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ACTH: Hormona adrenocorticotropa.

Ac: Anticuerpo.

Ag: Antigeno.

Ag-Ac: Complg o antigeno-anticuerpo.

Ag*-Ac: Complgo antigeno marcado radiactivamente-anticuerpo.
ANOVA: Andisisdelavarianza.

ANUC: Animalario Central de la Universidad Complutense.
Bc: Controles de unién con los puntos de curva.
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°C: Grados centigrados.
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Cols: Colaboradores.
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DA: Dopamina

D.0.595: Densidad épticaa 595 nm.

DOPAC: Acido dihidroxifenilacético.

EDTA: Acido etiléndiamino tetraacético.

eem: Error esténdar de la media.

FEP: Factor estimulador de prolactina.

FIP: Factor inhibidor de prolactina.

FSH: Hormonafoliculo estimulante.

g: Gramo.

GABA: Acido gamma-aminobutirico.

GH: Hormonadel crecimiento.

GHRH: Hormona liberadora de la hormona del crecimiento.
3H: Tritio.

HCI: Acido clorhidrico.

HPL C: Cromatografia liquida de alta resolucion.
| GF-1: Factor de crecimiento 1 como lainsulina
KH,PO,: Fosfato monopotasico.

L: Litro.

L H: Hormona luteinizante.

M: Molar.



MAQO: Enzimamonoamina oxidasa.
mCi: MiliCurio.

MeOH: Metanol.

mg: Miligramo.

mL: mililitro.

nmg: Microgramo.

nmL: Microlitro.

NA: Noradrenalina.

NaCl: Cloruro de sodio.

NaHCOg3: Bicarbonato sodico.
NaH,PO,: Fosfato monosodico.
NaOH: Hidroxido de sodio.

Ne: Controles de union no especifica
ng: Nanogramo.

NT: Neurotensina

OPA: O-phytadiadehido.

PACAP: Péptidos activadores de la adenilato ciclasa hipofisaria
PBS: Tampdn fostato salino.

pg: Picogramo.

RIA: Radioimmunoandliss.

rpm: Revoluciones por minuto.

SOS: Octil sulfato sodico.

SS: Somatostatina.

OT: Oxitocina

TH: Enzimatirosina hidroxilasa.

TSH: Hormona estimulante del tiroides.
TRH: Hormona secretora de tirotropina.
UCM: Universidad Complutense de Madrid.
VIP: Péptido intestinal vasoactivo.
5-HT: serotonina

5-HI1A: Acido 5-hidroxiindol acético.
12911 lodo 125.

34 lodo 131.
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A) RITMOSBIOLOGICOS

En condiciones naturales, la mayoria de los procesos bioguimicos, fisiolégicos y
conductuales muestran cambios temporales periddicos, que generamente se adaptan a la
duracién de determinados ritmos geofisicos, como e movimiento de rotacion y de
trasacion de latierra. Este fendmeno se ha descrito en todos los seres vivos, y en todos los
niveles de organizacion (Cardinali y cols, 1994). A la oscilacion regular de una variable
bioldgica se la denomina ritmo bioldgico, y tiene caracter hereditario (Garcia Fernandez,
1998). Cuaquier ritmo biolégico debe ser analizado mediante medidas de una variable a
intervalos de tiempo lo suficientemente cortos como para que permita describir su periodo.
En general a un ritmo fisiolégico se suele gustar una funcién cosenoida (Cardinali y cols,
1994; Cardinali y cols, 1998a; Cardinali y cols, 1998b; Cardinali y Golombek, 1998;
Garcia-Bonacho y cols, 2001); que nos permite definir:

Periodo: definido como e intervalo de tiempo entre dos acontecimientos

idénticos.

Vaor medio o mesor: es la media aritmética de todos los valores obtenidos de
unavariable, calculada alo largo de un periodo completo o ciclo.

Amplitud: diferencia entre e mesor y e valor maximo o minimo alcanzado por

lavariable durante e periodo.

Acrofase

m Periodo fNivel medio

Tiempo (horas)

Figura 1.- Pardmetros que definen un ritmo.
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Fase: estado de una variable bioldgica en un momento dado del ciclo. Para
caracterizar la fase, lo més habitual es determinar la hora del dia en la que la
variable estudiada alcanza su valor méximo alo largo dd ciclo (acrofase).

a.1.- Ritmos bioldqgicos cir cadianos

Cuando un ritmo biolégico presenta oscilaciones repetitivas lo largo de un periodo de
aproximadamente 24 horas, se dice que es un ritmo circadiano (Takahashi, 1995). Es
importante resaltar que €l ritmo circadiano endogeno se conserva aunque € individuo de
estudio se mantenga en condiciones experimentales constantes (Esquifino y cols, 1999b;
Esquifino y cols, 1999c; Pazo, 2002).

A lo largo de toda la escala filogenética, se encuentran gjemplos de ritmos bioldgicos,
como la tasa de crecimiento en organismos unicelulares (Sanviens, 1989; Moore, 1999) o
los procesos de muda 'y de migracion en vertebrados (Telleria, 1987), entre otros. Los datos
relativos a mamiferos refuerzan la idea de que los ritmos circadianos se hallan presentes en
multiples actividades fisiolégicas. Asi, tanto €l sistema nervioso central como € periférico
(Cardinali y cols, 1996a; Cardinali y cols, 1996b; Cardinali y cols, 1998a; Cardinali y
cols, 1998b), el endocrinolégico (Casanueva y cols, 1984; Cai y Wise, 1996; Selgasy cols,
1998; Esquifino y cols, 1999a; Esquifino y cols, 1999b; Garcia-Bonacho y cols, 2000;
Cano y cals, 2001) y d inmunitario (Ratajczak y cols, 1992; Bourin y cols, 1993; Esquifino
y cols, 1996; Cardinali y cols, 1998a; Cardinali y cols, 1998b; Castrillon y cols, 2000;
Labunet’s, 2001) muestran variaciones diarias.

a.1.1.- Regulacion de los ritmos circadianos en mamiferos

Los ritmos circadianos se generan y se regulan en estructuras especificas del sistema
nervioso central que congtituyen “el reloj endégeno”, que se encuentran en los nucleos
supraquiasmaticos, situados en € hipotdamo anterior (Aschoff, 1960, Pittendrigh, 1960;
Schweiger y cols, 1986; Minorsy Waterhouse, 1986; Cardinali y cols, 1992). Las neuronas
de estos nucleos responden a variaciones periodicas del medio externo, asi como a sefiades
enddgenas. La principal sefid enddgena es la melatonina, hormona secretada por la

22



glandula pinea (Reiter, 1983). Asi pues los nlcleos supraquiasméaticos actlan como un
centro regulador capaz de proporcionar una respuesta anticipada del organismo, frente a
cambios periodicos de variables ambientales, con la maxima eficacia y minimo gasto de
energia. Esto proporciona a organismo un mecanismo de homeostasis predictiva (Kandel,
1997; Cardinali, 1999).

El reloj endégeno esta formado por (Ibata y cols, 1999):

Estructuras marcapasos: encargadas de generar la sefia circadiana

En & caso de los roedores (animales objeto de este estudio), los nlcleos
supraquiasméticos hipotaldmicos son las estructuras encargadas de generar y regular los
ritmos biolégicos (Schwartz y Gainer, 1977; Inouye y Kawamura, 1979). Se trata de
dos nlcleos simétricos situados en la parte anterior del hipotdlamo, a ambos lados de las
paredes inferiores del tercer ventriculo y dorsalmente al quiasma éptico. En cada nticleo
se distinguen dos zonas: la dorsomedia, que recibe informacion visua
fundamentalmente, a través del haz retino-hipotaldmico, y la ventrolateral, a donde
llega informacion procedente de areas cerebrales y/o periféricas (Van deer Pool y
Tsujimoto, 1985).

Vias aferentes. La via aferente mas importante que acanza los nuacleos

supraquiasmaticos procede de la retina y constituye el tracto retino-hipotalémico.
Gracias a élas los nlcleos supraguiasméticos reciben informacion directa sobre
cambios en € fotoperiodo externo. Ademés, a los nicleos supraquiasméticos Ilegan
también otras afererencias procedentes de otras regiones del Sistema Nervioso
Central.

Vias eferentes. Formadas por proyecciones neuronales que salen desde los nlcleos

supraquiasmaticos. Se dirigen fundamentalmente hacia tres zonas del hipotdamo:
Nucleo paraventricular, posible responsable de la generacién de ritmos
endocrinoldgicos y de funciones del sistema nervioso auténomo; area preodptica,
involucrada en la regulacion de la temperatura y conducta sexud; y &ea
retroquiasmética, que es zona de relevo. Esta Ultima permite enviar informacion
procedente de los nlcleos supraquiasmaticos hacia los hemisferios cerebrales,
donde se produce la integracion neocortical y se regula la conducta. Asimismo,
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emite proyecciones a tronco cerebral, encargado de la regulacién de las funciones
vegetativas, y finamente, a la médula espina desde donde se regulan funciones
sensoriales y motoras periféricas. Ademas, desde el ganglio cervica superior se
envian proyecciones hacia la glandula pineal, encargada de la medida de
fotoperiodo através de la secrecidn de una hormona cronobiética: “la melatonina’.

La ciencia que se encarga de estudiar los ritmos circadianos y su sistema de

regulacion se denomina cronobiologia

a.1.2.- Ritmos circadianos y envejecimiento

En 1974, Pittendrigh y Daan describieron por primera vez alteraciones diversas en
los ritmos biolGgicos, asociadas a envejecimiento. Desde entonces, datos cada vez més
numerosos indican que durante € enveecimiento los ritmos circadianos cambian su
amplitud, su periodo. Ademés, s¢ desincronizan de las sefides procedentes del medio
ambiente externo o del medio interno del organismo (Garcia-Bonacho y cols, 2000; Kolker
y Turek, 2001; Cano y cols, 2001). Por otra parte, la actividad de las vias aferentes y
eferentes del reloj endégeno se ateran en e envejecimiento, con € consiguiente deterioro
de las funciones fisiol 6gicas circadianas (Kolker y Turek, 2001).

B) EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS

El sistema nervioso central recibe la informacién del medio externo e interno, y
elaboran respuestas motoras y neuroendocrinas. El gje hipotdamo-hipdfisis es € encargado

de llevar a cabo la respuesta endocrinol 6gica.

El hipotdamo modula un gran nimero de funciones (Cardinali, 2001) como son la
temperatura, € hambre, la saciedad, la sed, la actividad sexual, la conducta afectiva
(emociones) o la actividad del sistema nervioso auténomo (Diamond y cols, 1996).
Ademas, algunos nlcleos situados en las zonas anterior y mediobasal del hipotdlamo
forman € area hipofisotropa hipotaldmica, encargada de regular la secrecion hormonal
hipofisaria (Krey y cols, 1975; Bulter y cols, 1975).
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Para su estudio, € hipotdlamo se puede dividir en tres partes que se denominan
hipotdlamo anterior, mediobasal y posterior. De esta forma se pueden anadizar grupos de

nucleos:

En e hipotdamo anterior quedarian los nicleos paraventricular, supradptico,

supraquiasmaticos, y € nicleo hipotaldmico anterior.

