C y ED para
observar la ocurrencia de separacion balanoprepucial como
signo de pubertad® y estimar en cada grupo de animales, C
y ED, la edad promedio de aparicion.

Al destete (TO) y cada 4 semanas (T4, T8 y T12) se
sacrificaron por decapitacion 9-10 animales por grupo
seleccionados al azar para la determinacion de la secrecion
basal de LHRH en HMB; a T4, T8 y T12 se realizaron los
estudios de frecuencia y amplitud de pulsos de LHRH en
HMB; a TO y T4, la determinacion de la secrecion estimulada
de LHRH en HMB en presencia de glutamato.

Una vez finalizada la cuarta semana de realimentacion, la
capacidad reproductiva de las ratas macho ED fue probada
evaluando la incidencia de prefnez de ratas hembra
sexualmente maduras. Las ratas C y ED se aparearon con
hembras controles y se determiné el porcentaje de prefez.
Asimismo, se evalué el numero de crias por hembra y al
destete se determinaron el peso y la longitud corporales de
los animales. Dichos parametros permitieron calcular el
puntaje Z-P/Ly se compararon con las curvas normales de
crecimiento para establecer el porcentaje de déficit
respecto de la poblacion de referencia de la misma edad?®.

Evaluacioén del crecimiento

a) Antropometria: se midieron P y L guardando un ayuno
minimo de 2h y maximo de 4h, previo a las mediciones.
La frecuencia de medicion de P y L fue diaria y semanal,
respectivamente. P se midi6 utilizando una balanza
Mettler PC 4000 con una precision de +1mg. Los
animales se anestesiaron ligeramente por exposicion a
éter para la medicion de L. Con los datos obtenidos se
estableci6 la categoria antropométrica utilizando la
curva percentilada de P/L y el calculo del puntaje Z.
Este ultimo resulta de aplicar la siguiente férmula:
puntuacion Z=(x—x{)/DE, donde X: mediana, X;: valor
del sujeto en estudio y DE: desviacion estandar del valor
de la mediana. La puntuacion Z expresa el valor de una
puntuacion relativa a la mediana y a la DE de una
distribucion de referencia®®.

Ingesta dietética: la ingesta de dieta se midié diaria-
mente con una balanza Mettler PC 4000 con una precision
de +1mg. La medida de consumo de alimento se
determiné por la diferencia de peso del comedero de
2 dias consecutivos. Esta se expreso en g/100g de rata/d.

=2
-
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Determinacion de LHRH

La LHRH se determind por radioinmunoanalisis con un
antisuero altamente especifico provisto por Ayala Barnea
(University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas,
TX, EEUU). La sensibilidad del ensayo fue de 0,2 pg/tuboy la
linealidad de la curva se mantuvo hasta los 100 pg de LHRH.

Preparacion del tejido para la determinacion
de la secrecion de LHRH

La diseccion del HMB se efectu6 mediante 2 incisiones
transversales: una por detras del quiasma optico y otra por
detras del tallo pituitario, 2 incisiones sagitales ubicadas a
1mm de la linea media y una Ultima incisién horizontal
extendida entre ambas incisiones transversales.

Determinacion de la liberacion basal de LHRH
del hipotadlamo medio basal

Los HMB se preincubaron durante 15 min en un medio buffer
de Krebs-Ringer cuya composicion fue la siguiente: (mM)
NaCl 118; KCl 4,7; MgCl, 1,2; NaH,PO, 1,0; CaCl, 2,5;
EDTA-Na 0,004; dextrosa 11,1; NaHCO; 25,0; acido ascorbico
0,11; pH 7,4. Posteriormente, se reemplazé el medio de
preincubacion por 0,5ml de medio fresco y se incubd
durante 30min mas. Todas las incubaciones se llevaron a
cabo en un bafo termostatico tipo Dubnoff a 37 °Cy 50 ciclos
por minuto, oxigenado con carbégeno (95% de O, y 5% de
C0,). Se separé el HMB del medio de incubacion y se congeld
este Gltimo a —20°C hasta la determinacion de LHRH por
radioinmunoanalisis.