En & hipotdlamo mediobasal o tuberal, se encuentran & nicleo arcuato y los
nucleos ventro y dorsomedial. Sus neuronas se proyectan, fundamentalmente, hacia

los capilares situados en la eminencia media (Diamond y cols, 1996).

Finamente, en € hipotdamo posterior o mamilar estarian los nucleos premamilar
dorsal y ventral, mamilares medial y posterior, y € &rea hipotalamica posterior
(Clark y cols, 1938; Donovan, 1977).

La hipdfisis se encuentra en la silla turca del esfenoide y conecta con € hipotdlamo a
través dedl tallo hipofisario. Recibe influencias neuroreguladoras hipotaldmicas que modulan
la secrecion de hormonas de naturaleza proteica (Guyton, 1988a). Entre dlas, las mejor
conocidas son la hormona del crecimiento (GH), la adrenocorticotropina (ACTH), la
tirotropina (TSH), la hormona foliculo-estimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH), la
hormona melanéfora (MSH) y la prolactina. Todas dllas, excepto la GH y la prolactina,
actlian principadmente en glandulas periféricas especificas (Dumont, 1971; Field, 1978;
Schally y cols, 1973; Sakuri y cols, 1988; Ben-Jonathan y cols, 1989; Devesa, 1990; Arcey
cols, 1997). Sin embargo, en la actualidad se sabe que la hipdéfisis produce otras proteinas
como la interleukina6 (Spangelo y cols, 1990; Arzt y Salla, 1996), que también es
secretada por células del sistema inmunolégico (Watanabe y cols, 1995), y podria formar
parte de las interacciones bidireccionales entre e sistema inmunitario y e sistema
neuroendocrinolégico (Spangelo y Gorospe, 1995; Gaillard, 1998). Histologica y
embrionariamente la hipofisis se compone de dos zonas:

La adenohipdfisis, encargada principamente de sintetizar y secretar las hormonas

anteriormente mencionadas. Se divide en pars distalis, pars tuberalis y pars
intermedia. Las dos primeras constituyen €l llamado |6bulo anterior.
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La neurohipdfisis, donde se produce la secrecion de las hormonas oxitocina y
vasopresing, encargadas principalmente de regular la contraccion del misculo liso y
la preson sanguinea respectivamente. Se divide en pars nervosa y pars
infundibularis. Ambas zonas congtituyen e llamado |6bulo posterior de la hipdfisis
(Pérez-Méndez, 1992; Guyton, 1988b).

Es importante resdtar que las diferentes zonas adenohipofisarias producen
precursores proteicos iguales y que las diferencias se establecen a metabolizarlos de forma
especifica. Asi, por gemplo a partir de la pro-opiomelanocortina se produce tanto ACTH,

como péptidos opioides (ver revision en Tresguerres, 2000).

Las fibras nerviosas procedentes de la mayoria de los nucleos hipotaldmicos terminan
en los espacios pericapilares de la zona externa de la eminencia media, donde los diferentes
neuromoduladores hipotalamicos son secretados en respuesta a estimulos fisiolgicos y/o
patolégicos, hacia € sistema porta hipofisario. Asi, € hipotdamo y la hipdfisis se
comunican a través de este sistema, que recorre € talo hipofisario hasta llegar a 16bulo
anterior (Popa y Fielding, 1930a; Popa y Fielding, 1930b). La direccion de la sangre en
este sistema portal hipotdlamo-hipofisario es de hipotdamo a hipofisis (Green y Harris,
1947), aunque, més recientemente se ha demostrado la existencia de un flujo bidirecciona
(Spangelo y Gorospe, 1995; Gaillard, 1998), probablemente relacionado con los
mecanismos de regulacién ultracortos gercidos por las hormonas hipofisarias sobre la
eminencia media (Takahama y cols, 1980). Ademés, fibras nerviosas procedentes de los
nicleos paraventricular y supradptico alcanzan la eminencia media y forman € tracto

hi potdlamo-hipofisario, que acaban y congtituyen la neurohipdfisis.

b.1.- Laactividad diaria del g e hipotdlamo-hipofisario

El ge hipotdamo-hipofisario muestra variaciones diarias en la actividad de los
neuromoduladores hipotalamicos, asi como en los niveles circulantes de las hormonas
hipofisarias (Casanueva y cols, 1984; Koulu y cols, 1989; Mai y cols, 1994; Selgasy cols,
1998; Pazo y cols, 2000; Garcia-Bonacho, 2000; Gore y cols, 2000; Arutjungan y cols,
2001). Estas variaciones circadianas permiten a individuo adaptarse a los cambios ciclicos

del medio ambiente.
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En & hipotdamo y en la eminencia media, la actividad de las aminas bidgenas varia a
lo largo del dia. Asi, se han descrito patrones diarios en € contenido de noradrenalina
(NA), dopamina (DA) o de su metabalito, €l &cido dihidroxifenilacético (DOPAC), en
hipotdlamo completo (Shioiri y cols, 1991), en areas hipotalamicas especificas (Timmernam
y cols, 1995; Selgasy cols, 1997; Selgasy cols, 1998; Pazo y cols, 2000; Lafuentey cols,
2002) o en nucleos hipotalamicos concretos (Shioiri y cols, 1991; Cagampang y cols, 1994;
Arutjunyan y cols, 2001). Asmismo, se han descrito patrones diarios en € contenido de
estos compuestos en eminencia media (Koulu y cols, 1989; Shieh y cols, 1997; Arutjunyan
y cols, 2001). Igualmente se conocen variaciones diarias en el contenido de serotonina (5-
HT) (Rozsahegvi y cols, 1973; Hery y cols, 1982; Koulu y cols, 1989; Shioiri y cols, 1991;
Poncet y cols, 1999; Lafuente y cols, 2002), en la concentracion de su metabolito de
degradacion, € acido 5-hidroxiindol acético (5-HIAA) (Poncet y cols, 1999; Arujunyang y
cols, 2001) y en su metabolismo, medido como € indice 5-HIAA/5-HT (Selgas y coals,
1997; Sdgasy cols, 1998; Pazo y cols, 2000; Castrillon y cols, 2001).

Por otro lado, no sélo la actividad de las aminas bidgenas variaalo largo del diaen e
hipotdamo y en la eminencia media, sino que también se han descrito cambios diarios en el
contenido en aminoéacidos neurotransmisores. La literatura muestra que la concentracion de
GABA variaalo largo del dia en e hipotdamo completo (Cattaberi y cols, 1978), en &reas
hipotalamicas (Duvilanski y cols, 1998; Duvilanski y cols, 2002), en ntcleos hipotaldmicos
especificos (Aguilar-Robledo y cols, 1993) y en eminencia media (Casanueva y cols, 1984;
Duvilanski y cols, 2002). Igualmente, € contenido de taurina varia a lo largo del dia en
areas hipotaldmicas especificas (Duvilanski y cols, 1998; Duvilanski y cols, 2002). Por
ultimo, ciertos neuropéptidos hipotaldmicos como la somatostatina muestran variaciones
diarias en € hipotdamo (Berelowitz y cols, 1982a; Nicholson y cols, 1983; Gardi y cols,
1999), en &ress hipotaldmicas y en laeminencia media (Esquifino y cols, 1999a).

Todo €ello indica que las moléculas hipotalamicas que forman parte del mecanismo

regulador de la actividad diaria del ge hipotalamo-hipdfisis muestran una organizacion
temporal determinada.
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b.2.-Envejecimiento y la actividad diaria del € e hipotalamo-hipoéfisis

La actividad diaria dd e€e hipotdamo-hipofisario cambia con la edad. Estas

alteraciones pueden llegar a producir patologias diversas.

Durante & envejecimiento se ha descrito una disminucion de la enzima hipotalamica,
tirosina hidroxilasa (TH), enzima clave en la ruta biosintética de catecolaminas (NA, DA y
adrendina), junto con un incremento de la enzima monoamina oxidasa (MAO), involucrada
en la ruta de degradacion de estas catecolaminas (Meites, 1991). Estos cambios podrian
modificar la concentracion de sus productos en las regiones del cerebro donde varia la
actividad catalitica de estas enzimas. En relacion con este hecho se ha descrito que, en €
hipotdlamo, la concentracién de NA basal (medida en un Unico punto) disminuye con la
edad (Smpkins y cols, 1977; Meites, 1982; Rodriguez-Gémez y cols, 1995), mientras que
no se modifica su contenido en la eminencia media (Rodriguez-Gomez y cols, 1995). Sin
embargo, la concentracion basal de DA y de DOPAC disminuye tanto en € hipotalamo
como en la eminencia media (Smpkins y cols, 1977; Demarest y cols, 1980; Smpkins,
1984; Reymond y cols, 1984). Ademas, se han descrito ateraciones morfol6gicas con la
edad en e sistema tuberoinfundibular dopaminérgico, que llevan a una disminucion basal
de la concentracion de DA y de DOPAC en la eminencia media (Demarest y cols, 1980;
Smpkis, 1984) y de la secrecion de DA a los vasos porta-hipofisarios (Gudelsky y cols,
1980). Paraddjicamente, en la adenohipdfisis, € contenido basa en DA en las cdulas
lactotropas aumenta durante e enveecimiento (Demarest y cols, 1985), lo cua no se
correlaciona con € incremento de los niveles circulantes de prolactina, S tenemos en
cuenta su papd inhibidor (Meites y cols, 1978; Demarest y cols, 1985; Garcia-Bonacho y
cols, 2000).

El contenido en 5-HT en & hipotdamo disminuye (Gozlan y cols, 1990) o no se
modifica (Smpkins y cols, 1977; Smpkins, 1984), segun estudios puntuales. Asmismo, se
han descrito efectos discrepantes en la capacidad de recaptacion de 5-HT durante el
enveecimiento, donde se observa que disminuye o no cambia (Brunello y cols, 1988;
Pradhan, 1980). Paralelamente, se han observado cambios morfol égicos en las neuronas 5-
HRérgicas, durante e envejecimiento en € hipotdlamo y en la eminencia media, que podria
explicar un aumento en su metabolismo (Gozlan y cols, 1990; Rodriguez-Gomez, 1995)

para compensar |a pérdida de neuronas.
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Ademas, se ha observado que los aminoacidos también se modifican durante el
envgecimiento. La actividad basa del sistema GABAérgico cambia de forma especifica
segun € érea hipotaddmica estudiada (Jarry y cols, 1999). Paralelamente se han descrito
resultados controvertidos sobre cambios en € porcentaje de receptores neuronales para e
GABA con la edad. Hay autores que describen que el porcentgje de receptores, puede
aumentar (Hadjiivanova y cols, 1992) o disminuir (Govoni y cols, 1980). Ademés, se han
realizado estudios puntuales donde se ha observado que la concentracion basal de GABA
disminuye, aumenta o no varia con la edad, segin & nicleo hipotaldmico estudiado
(Banay-Schwartz y cols, 1989a). Igualmente se describen cambios diferenciales en €

contenido en taurina durante e envejecimiento (Banay-Schwartz y cols, 1989b).

Finamente, datos de la literatura muestran que los neuropéptidos pueden modificarse
con la edad. En e hipotdamo, hay una disminucién de la expresion del gen precursor de
somatostatina, mientras que la secrecion y la actividad de este neuropéptido aumentan
durante e envegecimiento (Mdller y cols, 1995). Sin embargo, los resultados sobre el
contenido en somatostatina con la edad son controvertidos, con aumentos (Forman y cols,
1985) y/o disminuciones (Sonntag y cols, 1980; Wang y cols, 1993). Podria ser que estas
diferencias quedasen explicadas cuando se lleven a cabo estudios cronobioldgicos y
circaestacionales, como ha ocurrido para agunas hormonas hipofisarias (Esquifino y cols,
1999c).

Estas modificaciones de los ritmos diarios de la actividad del €e hipotdamo
hipofisario durante e envejecimiento, podrian explicar cambios descritos en la secrecion de
algunas hormonas hipofisarias como son la disminucién de los niveles circulantes de la GH
y € aumento de prolactina (Smpkinsy cols, 1977; Garcia-Bonacho y cols, 2000).

C) HORM ONAS ADENOHIPOFISARIAS: Prolactinay GH.

c.1l.- Prolactina

La prolactina es una hormona polipeptidica congtituida por 199 aminoacidos, con un
peso molecular de 24.000 Daltons aproximadamente. Esta codificada por un gen ancestral,
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el cual, alo largo dd tiempo ha sufrido mutaciones diversas que condujeron a la aparicion
de otros genes diferentes, aunque estructuralmente relacionados, en o que se denomina,
evolucion divergente, que codifican para hormonas diferentes. Es el caso de los genes que
codifican para prolacting, para GH y para € lactégeno placentario. A este grupo de

hormonas se las denomina hormonas lactogénicas.

c.1.1. — Sintesisy secrecion de prolactina: ritmos circadiano

La sintesis y secrecion de la prolactina se produce fundamentalmente en la glandula
hipofisaria (Herlant, 1964), aunque también se sintetiza en € cerebro (Emanuele y cols,
1987), en las células epitdiaes de la glandula mamaria (Lkhider y cols, 1996), en cdulas
dd sistema inmunitario (Gala y Shevach, 1994) y en otros tejidos periféricos como la
préstata donde juega un papel fundamenta en el desarrollo de tumores (Nevalainen y cols,
1997). La hipdtesis de trabajo mas actual sobre este tema mantiene que la prolactina se
produce en todos los tejidos periféricos. Esta prolactina periférica constituiria un circuito
local especifico, que seria fundamental en la regulacion de la renovacién celular y que
deberia estar en equilibrio con la prolactina circulante, procedente de la secrecién central.

En la hipdfiss, la sintesis y secrecién de prolactina se produce en las células
mamotropas o lactotropas de la adenohipdfisis. Se trata de células eosindfilas, que suponen
entre un 20 y un 50% de la poblacién celular hipofisaria dependiendo del sexo y € estado
fisologico del individuo. Se localizan basicamente en la zona lateroventral y central de la
pars distalis (Nakane, 1970; Tougard y Tixier-Vidal, 1994), formando una banda adyacente
a 16bulo intermedio de la hipdfisis (Nakane, 1970). La poblacion de estas células no es
homogénea ni en su morfologia, ni en su distribucién ni tampoco en su funcion (Freeman 'y
cols, 2000). Se pueden clasificar seglin su forma celular (De Paul y cols, 1997), € tamafio y
contenido de sus granulos secretores (Shyder y cols, 1976) o la concentracion de prolactina
y de su ARNm (Velkeniers y cols, 1988). Las células situadas en la zona externa del 16bulo
anterior son mas sensibles a la hormona secretora de tirotropina (TRH) (Boockfror y
Frawley, 1987). Mientras que las células situadas en la zona interna del 16bulo anterior de
la hipéfisis serian mas sensiblesa DA (Arita y cols, 1991).
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La sintesis de prolactina se produce en € reticulo endoplasmético rugoso de las
células lactotropas. Posteriormente, se transfiere a aparato Golgi, donde se termina su
sintesis y se empagueta para su secrecion. Los granulos secretores migran hacia la periferia
celular donde quedan almacenados hasta la llegada del estimulo apropiado. Finamente, la
prolactina se secreta por exocitosis y acanza la circulacion sanguinea, quien la reparte a
todo el organismo.

Las células secretoras de prolactina muestran un patrén enddgeno de secrecion
pulsdtil caracteristico (Lépez y cols, 1989; Lafuente y cols, 1993; Lafuente y cols, 1994),
gue se reflga en cambios bruscos de los niveles circulantes de la hormona. Esta
caracteristica es una propiedad especifica e inherente ya que permanece incluso cuando las
células se mantienen in vitro (Shin y Reifel, 1981). Ademas, a estos cambios bruscos
secretores se les superpone una secrecion circadiana especifica de prolactina (Kizer y cols,
1975; Esquifino y cols, 1997; Garcia-Bonacho y cols, 2000; Castrillén y cols, 2001). Esta
organizacion circadiana de la secrecién de prolactina se mantiene en condiciones
ambientales constantes, y se pierde cuando se lesionan los nlcleos supraquiasmaticos
(Bethea y Nelly, 1979; Bethea y Nelly, 1980). Es importante resaltar que cada vez mas datos
apuntan que este patron se modifica siguiendo una variacion estaciona (Isakov y cols,
1986; Chang y cols, 1999; Esquifino y cols, 1999c), lo cual podria formar parte del
mecanismo estacional de reproduccion que aparece en los mamiferos en libertad (Ben-
Jonathan y cols, 1989; Dutt y cols, 1994; Freeman y cols, 2000). Estos patrones
circadianos y circaestacionales estan codificados genéticamente, ya que en animaes
sometidos a un fotoperiodo y condiciones de vida constantes se mantienen estas variaciones
estacionales (Cohen y Mann, 1979; Wong y cols, 1983; Esquifino y cols, 1999c). En
mamiferos superiores se produce, ademés, un pico secretor asociado a suefio
independientemente del horario en & que e sujeto se duerma (Parker y cols, 1974; Frantz,
1979), y que estaria superpuesto siempre a su secrecion circadiana o pulsatil. Esta secrecién
asociada a suefio podria estar relacionada con la secrecion de GH y la de melatonina, y
formaria parte del mecanismo homeostatico reparador que se produce en esta etapa
(Copinschi y Van Cauter, 1995; Luboshitzky, 2000). El ritmo circadiano de prolactina se
modifica en situaciones de estrés, durante la gestacién y la lactancia, asi como en
situaciones patol 6gicas tales como el desarrollo de tumores productores de prolactina (Noel
y cols, 1974; Tolis, 1977).
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c.1.2.- Regulacion neuroendocrina de la secrecidn de prolactina

La regulacion de la secrecién de prolactina se produce a través de un mecanismo muy
complgo, en & que intervienen un nimero importante de factores hipotalamicos (Lu y
Meites, 1973; Chen y Meites, 1975; Kato y cols, 1976; Bataille y cols, 1979; Vijayan y
McCann, 1979; Yen y cols, 1980; Ben-Jonathan, 1985; Nidolics y cols, 1985; Loeffler y
cols, 1986) como extra hipotaldmicos (Chen y Meites, 1979; Selle y cols, 1980;
Tresguerresy cols, 1981a; Tresguerresy cols, 1981b; Babu y Vijayan, 1983; Grossmann y
Rees, 1983; Esquifino y cols, 1989a; Wiersma y Kastelijn, 1990), y ambientales (Steger y
cols, 1982). Este mecanismo se observa esquematicamente en la figura 2.

La prolactina se caracteriza por depender de una regulacion hipotaldmica
fundamentalmente inhibidora, en la que el componente mejor conocido es la DA sintetizada
en € sistema tuberoinfundibular dopaminérgico del nicleo arcuato del hipotdlamo (Leong y
cols, 1983). Ademas, existen evidencias que apuntan que € GABA seria otro componente
hipotaldmico inhibidor de la secrecion de esta hormona (Apud y cols, 1984; Apud y cols,
1989). Se conoce que en la regulacién participan también factores estimuladores como la
hormona secretora de tirotropina (TRH) (Eskay y cols, 1975; Kawano y Daikoku; 1987)
sintetizada por las neuronas parvocelulares del nicleo paraventricular del  hipotaldmo
(Schally y cols, 1966). Todos estos neuromoduladores deberian seguir un patrén diario de
concentracion que permita explicar € ritmo circadiano de la prolactina circulante. De
hecho, se ha demostrado que los patrones diarios de concentracion de DA y GABA en €
hipotalamo y en eminencia media se adaptan a ese ritmo secretor de la hormona (Casnueva
y cols, 1984; Koulu y cols, 1989; Shiehy cols, 1997; Duvilanski y cols, 1998). Igualmente,
otros neuromoduladores siguen patrones diarios tanto en hipotdlamo (Berelowitz y cols,
1982a; Selgas y cols, 1998), en eminencia media (Duvilanski y cols, 1998; Arutjunyan y
cols, 2001) y en la adenohipdfisis (Cano y cols, 2001). Todos €llos se podrian sincronizar, a
través del VIP proveniente de los nlcleos supraquiasmaticos para conformar e ritmo
secretor de prolacting, y tendrian un papel especifico no bien establecido en la actualidad
con efectos tanto a nivel hipotaldmico como adenohipofisario (Freeman y cols, 2000).
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Figura 2.- Los niveles circulantes de prol actina muestran un patron pulsatil y circadiano regulado por factores
hipotalamicos inhibidores (FIP) como la DA, somatostatina (SS) y el GABA, 6 estimuladores (FEP) como
TRH, oxitocina (OT) o neurotensina (NT). La secrecién de estos factores se produce en la eminencia media
ylo en € l6bulo intermedio, desde donde se dirigen hacia las células lactotropas. Ademaés, la actividad de las
células lactotropas puede estar modulada por factores inhibidores o estimuladores secretados por células
proximas (regulacion paracrind) o por las propias células lactotropas (regulacion autocring) de la

adenchipdfisis.
c.1.2.1.- DA

Como ya se ha mencionado, la DA es e factor hipotaamico inhibitorio mas
importante del mecanismo regulador de la secrecién de prolactina (MacLeod, 1969;
MacLeod y cols, 1970). Actuamente se conocen tres sistemas dopaminérgicos, anatobmicay
funcionalmente, diferentes que actlan sobre la secrecion hipofisaria de prolactina (Freeman
y cols, 2000):
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a) Neuronas tuberoinfundibulares dopaminérgicas, Situadas en la parte dorsomedia del
nucleo arcuato. Sus axones se proyectan a la zona externa de la eminencia media, donde
la DA es secretada a espacio perivascular, préximo a los capilares sanguineos del
sistema porta hipofisario. De esta forma la DA acanza la adenohipdfisis (Leong y cols,
1983; Mai y cols, 1994).

b) Neuronas tuberohipofisarias dopaminérgicas, situadas en la zona rostra del nucleo
arcuato. Sus axones proyectan alos |6bulos neural e intermedio de la gléandula pituitaria.

c) Neuronas periventriculares hipofisarias dopaminérgicas, Situadas en € nicleo
periventricular hipotaldmico. Sus axones terminan en e I6bulo intermedio de la
hipdfisis.