Determinacion de la frecuencia y amplitud de
pulsos de LHRH del hipotalamo medio basal

Los HMB se preincubaron durante 15 min en un medio buffer
de Krebs-Ringer cuya composicion fue la siguiente: (mM)
NaCl 118; KCl 4,7; MgCl, 1,2; NaH,PO,4 1,0; CaCl, 2,5; EDTA-
Na 0,004; dextrosa 11,1; NaHCO; 25,0; acido ascorbico 0,11;
pH 7,4. Posteriormente, se reemplazo el medio de preincu-
bacion por 0,5 ml de medio fresco. Durante 3 h se recolecto
cada 7,5min el medio de incubacion, el cual fue reem-
plazado por medio fresco. Todas las incubaciones se llevaron
a cabo en un bafo termostatico tipo Dubnoff a 37°C y 50
ciclos por minuto, oxigenado con carbogeno (95% de O, y 5%
de CO,). Para determinar la vitalidad del tejido, inmedia-
tamente posterior a la toma de la Ultima muestra, el HMB
se incub6 durante 15min en 0,5ml de medio fresco con el
agregado de K* 45mM. Todas las muestras recolectadas
se congelaron a —20 °C hasta la determinacion de LHRH por
radioinmunoanalisis. La determinacion de la liberacion
de LHRH del HMB durante 180min se estimé mediante
el calculo del area bajo la curva construida luego de la
determinacion de la frecuencia y la amplitud de pulsos
de LHRH.

Determinacion de la liberacion estimulada de LHRH
del hipotadlamo medio basal

Los HMB se preincubaron durante 15 min en un medio buffer
de Krebs-Ringer cuya composicion fue la siguiente: (mM)
NaCl 118; KCl 4,7; MgCl, 1,2; NaH,PO, 1,0; CaCl, 2,5;
EDTA-Na 0,004; dextrosa 11,1; NaHCO; 25,0; acido ascorbico
0,11; pH 7,4. Posteriormente, se reemplazé el medio de
preincubacion por 0,5 ml de medio fresco con el agregado de
10mM de glutamato (Sigma, EEUU) y se incubd durante
30min mas. Todas las incubaciones se llevaron a cabo en un
bafo termostatico tipo Dubnoff a 37°C y 50 ciclos por
minuto, oxigenado con carbogeno (95% de O, y 5% de CO,).
Se separ6 el HMB del medio de incubacion y se congelo este
Ultimo a —20°C hasta la determinacion de LHRH por
radioinmunoanalisis.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media+error estandar
(ES). Los datos se analizaron mediante analisis de varianza
(ANOVA). Las diferencias entre medias se determinaron por
el ensayo de comparaciones multiples de Student-Neuman-
Keuls, considerando un nivel de significancia con un
p<0,05%. Los analisis estadisticos se realizaron empleando
un Graphpad Prism (Version 3.0, Graphpad Software, San
Diego, CA, EEUU).

Resultados

En las figuras 1 y 2 se muestran los perfiles de peso y de
longitud corporales de ratas C y ED en funcién del tiempo,
respectivamente. La restriccion energética indujo una
disminucion altamente significativa (p<0,001) de la
velocidad de crecimiento en el grupo ED respecto de C.
A T4, el peso y la longitud corporales de los animales ED
representaron un 40,6 y un 75,9%, respectivamente, al
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Figura 1 Evolucion del peso corporal de ratas C (-H-) y ED

(- —®@— —) durante el periodo de restriccion nutricional-
realimentacion. C: grupo control, ED: grupo experimental. Los
valores representan la media+ES (n=10 animales/grupo). Las
letras expresan diferencias significativas entre grupos:
3p<0,05; °p<0,01; “p<0,001.
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correspondiente de C. Se observd un crecimiento
compensatorio en las ratas ED, con normalizacion de los
parametros antropométricos aproximadamente a las 7
semanas de realimentacion.

En relacion a la evolucion del tamaiio corporal, Z—P/L de
los animales ED fue de -0,784+0,10, -0,60+0,15,
—0,96+0,06, —0,67+0,17 en la primera, segunda, tercera
y cuarta semana de deplecion nutricional, respectivamente,
cursando entre las categorias antropométricas de adecuado
(—0,670<Z<0,660) y de delgado (—1,350<Z<0,670).

La edad promedio de ocurrencia de la separacion
balanoprepucial fue de 46,45+ 0,47 dias para los animales
control. La aparicion de separacion balanoprepucial en el
grupo ED fue durante la etapa de realimentacion, a los
51,85+0,71 dias de edad, aproximadamente 5 dias después
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Figura 2 Evolucion de la longitud corporal de ratas C (-H-) y
ED (- —-@- -) durante el periodo de restriccion nutricional-
realimentacion. C: grupo control, ED: grupo experimental. Los
valores representan la media+ES (n=10 animales/grupo). Las
letras expresan diferencias significativas entre grupos:
3p <0,05; °p<0,01; °p<0,001.
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Figura 3 Secrecion basal de LHRH en HMB de ratas C y ED. C:
grupo control, ED: grupo experimental. n=9-10 animales/
grupo. Letras diferentes expresan diferencias significativas
entre grupos (p<0,05).

de la edad de ocurrencia de la misma en los animales C de
igual edad cronoldgica (p<0,001).