Esquematicamente:

HIPOTALAMO

Tuberoinfundibular tuberohipofisarias  periventriculares
dopaminérgicas dopaminérgicas hipofisarias

EMINENCIA MEDIA

Lébulo Lébulo  Ldébulo
anterior < intemedio posterior

e ———
HIPOFISIS

Figura 3.- Poblaciones de neuronas dopaminérgicas en el hipotalamo de rata, cuyos axones se dirigen haciala
eminencia media o haciala hipdfisis.

La actividad del sstema tuberoinfundibular dopaminérgico estd regulada por
neurotransmisores, neuromoduladores y hormonas. El principa regulador de estas neuronas
tuberoinfundibulares dopaminérgicas es la prolactina mediante un mecanismo de
retroalimentacion corto (Arbogast y Voogt, 1997; Lerant y Freeman, 1998). Esta regulacion
se superpondria @ mecanismo de retroalimentacion que se gerceria directamente sobre las
propias células lactotropas (Kadowaki y cols, 1984; Bentley y Wallis, 1987). Ademas, se



han descrito sefides inhibitorias de este sistema hipotaldmico, como 5-HT y NA, que
disminuyen la actividad de las neuronas dopaminérgicas, y por lo tanto, reducen la
secrecion de DA. La NA incrementa la secreciéon de prolactina a través de cambios en la
actividad del sistema dopaminérgico (Fernandez-Ruiz y cols, 1987; Lin y Pan, 1993)
principamente en situaciones de estrés, donde aumentan los niveles circulantes de
prolactina (Langelier y McCann, 1977), aunque, también eerce efectos inhibitorios
(Lawson y Gala, 1975), a través de receptores a-adrenérgicos (De Castro y cols, 1989).
También se han definido sefidles estimuladoras, como € &cido glutdmico o la acetilcolina,
que aumentan la actividad del sistema tuberoinfundibular dopaminérgico, produciendo un
decremento de la secrecién de prolactina. Aunque, en € caso del &cido glutamico se ha
descrito que puede también gerce efectos contrarios a los descritos anteriormente (Login,
1990). Estos y otros componentes indirectos del sistema regulador de prolactina pueden
actuar en diferentes niveles de este mecanismo e incluso pueden tener efectos biolégicos

opuestos dependiendo de la concentracién ala que estén actuando (Freeman y cols, 2000).

c.1.2.2.- GABA

El GABA es un factor fundamentalmente inhibidor de la secrecion de prolactina
Como para la DA se ha descrito la existencia de un sistema GABAérgico hipotaldmico
(Apud y cols, 1984; Apud y cols, 1989), cuyos terminales nerviosos acanzarian la
eminencia media (Vicent y cols, 1982; Tapaz, 1984) donde el GABA es secretado. Desde
ahi, d neurotransmisor llegaria a la adenohipdfisis a través del sistema porta-hipofisario y
gjerceria un efecto directo (Tapaz y cols, 1983). En condiciones basales, la secrecion de
prolactina estd regulada fundamentalmente por la DA. Sin embargo, en situaciones
patofisioldgicas especiales, como la hiperprolactinemia,  GABA también participa en la
regulacién, inhibiendo la produccién de prolactina (Apud y cols, 1989; Duvilanski y cols,
1983; Duvilanski y cols, 1986). Paraddjicamente se ha descrito que e GABA puede
aumentar la secrecion de prolactina, inhibiendo la actividad del sistema tuberoinfundibular
dopaminérgico hipotaldmico (Casanueva y cols, 1981; Makinen y cols, 1993). La
repercusion exacta del mecanismo regulador gercido por el GABA sobre la secrecion de
esta hormona hipofisaria esta alin por investigar. Como en € caso de la DA, niveles
circulantes elevados de prolactina actlan a nivel hipotaldmico activando las neuronas
GABAérgicas (Duvilanski y cols, 1987). Este efecto se refuerza con un mecanismo
mediado através de sustancia Py de 5-HT (Afiloney cols, 1990a; Afiloney cols, 1990b).
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c.1.2.3.- Somatostatina

La somatostatina es un factor inhibidor no solo de la secrecion de prolactina (Vale y
cols, 1974; Patel y cols, 1986), sino también de GH (Tannenbaumy Ling, 1984; Plotsky y
Vale, 1985; Miller y cols, 1999) y TSH (Valey cols, 1974). Se ha caracterizado un efecto
inhibidor de la somatostatina sobre la secrecién de prolactina (Reichlin, 1983; Patel y
Sikant, 1986) que gerceria a dos niveles. 1) a nivel hipotaldmico, por sus interacciones
con e sistema tuberoinfundibular dopaminérgico (Kaneda y cols, 1991), y 2) a nivel
hipofisario, donde modula la secrecién de galanina, péptido sintetizado y secretado por las
células lactotropas, que actllia autocrina o paracrinamente modulando la secrecion de
prolactina (Wynick y cols, 1993; Cai y cols, 1998; Hydey cols, 1998).

Es importante destacar que € efecto de este neuropéptido sobre la secrecion de
prolactina es dependiente de estrégeno (Howard y cols, 1997; Cai y cols, 1998), aunque €
mecanismo fisioldgico de esta interaccion no se conoce. Sin embargo, esto indica que €
estado estrogénico es determinante en los efectos de este neuropéptido sobre la secrecion de
prolactina (Cooper y Shin, 1981; Lee y Shin, 1996). Asi se explicaria la diferente
efectividad de la somatostatina en e animal intacto, donde su eficacia es menor, que en
animales castrados y tratados con estradiol (Cooper y Shin, 1981; Goth y cols, 1996; Leey
Shin, 1996). Por otra parte, aunque gerce un efecto importante sobre la secrecion de
prolacting, cuando se compara con la GH la eficacia del péptido es menor (Patel y Srikant,
1986).

c.1.2.4.- Factores estimuladores de la secrecion de prolactina

Ademés de estos factores inhibidores, se han descrito un nimero elevado de
moléculas enddgenas que incrementan la secrecion de prolactina. Entre ellos destaca la
TRH, que estimula la secrecion de prolactina directamente sobre las células lactotropas
(Bowersy cols, 1971; Blake, 1974). Hoy en dia se sigue buscando con insistencia el factor
secretor estimulador especifico para esta hormona.

Se ha descrito que la inyeccidn intracerebroventricular o intravenosa de 5-HT o de su

precursor (5-hidroxitriptéfano) aumenta los niveles plasméticos de prolactina en ratas, a
través de un mecanismo mediado a nivel hipotadmico (Lu y Meites, 1973; Lamberts y
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MacLeod, 1978), ya que no lo modifica cuando se adiciona a cultivos hipofisarios
(Lamberts y MaclLeod, 1978). Este concepto se apoya en resultados de la literatura que
muestran neuronas serotoninérgicas Situadas en e nicleo dorsal del rafe, que proyectan
hacia nucleos hipotalamicos relacionados con la regulacion de prolactina (Fessler y cols,
1984), y parece que responden con un incremento en los niveles circulantes de prolactina en

Situaciones de estrés, durante lalactanciay el embarazo (Freeman y cols, 2000).

Ademas de este neurotransmisor, se ha descrito recientemente que la taurina modula
la secrecion hipofisaria, como se ha observado para otros aminoacidos como e GABA o €l
&cido glutamico (Apud y cols, 1984; Login, 1990). Se ha sugerido que estimula la secrecion
de prolactina, probablemente modulando la produccidn de neurotransmisores hipotalamicos
que controlan la actividad de las células lactotropas, ya que no afecta la secreciéon de la
hormona in vitro (Scheibel y cols, 1980). Los péptidos opiodes podrian mediar los efectos
de taurina sobre prolactina (Shoichiro y cols, 1988). Sin embargo, las concentraciones de
taurina son elevadas tanto en hipotalamo como en hipdfisis (Lombardini, 1976), por lo que
los efectos moduladores de este neurotransmisor que estan por definir. No obstante, la
taurina ha sido involucrada en los mecanismos hipoté amo-hipofisarios reguladores de otras

hormonas, como laLH (Pricey cols, 1978).

c.1.3. — Funciones fisiol6gicas de prolactina

Desde su descubrimiento, la prolactina se conoce principamente por su accién
lactogénica (Nelson y Gaunt, 1936). Sin embargo, afios mas tarde comienza a describirse su
papel modulador de la funcion reproductora (Meites, 1967; Ben-Jonathan y cols, 1989).
Ademas, interviene en la osmorregulacion (Burstyn, 1978; Klibanski y cols, 1988), en €
control de la biosintesis de esteroides (Mazzocchi y cols, 1986; Arafah y cols, 1990), en €
crecimiento de células tumorales (Arafah y cols, 1982; Arafah y cod, 1984), en la
modulacién del sistema inmune (Said y Porter, 1979; Sakurai y cols, 1988; Arce, 1994,
Arcey cols, 1997) y en laregulacién de la presion sanguinea (Arafah y cols, 1990; Millsy
Ward, 1986). Hasta ahora se han descrito mas de 300 funciones para esta hormona a lo
largo de la escala filogenética (Bole-Feysot y cols, 1998).
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Las acciones fisiologicas de prolactina se llevan a cabo a través de receptores
especificos, presentes en células de glandula mamaria, de gonadas y cerebrales (Bakowska
y Morrel, 1997), como de tejidos periféricos diversos (Horrobin, 1977; Clevenguer y cals,
1990; Nagano y Kelly, 1994). Ello esta de acuerdo con su versatilidad para modular
funciones fisioldgicas aparentemente no relacionadas. El receptor para prolactina es una
proteina de membrana que pertenece a la clase | de la superfamilia de citokinas (Bazan,
1990; Lai y cols, 1997).

c.1.4.- Prolactina y envejecimiento

Los niveles basales circulantes de prolactina aumentan progresivamente con la edad
(Meites y cols, 1978; Demarest y cols, 1985; Garcia-Bonacho y cols, 2000), siendo este
incremento més marcado en las hembras debido a su componente estrogénico (Meites,
1982). Este efecto de la edad sobre esta hormona se produce acompafiado de un declive en
la secrecion de estrogenos en €l ovario o una reduccion de los niveles de testosterona en el
testiculo (Meites, 1982).

c.2-LaGH

La GH es una molécula polipeptidica, formado por 191 aminoécidos, en la que
existen dos puentes disulfuro. Esta estructura, con un peso molecular de 22650 daltons, se
conoce como la forma 22 K, forma principa de secrecion de la hormona por la hipéfisis
anterior y la més abundante, tanto en plasma como en las propias células somatotropas.
Existen una serie de variantes cuyo significado fisiol6gico no se conoce en la actualidad
(Cheny cals, 1989). La GH esta estructuralmente relacionada con la prolactina, ya que son
proteinas codificadas por genes divergentes, como se ha mencionado anteriormente.

c.2.1.- Sintesisy secrecion de GH: ritmo circadiano

La sintesis de la hormona se produce en € reticulo endoplasmético rugoso de las
células somatotropas (células aciddfilas) presentes en la hipdfisis. Tras su paso por €

aparato Golgi, es empaguetada dentro de grénulos secretores. Finamente, la GH es
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secretada al espacio perivascular por exocitosis. Es importante destacar la existencia de
células aciddfilas mixtas que secretan tanto GH como prolacting, denominadas
mamosomatotropas (Neil y Frawley, 1983; Frawley y cols, 1985), aunque su funcion
fisiol6gica exacta no se conoce en la actualidad.

La secrecion de GH es pulsétil en todas las especies estudiadas (Tannembaum y
Martin, 1976; Mller y cols, 1999), es decir, con fases de secrecidn brusca, separadas entre
si por periodos largos (horas) en los que no existe apenas secrecion de la hormona. Se
diferencia del patrén pulsatil descrito para prolactina en que los lapsos temporales son mas
cortos. Esta secreciéon pulsétil de GH se origina por la secrecion ritmica y alternante de
GHRH (Hormona liberadora de la GH) y de somatostatina a la circulacion portal (Plotsky y
Vale, 1985), de forma que cada pico de secrecion de la GH se corresponde con un aumento
de la secrecion de GHRH y una disminucion de la secrecion de somatostatina (Tannenbaum
y Ling, 1984; Plotsky y Vale, 1985). En condiciones normales, los picos secretores
maximos de GH se producen durante e suefio, principalmente asociados a la primera fase
del suefio lento, con picos de menor amplitud en fases tardias de esta etapa del suefio (Hall
y cols, 1991).

c.2.2.- Regulacion neuroendocrina de la secrecién de GH.

La secrecion de GH esta regulada por un control neuroendocrino complejo, gercido
principalmente por la accion alternativa de dos hormonas hipotaldmicas, la GHRH vy la
somatostatina, como se ha mencionado con anterioridad, que gercen sobre las células
somatotropas influencias estimuladoras o inhibidoras respectivamente (Tannenbaum y
Ling, 1984; Plotsky y Vale, 1985; Miller y cols, 1999). Ademas, otros neurotransmisores,
neuropéptidos y neuromoduladores estén implicados en la regulacion de esta hormona,
tanto modulando factores hipotalamicos como de forma directa sobre las células
somatotropas (Cuttler, 1996).

Esgueméticamente se muestra a continuaci on:
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Figura 4.- La secrecion de GH es pulsétil, regulada por lainteraccién entre GHRH y somatostatina (SS), que
inhibe o estimula las células somatotropas respectivamente. La actividad de estas dos neurohormonas esta
modulada por la accién de neurotransmisores, principalmente NA, neuropéptidos hipotaldmicos, hormonas y
sefial es metabdlicas segulin lainformacion recibida del medio interno del individuo.

c.2.2.1.-GHRH

La hormona hipotalémica GHRH es sintetizada por neuronas situadas en € nicleo
arcuato cuyas terminaciones nerviosas terminan en la eminencia media. La GHRH alcanza
la adenohipdfisis a través del sistema porta hipofisario (Bloch y cols, 1984), donde se une a
receptores especificos localizados en la membrana de las células somatotropas. La GHRH
induce la secrecion de GH y estimula la proliferacion de las células somatotropas (Theill y
Karin, 1993; Mayo y cols, 1995).
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Neurotransmisores, neuropéptidos, neuromoduladores o seflales metabdlicas
modifican la actividad de las neuronas del nicleo arcuato. Asi, estudios in vitro realizados
en hipotdlamo han demostrado que la secrecion de GHRH aumenta en respuesta a una
bajada de glucosa (Baes y Vales, 1990) o a estimulos a,-adrenérgicos (Kabayama y cols,
1986). Sin embargo, la actividad de estas neuronas disminuye por un efecto de IGF-I
(Shibasaki y cols, 1986), de somatostatina (Liposits y cols, 1988; Yamauchi y cols, 1991),
por la activacion del sistema GABAGérgico (Baes y Vale, 1989) o por e aumento de los
niveles circulantes de GH (Ganzetti y cols, 1986; Mller y cols, 1999).

Se ha descrito que, a niveles fisioldgicos, |os glucocorticoides amplifican la respuesta
y la sensibilidad de las células somatotropas a la GHRH (Seifert y cols, 1984; Tamaki y
cols, 1996), mientras que disminuyen € efecto inhibidor de somatostatina (Schonbrunn,
1982). Ademés, favorecen la diferenciacidn a este tipo de células (Boockford y cols, 1985),
y estimulan la sintesis y secrecion de GH (Thakore y Dinan, 1994).

Ademas de GHRH, se han descrito también otros neuromodulares que aumentan la
secrecion de GH, como la 5-HT (Arnold y cols, 1981), o € PACAP (Rawlings y Herzareh,
1996).

c.2.2.2.- Somatostatina

En € hipotdamo, la mayor parte de las neuronas que secretan somatostatina se
encuentran en e nucleo periventricular anterior (Fishman y Peake, 1970). Estas neuronas
proyectan sus axones principamente hacia la eminencia media donde forman una banda
compacta en la zona externa, aungue una pequefia porcion de estas fibras se dirige hacia la
neurohipdfisis donde modulan la secrecién de oxitocina y vasopresina. Otras neuronas del
nicleo periventricular anterior proyectan sus axones a otras areas fuera del hipotdamo
como € sistema limbico, 0o conectan con otros nucleos hipotalamicos como el arcuato,
donde modula la secrecién de GHRH, o los nlcleos supraquiasmaticos, generadores de
ritmicidad (Mller y cols,1999).

El control de la secrecién de somatostatina hipotaldmica depende principalmente de
la tasa de NA en € espacio sindptico. Asi, cuando la concentracion de NA aumenta, se

activan los receptores a,- adrenérgicos en la neurona postsingptica y se inhibe la secrecion
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de este somatostatina. Sin embargo, cuando e contenido en NA disminuye en e espacio
sinaptico se activan los receptores b-adrenérgicos postsingpticos y se estimula la secrecién
de somatostatina (Negro-Vilar, 1979; Maeda y Forman, 1980). Ademas, recientemente se
ha descrito que la DA gjerce un papel modulador de los receptores adrenérgicos, ya que
actlia disminuyendo la actividad de los receptores a,- adrenérgicos y/o aumentando la
actividad de los b-adrenérgicos en las neuronas productoras de somatostating, (Arcey cols,
1991a; Devesay cols, 1991a).

* (+)

Somatostatina

Figura 5.- La secrecion de somatostatina depende fundamentalmente de la concentracion de NA. Cuando

aumenta la concentracion de este neurotransmisor se inhibe la secrecion de somatostatina.

Ademéas de la NA se conocen otros factores inhibidores de la secrecion de
somatostina, como la acetilcolina que incrementa la actividad de los receptores
a,- adrenérgicos (Devesa y cols, 1991a), o € GABA (Gamse y cols, 1980), que gerce su
accion en € hipotdlamo (Garcia-Segura y cols, 1991) e inhibe la secrecién de
somatostatina (Takahara y cols, 1980). Otros neuromoduladores ejercen efectos
estimuladores sobre la secrecion de somatostatina. Es € caso de la hormona liberadora de
tirotropina (TRH), la GHRH (Katakami y cols, 1985; Arimura y cols, 1986), la GH
(Shepard y cols, 1978; Chiharay cols, 1979), los glucocorticoides (Nakagawa y cols, 1987,
Fernandez-Vasquez, 1995) y lataurina (Aguilar y McCann, 1985).

Es importante destacar que tanto las variaciones en los niveles circulantes de glucosa
como la ingesta de dietas enriquecidas en proteinas modulan la sintesis y secrecion de
somatostatina en € hipotdlamo (Berelowitz y cols, 1982b; Alba-Roth y cols, 1988).
Asimismo, los esteroides sexuales regulan la secrecién de este neuropéptido en
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hipotdlamo, modificando la respuesta de sus receptores a,-adrenérgicos (Devesa y cols,
1991b; Devesa y cols, 1993).

c.2.3.- Funciones fisiolgicas de la GH

La GH, somatotropina, u hormona somatotropa recibe su nombre porque ejerce
efectos multiples en todo el organismo. Asi, controla e crecimiento corporal arménico y la
consecucién de una talla adulta normal a través de una accion directa sobre € tejido 6seo e
indirecta, a través de la sintesis de IGF-1 (factor de crecimiento | como la insuling),
fundamental a nivel hepatico y 6seo (Devesa, 1990). Sin embargo, su efecto bioldgico més
importante se gjerce sobre e metabolismo intermedio, a traves de sus acciones lipolitica y
diabetogénica, (ver revision, Tresguerres, 2000). Ademés, datos crecientes de la literatura
muestran otros efectos de la hormona sobre el sistema inmunitario (Berzi 1986; Esquifino y
cols, 1999a; Esquifino y cols, 1999b), & sistema cardiovascular (Sacca y col, 1994), la
hematopoyesis (Strobl y Thomas, 1994; Devesa, 1996), las gonadas (Rice y cols, 1976;
Kaiser y cols, 2001), la glandula mamaria (Caron y cols, 1994) y determinados procesos
cognitivos (Thienhaus y cols, 1987). Por otro lado, se ha descrito la existencia de sintesis de
una GH idéntica a la hipofisaria en diversos tejidos extrahipotaldmicos como e sistema
inmunitario (Weigent y cols, 1988; Costoya y cols, 1996; Mol y cols, 1995), cuyo
significado fisiologico no estd perfectamente establecido. Ello se correlaciona con la
existenciadel circuito de prolactina periférica ya mencionado.

Las acciones fisioldgicas de la hormona se llevan a cabo a través de receptores
especificos pertenecientes a la superfamilia de receptores hematopoyéticos implicados en la
regulacion del crecimiento y diferenciacion celular. Tras la unién de la GH a receptor
paso inicia en la transduccion de la sefid de la hormona puede ser mediante la generacion
de segundos mensgjeros o bien actuando directamente sobre e ADN nuclear (Bolander,
1999; Tresguerres, 1999). Como es de esperar, los receptores de GH y de prolactina
presentan rasgos semejantes tanto estructuralmente como funcionalmente (Goffin y Kelly,
1996; Goffiny cols, 1998).
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c.2.4.LaGH Yy € envegecimiento

A diferencia de lo observado para prolactina, los niveles circulantes de GH
disminuyen con la edad (Meites, 1982; Garcia-Bonacho y cols, 2000). Los mecanismos
responsables del déficit secretor de la hormona no estdn completamente establecidos,
aungue podrian implicar ateraciones tanto a nivel hipofisario como hipotalamico (Arce y
cols, 1991b). Asi en & hipotaldmo disminuye la sintesis y secrecion de GHRH durante €
envegecimiento (Morimoto y cols, 1988). Sin embargo, en relacion con la somatostatina hay
datos que muestran que la concentracion de este neuropéptido disminuye, aumenta o0 no se
modifica con la edad (De Gennaro y cols, 1989; Sonntag y cols, 1990; Dedlaurier y cols,
1991). A nive hipofisario, parece claro que se produce una disminucién de los niveles
circulantes de GH con la edad (Meites, 1982; Garcia-Bonacho y cols, 2000). Ello se explica
por una disminucién en e nimero de células somatotropas y en € nimero de receptores de
GHRH (Sun 'y cols, 1984; Parenti y cols, 1987), junto con una disminucion de la respuesta
de estas células a GHRH in vitro (Ceda y cols, 1986). Es importante destacar que el patron
pulsdtil de esta hormona no se atera durante € enveecimiento, aunque disminuye
significativamente la amplitud de los pulsos de secrecion (Meites, 1982).