En la figura 3 se muestra la secrecion basal de LHRH del
HMB de ratas C y ED después de 30 min de incubacion en un
medio buffer de Krebs-Ringer. Debido a que no se observaron
diferencias significativas entre grupos en cada tiempo ni
entre los tiempos estudiados, se determind la secrecion
basal de LHRH del HMB por un tiempo mas prolongado. En la
figura 4 se muestra la secrecion de LHRH del HMB durante
180 min de ED frente a C desde el destete (TO) hasta el
tiempo final (T12). No se observaron diferencias
significativas entre grupos en cada tiempo, ni entre los
tiempos estudiados.

En la figuras 5 y 6 se muestran la frecuencia y amplitud de
pulsos de LHRH del HMB, respectivamente, de ratas ED
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Figura 4 Secrecion de LHRH en HMB durante 180 min de ratas
C y ED. C: grupo control, ED: grupo experimental. n=9-10
animales/grupo. Letras diferentes expresan diferencias signifi-
cativas entre grupos (p<0,05).
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Figura 5 Frecuencia de secrecion de LHRH en HMB de ratas C
y ED. C: grupo control, ED: grupo experimental. n=9-10
animales/grupo. Letras diferentes expresan diferencias signifi-
cativas entre grupos (p<0,05).
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frente a C a T4, T8 y T12. No se observaron diferencias
significativas entre grupos en cada tiempo, ni entre los
tiempos estudiados en ninguno de los 2 parametros
considerados.

En la figura 7 se muestra la secrecion de LHRH del HMB de
ratas C y ED en presencia de glutamato, al inicio del periodo
experimental (TO) y luego de 4 semanas (T4). A TO, no se
observaron diferencias significativas en la secrecion
estimulada con respecto a la basal entre los grupos C y ED.
A T4, la secrecion estimulada-basal en los animales C y ED
disminuy6 significativamente respecto de TO (p<0,05). Sin
embargo, la respuesta secretoria de LHRH del HMB en

| Oc
8 Oeb

& a
S a a
© s
oI
32 67
O —
S m
Q=
RS
==
5T 47 .
Iz
[h4 a T
©
23 T
£3 2
<
0 T T
4 8 12
Semanas

Figura 6 Amplitud de pulso de la secrecion de LHRH en HMB de
ratas C y ED. C: grupo control, ED: grupo experimental. n=9-10
animales/grupo. Letras diferentes expresan diferencias signifi-
cativas entre grupos (p<0,05).
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Figura7 Secrecion estimulada de LHRH en HMB de ratas Cy ED
en presencia de glutamato. C: grupo control, CE: grupo control
estimulado, ED: grupo experimental y EDE: grupo experimental
estimulado. n=10 animales/grupo. Letras diferentes expresan
diferencias significativas entre grupos (p<0,05).

presencia de glutamato fue significativamente mayor en ED
frente a C luego de las 4 primeras semanas experimentales
(p<0,05).

Finalizada la cuarta semana de realimentacion, se evaluo
la capacidad reproductiva de los animales ED respecto de C.
Dicha capacidad fue observada a partir de los 77-79 dias de
edad, tiempo a partir del cual se considero que los animales
alcanzaron la madurez sexual, la cual fue evidenciada en
estudios previos realizados en nuestro laboratorio por la
recuperacion de la actividad del eje hipotalamo-hipofiso-
gonadal durante la realimentacion de los animales ED'. El
porcentaje de prenez fue del 100% para ambos grupos. La
edad promedio en la que los animales C y ED prefaron a la
rata hembra fue de 97,67+0,33 y 98,20+1,71 dias,
respectivamente. El promedio de crias por cada hembra
fue de 15,67 +1,85y de 13,40+ 1,43 al ser apareadas con C
y ED, respectivamente. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre animales ED y C.