OBJETIVOSY DISENOSEXPERIMENTALES
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Hoy en dia se conoce que casi todas las funciones fisiolégicas presentan oscilaciones
regulares en el tiempo, coordinadas entre si, a través del reloj enddgeno circadiano. Esto
permite separar actividades biologicas incompatibles o simplemente irrealizables
conjuntamente. Por lo tanto, cambios en la organizacion temporal de algunas variables
bioldgicas, pueden tener consecuencias sobre funciones fisioldgicas diversas (Sanvisens,
1989; Rodriguez Castafieda, 2001). Estas alteraciones, pueden ser producidas por causas

diferentes: fisiol6gicas o patol gicas.

Durante € envejecimiento, los ritmos fisiolégicos pueden modificar sus pardmetros
caracteristicos como la amplitud o el periodo (Pittendrigh y Daan, 1974; Weinert, 2000;
Kolker y Turek, 2001; Garcia-Bonacho y cols, 2000; Cano y cols, 2001). AsSmismo, se
pueden desincronizar con las sefiales procedentes del medio ambiente externo o del medio
interno (Pittendrigh y Daan, 1974; Weinert, 2000; Kolker y Turek, 2001). El propio
envejecimiento puede afectar también a reloj endégeno propiamente dicho, en é se ha
demostrado una disminucién del nimero de neuronas funcionales con la edad (Weinert,
2000; Kolker y Turek, 2001). Ademés, también se dteran |las proyecciones neuronales tanto
aferentes como eferentes (Kolker y Turek, 2001). Como resultado de €ello, la capacidad en
los nulcleos supraguiasméticos, para producir ritmos estables y sincronizados, disminuye
con la edad (Weinert, 2000) y se manifiesta como un desgjuste en e funcionamiento del

organismo.

Trabgjos del grupo y de la literatura han mostrado cambios, durante el
envegecimiento, en los patrones diarios de parametros diversos tanto del sistema
neuroendocrinolégico como inmunitario (Scarbrough y Wise, 1991; Wise, 1994; Cai y
Wise, 1996; Cardinali y cols, 1998a; Cardinali y cols, 1998b; Garcia-Bonacho, 2000;
Garcia-Bonacho 2001; Cano y cols, 2001). Asimismo, se han redlizado algunos estudios,
sobre € efecto de la edad en la actividad diaria del gje hipotdlamo-hipofisario. Asi, Wise'y
cols (1987) y Cohen y cols (1988) han mostrado ritmos especificos de NA y dd
metabolismo de 5-HT relacionados con € mantenimiento del ciclo estral en la hembra
durante el envejecimiento. También, nuestro grupo ha mostrado ritmos diarios de NA y del
metabolismo de DA en &reas hipotalamicas especificas, que cambian no sélo durante el
envejecimiento sino también durante e desarrollo de la artritis adjuvante (Cano y cols,
2001). Estos cambios a nivel hipotalamico podrian explicar ateraciones edad dependiente
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de los ritmos secretores de las hormonas hipofisarias (Wise, 1982; Wise, 1987; Garcia-
Bonacho, 2000; Gore'y cols, 2000).

Sin embargo, a veces, los cambios con la edad en neuromoduladores y en hormonas
hipofisarias no se producen en igual sentido. Por gjemplo, se ha descrito que la secrecién de
prolactina aumenta con la edad (Meites y cols, 1978; Demarest y cols, 1985; Garcia-
Bonacho, 2000), e iguamente, también aumenta la concentracion de DA en la hipdéfisis
(Demarest y cols, 1985; Cano y cols, 2001), aunque no gerce accion inhibidor sobre la
secrecion de lahormona (Arita y cols, 1984).

El objetivo global de este trabajo es analizar € efecto del envelecimiento sobre los
neuromoduladores del ge hipotalamo-hipofisario, y s estos cambios condicionan los
patrones diarios de secrecion de prolactina y de GH. El objetivo global se puede desglosar

en los siguientes objetivos especificos:

1. Andizar los efectos de la edad sobre los patrones diarios de concentracion de
aminas bidgenas, GABA, taurina y somatostatina en e hipotdlamo anterior, €

hipotdlamo mediobasal, la eminencia mediay en la adenohipdfisis de ratas macho.

2. Estudiar las correlaciones entre los neuromoduladores estudiados y |a concentracion
de DA en la eminencia media. Asmismo, se andizara las posibles correlaciones
entre las concentraciones de los neuromodul adores estudiados en eminencia media 'y
adenohipdfisis con los niveles plasméticos de prolactina, tanto en ratas adultas

jévenes como enveecidas.

3. Estudiar las correlaciones entre los neuromodul adores estudiados y el contenido de
somatostatina en la eminencia media y en e hipotdamo anterior. Asmismo, se
andizard las posibles correlaciones entre las concentraciones de los
neuromoduladores estudiados en eminencia media y adenohipdfisis con los niveles
plasmaticos de GH, tanto en ratas adultas jovenes como envejecidas.

Para la consecucion de dichos objetivos se desarrollaron los disefios experimentales que
se describen:
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1.- Caracterizacion de los patrones diarios de concentracion de los neuromodulador es
del g e hipotalamo-hipofisario y de las hormonas hipofisarias (prolactinay GH) y sus
posibles correlaciones, en animales jovenes.

Objetivos

Estudiar las variaciones diarias en €l contenido de aminas bidgenas, GABA, taurinay
somatostatina en € hipotdamo anterior, hipotdamo mediobasal, eminencia media y
adenohipdfisis, como e patrén secretor de prolactinay GH, en ratas macho jovenes.

Andizar las posibles correlaciones entre los neuromoduladores estudiados y la
concentracién de DA en eminencia media 0 de somatostatina en este tegjido y en
hipotdlamo anterior, y entre los neuromoduladores de la eminencia media o de la

adenohipdfisisy los niveles plasmaticos de prolactinay GH, en ratas macho jovenes.

Protocolo de trabajo

La experimentacion animal se ha realizado en ratas macho de la cepa Wistar de 60
dias de vida. Estos animales (8 animales por horario) se decapitaron en seis horas diferentes
alolargo del dia (09:00, 13:00, 17:00, 21:00, 01:00, 05:00), sin anestesia previa.

Tras la decapitacion, se recogieron las cabezas sobre hielo seco e inmediatamente
después se amacenaron a —-80°C hasta su procesamiento y andisis posterior de
neurotransmisores por HPLC y de somatostatina mediante un radioinmunoandisis
especifico, como se explica en materides y méodos. Asimismo, se recogioé la sangre
troncular y se separ6é e plasma, que se amacend a —20°C hasta € andlisis posterior de

hormonas adenohipofisarias (prolactinay GH) mediante radioinmunoandisis especificos.

Se midi6 e contenido en NA, DA, DOPAC, 5-HT, 5-HIIA, GABA, taurina y
somatostatina en intervalos de 4 horas a lo largo de un ciclo de 24 horas, en e hipotdamo
anterior, hipotdamo mediobasal, eminencia media y adenohipdfisis. Ademés, s
determinaron los niveles circulantes de prolactina, GH y € contenido en melatonina de la
glédndula pineal en las mismas condiciones experimentales que se describieron més arriba, a
interval os de 4 horas durante un periodo de 24 horas.
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2.- Caracterizacion de los patrones diarios de concentracion de los neuromodulador es
del g e hipotalamo-hipofisario y de las hormonas hipofisarias (prolactinay GH) y sus

posibles correlaciones, en animales enve ecidos.

Objetivo

Estudiar las variaciones diarias en €l contenido de aminas bidgenas, GABA, taurinay
somatostatina en e hipotdamo anterior, hipotdamo mediobasal, eminencia media y
adenohipdfisis, como € patron secretor de prolactinay GH, en ratas macho envejecidas

Andizar las posibles correlaciones entre los neuromoduladores estudiados y la
concentracién de DA en eminencia media 0 de somatostatina en este tgido y en €
hipotdamo anterior, y entre los neuromoduladores de la eminencia media o de la

adenohipdfisis y los niveles plasmaticos de prolactinay GH, en ratas macho envejecidas.

Protocolo de trabajo

La experimentacion anima se ha realizado en ratas macho de la cepa Wistar de 18
meses de vida. Estos animales (8 animales por horario) se decapitaron en seis horas
diferentes alo largo del dia (09:00, 13:00, 17:00, 21:00, 01:00, 05:00), sin anestesia previa.

Tras la decapitacion, se recogieron las cabezas, sobre hielo seco, e inmediatamente
después se amacenaron a —-80°C hasta su procesamiento y andisis posterior de
neurotransmisores por HPLC y de somatostatina mediante un radioinmunoandisis
especifico, como se explica en materides y méodos. Asimismo, se recogioé la sangre
troncular y se separd € plasma, que se almacena a —20°C hasta € andlisis posterior de

hormonas adenohipofisarias (prolactinay GH) mediante radioinmunoandisis especificos.

En este grupo experimental medimos e contenido en NA, DA, DOPAC, 5-HT, 5-
HIIA, GABA, taurinay somatostatina en intervalos de 4 horas alo largo de un ciclo de 24
horas, en € hipotdamo anterior, hipotdamo mediobasal, eminencia media vy
adenohipdéfisis. Ademés, sé determinaron los niveles circulantes de prolactina, GH y €
contenido en melatonina en la glandula pineal en las mismas condiciones experimentales,
en intervalos de 4 horas durante un periodo de 24 horas.
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MATERIALESY METODOS
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A) INSTALACIONES

El Departamento de Bioguimica y Biologia Molecular 111 de la Facultad de Medicina
de la Universdad Complutense de Madrid (UCM) cuenta con laboratorios totamente
equipados para € desarrollo de las técnicas necesarias para la redizacion de esta tess.
Complementariamente, ha sido necesario el uso de otras unidades, de la misma facultad

Ccomo:

Animaario Central (ANUC), que dispone de instalaciones adecuadas para €

mangio de animales de experimentacion y quiréfanos donde llevar a cabo las cirugias,

el sacrificio de los animalesy larecogida de muestras.

Instalacion Radiactiva Central, que cuenta con laboratorios equipados para €l

mangjo de isdtopos radiactivos, asi como una sala central de medicion de

radioisétopos, con contadores de radiacion gy b.

B) ANIMALESDE EXPERIMENTACION

Se han utilizado ratas macho de la cepa Wistar de 60 dias y de 18 meses de edad,
criadas en e ANUC. Todas las camadas se homogenizan € dia 3 de vida, dgando 10
animales por madre, de forma que todas las ratas tengan posbilidades similares de
crecimiento y desarrollo. El destete de las crias se redliza € dia 23 de vida; a partir de ese

momento, |os animales se alimentan con pienso compuesto (Panlab) y agua ad libitum.

Los animales se aojan en jaulas de metacrilato de 42 x 23 x 14 cm, en grupos de 4
animales por jaula La luz del animalario es artificial, mediante l&mparas fluorescentes que
se controlan autométicamente en ciclos de 12 horas luz-12 horas oscuridad (08:00-20:00 h).
La ventilacion se realiza por extraccion continuada, y se dispone de temperatura controlada

(entre 22 y 249C).
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C) METODOS EXPERIMENTALES

c.1.- Sacrificio de animales

Los animaes se sacrifican por decapitacion, sin anestesia previa. Se utiliza este
método ya que la anestesia produce alteraciones neuroendocrinas que podrian modificar los
parametros estudiados. El sacrificio se produce en 6 intervalos distintos a lo largo del dia,
cada cuatro horas (09:00, 13:00, 17:00, 21:00, 01:00 y 05:00 horas).

c.2.- Recogida de muestras

Inmediatamente después del sacrificio se recogen las cabezas en higlo seco y quedan
amacenadas a -80°C hasta la diseccion del hipotdamo anterior y mediobasal, eminencia
media, adenohipdfisis y glandula pineal. La manipulacion no dur6 més de 2 minutos por

animal, para evitar que & contenido de GABA aumente postmorten.

La sangre troncular se recoge en tubos de poliestireno con EDTA a 6% como
anticoagulante. Se centrifugan a 2500 rpm, 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se guarda a -

200C parala medida posterior de las hormonas hipofisarias que se analizan en este trabajo.

D) METODOSANALITICOS

d.1.- Radioinmunoandlisis

El radioinmunoandlisis (RIA) fue desarrollado por Berson y Yaow en 1959 para
valorar lainsulina. Desde entonces se haido extendiendo hasta abarcar practicamente todas

las hormonas peptidicas, esteroideas y otros agentes biol 6gicos.

El método se basa en la inhibicién competitiva por la union a su anticuerpo (Ac)
especifico de una sustancia fria (no marcada radiactivamente), que es € antigeno (Ag), y la
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misma sustancia previamente marcada con un isotopo radiactivo, € antigeno marcado
(Ag*). Obtenemos asi complgos antigeno-anticuerpo marcados (Ag*-Ac) y sSin marcar
(Ag-Ac).

d.1.1. Radioinmunoandlisis de prolactina y de GH

d.1.1.1.- Tamponesy reactivos

Tampones

Tampon |: Tampdn fosfato 0,5M, pH= 7,6. Se prepara a partir de dos soluciones
previas. a) Solucion de fosfato monosddico 0,5 M (NaH2PO4) y b) Solucion de
fosfato monopotésico 0,5M (KH2PO4). Se emplea para € marcagje y para preparar

el tampdn 11. Puede guardarse a temperatura ambiente en frasco opaco.

Tampon Il: Tampén fosfato 0,01M. pH= 7,6, 0,15M de NaCl (PBS). Se rediza
diluyendo 50 veces el tampdn | en agua bidestilada y afiadiendo posteriormente 8,89
de NaCl/L. Se utiliza para eluir la columna de marcgje y para preparar |os tampones
[11'y 1V. Puede guardarse a temperatura ambiente en frasco opaco.

Tampon Il: Tampon fosfato 0,01M, 0,15M de NaCl, 1% de abumina de suero
bovina (BSA) fraccion V (Sigma), pH= 7,6. Al tampdn |l se le aflade 1g de
albumina por 100mL del tampon (1% peso/volumen). Se emplea para las diluciones
de las hormonas de la curva estandar, para completar las alicuotas de los plasmas
problema hasta e volumen empleado en la curva estandar del radioinmunoandisis y

paradiluir las hormonas marcadas. Se guarda en nevera.

Tamp6n IV: Tampén fosfato 0,01M, 0,15M de NaCl, &cido etilén-diamino
tetracético (EDTA) (Sigma) 0,025M y Titriplex (Merck) 0,025 M, pH= 7,6. Se hace
a partir del tampén |1 afadiendo 0,959 de EDTA y 0,84 g de Titriplex, gjustandose
de nuevo & pH a7,6. Se emplea paraeluir e primer Ac. Se guarda en nevera.

53



Reactivos

Las hormonas puras para la curva patron y para yodar, asi como los anticuerpos
especificos de las hormonas han sido generosamente suministrados por el Nationa Institute
of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (NIDDK) y & Prof. P.A. Parlow (Harbor
UCLA Medical Center, 1000 West Carson Street, Torrance, CA 90509). Estas hormonas se
presentan liofilizadas, siendo necesario recondtituirlas para su utilizacion, segin las
instrucciones del NIDDK:

Prolactina y GH para yodar (NIDDK-rprolactina-1-6 y NIDDK-rGH-I-6). Ambas
hormonas se reconstituyen en una solucion de bicarbonato sddico (NaHCOs3) 0,01M
a una concentracion de 100[d/mL distribuy éndose en alicuotas de 2501, que se
almacenan a—80°C.

Prolactina y GH para la curva (NIDDK-r-prolactinaRP3 y NIDDK-r-GH-RP2).
Ambas hormonas se reconstituyen afadiendo 1mL de agua bidestilada,
distribuyéndose en alicuotas de 25[Il con una concentracion f ina de 250ng/25[LL.

Los anticuerpos NIDDK-anti-r-prolactinaS-9 y NIDDK-anti-r-GH-S-5 se
reconstituyen con agua bidestilada, diluyéndose 1/10 en PBS y amacenandose en
alicuotas a—-80°C hasta su utilizacion.

Proteina A extraida de cultivos de Saphylococcus aureus obtenida en €
Departamento de Fisiologia Vegetal, de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Auténoma de Madrid. Se utiliza para la precipitacion de los complejos antigeno-
anticuerpo (Ag-Ac) y antigeno marcado-anticuerpo (Ag*-Ac).

d.1.1.2.- Marcaje de la hormona

Como marcador para las hormonas peptidicas se ha utilizado €l 125, ya que este
radioi sbtopo presenta como ventgjas una actividad especifica mayor que €l 3H y un contgje

de emision mas sencillo que @ de un emisor b que requiere liquido de centelleo. De los



radioisétopos del yodo se ha utilizado € 125 porgue presenta una vida media mayor que la

del 131} (60 dias frente a 8).

El marcgje se lleva a cabo mediante e método de la lactoperoxidasa, técnica descrita
por Marchalonis (1969) y modificada por Esquifino (1976), para la prolactinay GH. Con
este método se consigue, por medio de una reaccion enzimética, que € ién yoduro
radiactivo pase a yodo molecular, que es capaz de desplazar al hidrégeno del anillo fendlico
de la tirosing, que forma parte de la estructura molecular de las proteinas. Aungue se han
descrito otros métodos para la radioyodacion de las hormonas proteicas, se €igio € de la
lactoperoxidasa porque produce un dafio menor en la estructura de la molécula, dando un
rendimiento del proceso, una actividad especifica y una capacidad de unién de la hormona
yodada mayor que la obtenida con otros métodos (Esquifino, 1976).

Para ello, sobre una alicuota de la hormona, que contiene 2,5ng de la misma en 25[1
de NaHCO3 (Merck), se afaden:

a) 25mL detampon | paratamponar la solucién apH 7,6.

b) 0,5mCi de 125

c) 0,5ng de lactoperoxidasa (Sigma)/ 10mL de agua destilada. Se deja reaccionar
durante cuatro minutos, en agitacion constante.

d) Lareaccion se detiene por la adicién de 100l de tampon 11, que permite separar

la hormona marcada del 123 que no ha reaccionado.

Una vez terminada la reaccion, se purifica € producto de la radioyodacion mediante
una cromatografia en columna con gel de Sephadex G-50 fino (Pharmacia LKB), con € fin
de separar la hormona marcada del yodo libre. La mezcla del marcaje eluye con tampén 11,
recogiéndose fracciones de 0,5mL. Se mide la radiactividad contenida en 10nL de cada
fraccion en un contandor g (Packard mod. Cobra autogamma, Pacisd) y se representa
gréficamente (Esquifino, 1976). El primer pico de radiactividad corresponde a la hormona

marcada, y e segundo al 129 libre. Se mezclan las fracciones correspondientes a la zona

descendente del primer pico, repartiéndose en alicuotas, que se amacenan a -20°C hasta su
uso en el RIA.
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d.1.1.3.- Titulacién del anticuerpo

Consiste en gustar la dilucién del anticuerpo especifico de la hormona para
determinar la concentracion a la que se da la méxima unién con la hormona marcada, sin

que exista pérdida de sensibilidad.

d.1.1.4.- Curva patron

La curva patrén se utiliza para calcular la relacion entre la hormona yodada ligada al
anticuerpo y la concentracion de hormona fria. Para ello, preparamos diluciones sucesivas
de una solucién de hormona fria de concentracion conocida. Cada punto de la curva patrén
se pipetea por triplicado y se utilizan al menos dos curvas patrén, una a principio y otra al
final del ensayo, para controlar las posibles variaciones debidas a los diferentes tiempos de
incubacion entre las primeras y las Ultimas muestras. También se utilizan los siguientes

puntos de referencia (todos por triplicado):

Controles de la actividad total afadida, expresados en cuentas por minuto (cpm).

Contienen Unicamente hormona yodada en la misma cantidad que € resto de los
tubos del ensayo.

Controles de union méxima, que miden la unién maxima de la hormona marcada

con € Ac en ausencia de hormonafria

Controles de unién no especifica, que miden la radiactividad residual como
consecuencia de la unién de la hormona marcada a la pared del tubo en € que se
realiza el ensayo. No contiene ni anticuerpo ni hormona fria.

d.1.1.5.- Representacion gréfica de la curva patron
De cada punto de la curva patrén se determina las cpm, procedentes de los complejos

Ag*-Ac. Cada punto de la curva se valora por triplicado, obteniéndose las cpm medias de
cada uno de ellos. La captacion se determina mediante la férmula:
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Bc - Ne x 100
Bo - Ne

Donde Bc mide la unién de la hormona marcada con e Ac en presencia de
concentraciones conocidas de la hormona sin marcar, Bo mide la unién méxima de la
hormona marcada con e Ac en ausencia de la hormona sin marcar y Ne mide la
radiactividad residual o no especifica Para su representacion utilizamos un papel
semilogaritmico, con e e de ordenadas dividido de forma linea y € €e de abcisas
logaritmicamente. En e primero expresamos €l porcentaje de captacion especifica de cada
punto y en & segundo la concentracion de Ag (hormona) sih marcar que se ha afiadido a
cada punto. De este modo, y uniendo todos |os puntos, obtenemos un trazo sinusoidal. La
concentracion de Ag presente en la muestra se determina por la radiactividad presente en el
complgjo Ag*-Ac correspondiente, interpolandolo en la curva que se construye con las

soluciones patrén.
d.1.1.6.- Protocolo de experimentacion para PRL y GH

Los RIAs de prolactina y GH se realizan siguiendo € protocolo detallado a

continuacion;

a) Se pipetean alicuotas de la dilucién patron de prolactina rPRL-RP-3 o de hormona
de crecimiento rGH-RP-2 (concentraciones conocidas descendentes a partir de 25
ng/mL) en 200mL de tampon 1ll. Se pipetean 25nl de cada uno de los plasmas
problema, completandose hasta 200l con tampén 111,

b) Se pipetean 200l del anticuerpo anti-r-PRL-S-9 y anti-r-GH-S-5 a una dilucion
final por tubo de 1:437.500 y 1:1.000.000 para prolactinay GH respectivamente en
tampon V. Agitar.

c) Sepreincuba 24 horas a 4°C.

d) Se afiaden 200nL de rPRL-125] o rGH-125] en tampdn 111 (10.000 cpm/tubo) y se
agitan los tubos.