Discusion

A semejanza del ED humano, el modelo de rata ED descrito
en nuestro laboratorio'® presenta una disminucion en la
velocidad de ganancia de peso proporcional a la disminucion
en la velocidad de crecimiento longitudinal. Durante la fase
de deplecion nutricional, los animales ED cursaron entre las
categorias antropométricas de adecuado y de delgado.
Dicho comportamiento es compatible con el patron de
crecimiento del ED observado en nifos y adolescentes
definido por los indices antropométricos del Wellcome
Classification System®.

A pesar del efecto negativo de la restriccion energética
sobre el peso y la longitud corporales, se observo un
crecimiento compensatorio completo durante la realimen-
tacion de los animales ED.

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio
observamos retraso puberal con disminucion de las concen-
traciones séricas de LH, FSH, testosterona, sin cambios en el
contenido de LHRH en HMB de animales ED'. Estos
resultados son coincidentes con los obtenidos por Leonhardt
et al quien observd que la restriccion de alimento no
modifico el contenido de ARNm para LHRH en el area
predptica hipotalamica de ratas macho, aunque si disminuy6
las concentraciones séricas de LH y de testosterona®®.

En el presente estudio se observo que la secrecion basal,
la frecuencia y la amplitud de pulsos de LHRH del HMB no
mostraron diferencias significativas entre los grupos ED y
control en ninguno de los tiempos estudiados. Dichos
resultados no determinan que las concentraciones séricas
relativamente bajas de LH, FSH y testosterona observados
en estudios previos'” en ratas ED tras restriccion energética
no se deba a una disminucion de la pulsatilidad de LHRH
como consecuencia de la restriccion impuesta. Los hallazgos
de Goto et al* en relacién a que la administracion exdgena
de LHRH a ratas macho y hembra adultas, previamente
restringidas en alimento, previenen los efectos de la
desnutricion sobre la reproduccion, sugieren que el retraso
puberal descrito en el presente modelo ED'” podria ser el
resultado de una disminucion de la secrecion pulsatil de
LHRH. Otros autores muestran resultados inconsistentes
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respecto del efecto de la ingesta suboptima sobre la
expresion del gen de LHRH y/o su liberacién®"32,

Los diversos resultados observados en la literatura
relativa a la expresion y a la secrecion de LHRH podrian
deberse a diferencias por especie, sexo, edad del modelo
animal en estudio, grado y cronicidad del estrés impuesto,
asi como por diferencias metodoldgicas en las determina-
ciones in vivo e in vitro de LHRH.

El primer interrogante formulado en el presente estudio en
relacion a la pulsatilidad de LHRH fue corroborar la validez de
dicho patron de secrecion en los animales controles, para
luego evaluar dicho comportamiento en los animales ED.

Los trabajos realizados por Bourguignon et al®* en
relacion a la ontogenia de la secrecion pulsatil de LHRH
validan el comportamiento de las ratas controles del
presente estudio. Dichos investigadores estudiaron la
amplitud y la frecuencia de secrecion de LHRH in vitro
desde la vida fetal hasta la edad adulta en ratas macho
Wistar. Los resultados mostraron una reduccion progresiva de los
intervalos interpulsos desde el nacimiento hasta la adquisicion
de un patrén adulto de frecuencia a los 21-25 dias de edad, el
cual se mantuvo constante en el tiempo. A su vez, observaron
que la amplitud media de pulso de LHRH, si bien aumento desde
el periodo de vida neonatal temprana, no se incrementd
significativamente durante el tiempo experimental evaluado.

Al igual que las observaciones de Bourguignon et al*3, en
el presente estudio se evidencio que la actividad del sistema
LHRH en relacion a la frecuencia y a la amplitud de
secrecion de pulsos no difirié en los animales controles en
los tiempos estudiados. Semejantes resultados se observa-
ron en los animales ED.

Podria decirse que al inicio del periodo experimental el
sistema neuronal LHRH de las ratas C y ED presenta un
patron de actividad similar o compatible con el de un adulto
y que sucesivos periodos de disminucion e incremento de la
secrecion de LHRH se alternan hasta alcanzar un patron
adulto de pulsatilidad constante34.

Los estudios de Bourguignon et al??*33 enfatizan el
hecho de que los cambios neuroendocrinos que conducen al
inicio de la pubertad tienen lugar a una edad relativamente
temprana en la vida de la rata, antes de las 3 semanas, sin
cambios posteriores evidentes durante la pubertad. Sin
embargo, los estudios realizados por Levine et al** en ratas
macho, con técnicas de microdialisis e implantacion de una
canula a nivel de la eminencia media, proveen la primera
evidencia directa de un incremento peripuberal de la
actividad del pulso generador de LHRH con el consecuente
aumento de la secrecion de gonadotrofinas asociado a la
esteroideogénesis y a la adquisicion de la madurez sexual.
Dichos autores observaron un incremento en la frecuencia
de secrecion pulsatil de LHRH de aproximadamente el doble
en ratas de 48-50 dias de edad respecto de las de 45-47
dias, las que luego alcanzaron el patron de secrecion de un
adulto. Dichas observaciones sumadas a las del presente
estudio sugieren que la alternancia de incrementos vy
disminuciones en la pulsatilidad de la LHRH durante el
desarrollo puberal son consistentes con la idea de que, en la
rata macho, la pubertad involucra el establecimiento
progresivo de nuevos niveles de referencia en el control
del eje gonadotroéfico hasta alcanzar el patron adulto de
secrecion de LHRH, de hormonas adenohipofisarias y de
testosterona.

Ha sido extensamente estudiada la participacion del
glutamato y de sus agonistas N-metil-D-aspartato (NMDA) y
kainato en el inicio de la pubertad. El glutamato es un
aminoacido excitador que ha demostrado tener un efecto
estimulatorio marcado sobre el eje reproductivo, en
particular en la pubertad. Existe evidencia que demuestra
que el glutamato, el NMDA y el kainato estimulan la
secrecion de LHRH en mamiferos inmaduros, asi como la
estimulacion del receptor para NMDA resulta en pubertad
precoz en ratas y en monos2'~2335:3¢ | os efectos estimula-
torios de aminoacidos excitadores sobre la secrecion de
LHRH y/o LH no solo han sido estudiados en la rata 33374,
sino también en otras especies como el raton®?, la oveja® y
el mono®**,

Los resultados del presente estudio relativos a la
secrecion de LHRH frente al agregado de un aminoacido
excitador como el glutamato al medio de incubacion
sugieren que el sistema neural LHRH de las ratas ED es
mas inmaduro respecto de los animales C de igual edad
cronolodgica, coincidente con las concentraciones séricas
relativamente bajas de LH, FSH y de testosterona y el
retraso puberal, observados en estudios previos en las ratas
ED tras restriccion energética'’.

Los estudios de Urbanski y Ojeda*” relativos a la induccion
de pubertad precoz en ratas y los de Plant et al>® en monos
frente a la administracion repetida de un secretagogo de
LHRH, NMDA, sugieren que los cambios en la actividad del
pulso generador de LHRH durante el desarrollo se deben, al
menos en parte, a una reduccion de la actividad de los
receptores para NMDA con la edad. Es por este motivo que el
incremento de la respuesta secretoria al efecto facilitatorio
del glutamato sobre la secrecion de LHRH en los animales ED
tras restriccion energética sugiere una mayor sensibilidad de
las neuronas LHRH a dicho aminoacido excitador, probable-
mente relacionada a una menor madurez del SNC para su
edad cronologica. Numerosos estudios avalan la hipotesis de
que el proceso de maduracion neuroendocrino hipotalamico
responsable del inicio de la pubertad podria estar relacio-
nado a un proceso mas general de maduracion del SNC
caracterizado, al menos en parte, por una reduccion
progresiva de la actividad de receptores para aminoacidos
excitadores. Este concepto es coincidente con los resultados
obtenidos por otros autores, quienes concluyeron que la
maduracion de los receptores a aminoacidos excitadores en
diferentes areas del SNC se caracteriza por un pico de
actividad durante las primeras semanas de vida posnatal con
una subsiguiente reduccion de dicha actividad hasta
alcanzar un minimo aproximadamente a la quinta semana
de vida de la rata®®*’.

Nuestros resultados son coincidentes con los obtenidos en
estudios previos realizados en nuestro laboratorio en los que
se observé una menor actividad noradrenérgica en hipota-
lamo anterior de animales ED*, area de mayor localizacién
de los cuerpos neuronales LHRH de lo que resultaria el
retraso puberal posiblemente asociado al efecto combinado
de la disminucion de los niveles séricos de esteroides
sexuales y/o de leptina en el presente modelo de estrés
nutricional.

El presente estudio sugiere que el estrés inducido por la
restriccion energética leve y crénica resulta en un patron de
actividad del sistema neuronal LHRH correspondiente a ratas
inmaduras las que durante la realimentacion alcanzarian un
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patron adulto de pulsatilidad evidenciado por la recupera-
cion de la capacidad reproductiva de los animales ED.
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