€) Seincuba 72 horasa4°C.

f) Se aflade Saphylococcus aureus, (10% p/v en 0,5% de Triton X-100 en Tampon

V), en un volumen igual a de plasmausado en € andlisis. Agitar.

57



g) Seincuba 20 minutos a4°C.

h) Una vez transcurridos los 20 minutos de incubacion, se centrifuga a 3.000 rpm, 15

minutos a 40C, y se aspira e sobrenadante. Posteriormente, se mide la radiactividad
del precipitado en un contador de radiacion g (Packard mod. Cobra autogamma,
PACISA).

Con este método de separacion tenemos en el precipitado los complejos Ag-Ac y
Ag*-Ac, fraccion en la que mediremos la radiactividad y en € sobrenadante los Ag, Ag* y
Ac libres, que descartamos.

La sensibilidad de la curva patron de prolactina es de 0,04ng/mL seguin se describe en
lafigura 6. La precision inter ensayo se valord analizando una misma mezcla de plasmas en
5 ensayos distintos, encontrandose un coeficiente de variacion del 9%. El coeficiente de
variacion intra ensayo de 8 medidas de un mismo plasma fue del 7%. El RIA de prolactina
Se puso a punto en nuestro laboratorio en 1976 (Esquifino), y se ha venido usando en
distintos trabajos del grupo hasta e momento presente (Esquifino y cols, 1999b; Esquifino
y cols, 1999c; Garcia-Bonacho y cols, 2000).

La figura 6 representa una curva patron tipo de prolactina, obtenida en las

condiciones anteriormente mencionadas.
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Figura 6.- Curva patron de prolactina.

La sensibilidad de la curva patron de GH es de 0,04ng/mL segln se describe en la
figura 7. La precision inter ensayo se vaor6 analizando una misma mezcla de plasmas en 5
ensayos distintos, encontrando un coeficiente de variacion del 10%. El coeficiente de

variacion intraensayo de 8 medidas de un mismo plasmafue del 7,4%.
El RIA de GH se puso a punto en nuestro laboratorio en 1987 (Esquifino y cols,
1987a), y se ha venido usando en distintos trabajos del grupo hasta la actualidad (Esquifino

y cols, 1999b; Castrillény cols, 2001).

En la figura 7 se representa una curva patron tipo de GH, obtenida en las condiciones

anteriormente mencionadas.
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Figura 7.- Curva patron de GH.

d.1.2.- Radioinmunoanalisis de somatostatina

La determinacion de la concentracion de somatostatina en hipotdlamo anterior y
mediobasal, en eminencia media y en adenohipdfisis, se ha redizado mediante un

radioinmunoandlisis.

d.1.2.1.- Preparacion de las muestras

La diseccion del hipotdlamo anterior y mediobasal se ha efectuado segun la técnica
descrita en Esquifino y cols, 1999a. Posteriormente, estas areas hipotalamicas, la eminencia
media y la adenohipdfisis, se sumerge en acido acético 2 N frio, ya que € &cido lleva a
cabo la desnaturaizacion enzimética, con lo que se bloguean las reacciones catalizadas por
enzimas, disminuyéndose al maximo la pérdida de moléculas de la muestra, asociadas

catabolismo y no a experimento.
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Las muestras se sonican para conseguir una rotura tisular y celular completa con la
consiguiente liberacion de las moléculas presentes en € interior celular. A continuacion se
procede a su centrifugacién a 11000 rpm. 10 minutos a 4°C, para que precipiten los restos
celulares y quede en el sobrenadante las moléculas de menor peso molecular, entre ellas las
catecolaminas, indolaminas y sus productos de degradacion, que posteriormente son
medidas por € sistema de cromatografia liquida de ata resolucién (HPLC) con detector
€l ectroquimico.

Parte de este sobrenadante se congela a —80°C hasta e momento de redizar la
determinacion del contenido de las aminas citadas mediante HPLC acoplado a un detector
electroquimico. Mientras que € resto del sobrenadante hierve 10 minutos y se centrifuga a
17000 rpm 30 minutos a 4°C, separando sobrenadante y precipitado. El sobrenadante se
guarda a —80°C para medir GABA vy taurina por HPLC asociado a un detector de

fluorescencia o para medir somatostatina mediante un radioinmunoandisis.

d.1.2.2.- Tamponesy reactivos

Tampdn I: NapHPO, 0,04mol/l, NaCl 0,24mol/l y EDTA 0,025mol/l, abimina
bovina 0,25%, pH= 7,4.

Suspensiéon de carbén-dextrano (0,25% carbon y 0,025% dextrano) en tampdn
fostafato que contiene 0,9% de NaCl.

d.1.2.3.- Marcaje de somatostatina

La radioyodacion de Tyr'-somatostatina se realizd segin e método de la
lactoperoxidasa descrito por Thorell y Johansson en 1971. Esta basado en la oxidacion por
H.0, en presencia de lactoperoxidasa, del yoduro radiactivo a yodo atébmico, que se
introduce en uno de los carbonos del grupo tirosilo de la hormona. La acciéon de la
lactoperoxidasa se detiene a cabo de 4 minutos por dilucién con una solucion de albumina
bovinaa 1%.

La purificacion del neuropéptido radio yodado de los demas productos de la reaccion

se realiz6 con un gradiante lineal de acetato amonico por cromatografia de intercambio
iénico en celulosa CM-52.
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d.1.2.4.- Protocolo de experimentacion para somatostatina

El RIA de somatostatina se realizan siguiendo € protocolo detallado a continuacion:

a) Se pipetean 100l de anticuerpo especifico para somatostatina diluido, 500ni de
somatostatina marcada con Na'?l, y 100mL de muestra o bien de las soluciones
estdndar de somatostatina en tubos de 4 mL. Asimismo, se utilizaron tubos que
contenian 500nL de somatostatina marcada, indicadores de la actividad total. Se
incuban 48 horas a4°C.

b) A continuacién se afiade 1 mL de la suspension carbon-dextrano en tampon fosfato,
gue contiene 0,9% de NaCl, a todos los tubos excepto a los que sélo contuvieron la
actividad total.

c) Tras incubar 45 minutos a 4°C, los tubos se centrifugan a 3000 rpm 10 minutos;
Después se aspira € sobrenadante y findmente se mide la radiactividad del
precipitado en un contador de particulas gamma (cuentas por minutos=cpm).

La sensibilidad del radioinmunoensayo fue de 0,625 ng/mL como aparece en la figura
8. La precisidn interensayo se valor6 anadlizando una misma mezcla de plasmas en 5
ensayos digtintos, encontrando un coeficiente de variacién del 2,5%. El coeficiente de
variacion intraensayo de 8 medidas de un mismo plasma fue de 3,79%.

El RIA de somatostatina se puso a punto en nuestro laboratorio en 1999 (Esquifino y
cols, 1999a), y se ha venido usando en distintos trabajos del grupo hasta la actualidad.
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Figura 8.- Curva patron de somatostatina.

d.2.- Determinacion de aminas biégenas y melatonina por cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC), con detector electroguimico

La determinacién de las concentraciones de aminas bidgenas en hipotalamo anterior y
mediobasal, en eminencia media y en adenohipdéfisis, y de melatonina en glandula pineal,
se realiza por HPL C con deteccion electroquimica.

Este método fue introducido por Kissinger y cols. (1973) y se basa en las reacciones

electroquimicas que tienen lugar en la superficie de un electrodo, trabajando con moléculas
intactas.

d.2.1.- Determinacion de aminas bidgenas

En este estudio se han determinados la concentracion de las siguientes aminas
bidgenas: NA, DA, DOPAC, 5-HT y 5HIIA en € hipotdamo anterior, mediobasal,
eminencia mediay adenohipdfisis.
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d.2.1.1.- Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras se ha descrito en e apartado d.1.2.1. Durante €l
proceso de extraccion y procesamiento, se mantuvieron aisladas de la luz con papel de
aluminio, ya que la concentracion de catecolaminas e indolaminas presentes puede verse
afectada por efecto de laluz (Eriksson y Persson, 1982).

d.2.1.2.- Tamponesy reactivos

Fase mévil: compuesta por un tampdn acetato 0,1M/citrato 0,1M con EDTA 0,57
mM, octil sulfato sddico (SOS) 0,7 mM como contra ion y 10% de metanol como
modificador organico. El pH se gjusta a4 con NaOH 5 N antes de afiadir el metanol

y se desgasifica en un bafio de ultrasonidos.

d.2.1.3.- Componentes del sistema cromatografico

El sistema cromatogréfico empleado en nuestro laboratorio para la medida de aminas

bi 6genas esta compuesto por:

Bomba (Kontron 422 MASTER, Massachusetts, EE.UU.) que impulsa la fase movil

alolargo del sistema a un flujo constante.

Inyector automético (232 XL GILSON, Viliers-le-Bel, Francia) con una vavula de
dos posiciones (Rheodyne 7125, EE.UU.) y un cargador de 20mi.

Columna con relleno de nucleosil 100 C18, con un diametro de poro de 5nm, un

diametro interno de 4,6 mm y una longitud de 150 mm (Teknokroma, Barcelona,
Espania).
Las células electroquimicas se encuentran Situadas en serie a la sdlida de la

columna, y permiten la reduccién y oxidaciéon de los distintos componentes de la

muestra:

a) La primera cdula de acondicionamiento posee un filtro con un tamafio de poro
de dos micras que evita la entrada de particulas sdlidas a sistema. Esta célula



cuenta, ademas, con un electrodo de trabagjo coulométrico (modelo 5021,
Kontron instruments, ESA. Inc., Bedford, Massachusetts, EE.UU.).

b) La segunda es una célula analitica con un primer electrodo coulométrico y un
segundo electrodo amperométrico, situado en serie con € primero, cada uno con
su correspondiente electrodo de referencia (modelo 5011, Kontron instruments,
ESA. Inc., Bedford, Massachusetts, EE.UU.). Los electrodos coulométricos
tienen mayor superficie que los amperométricos, lo cual permite que la reaccion
redox tenga lugar sobre el 95-100% de la sustancia circulante, frente al 1-5%
gue experimenta la reaccion en los electrodos amperométricos, lo cua
proporciona mayor estabilidad de la respuesta con € tiempo, aunque disminuye
la sensibilidad debido al aumento del ruido. Cada electrodo de trabgo lleva
asociado un electrodo de referencia, que en nuestro caso son electrodos
normales de hidrégeno.

Detector Coulochem Il (Kontron instruments, ESA. Inc., Bedford, M assachusetts,

USA), capaz de reconocer la sefial producida en las células. Asi, a oxidarse las
moléculas se produce un paso de electrones que induce un paso de corriente cuya
intensidad es medida por € detector y que es proporcional a la concentracion de

sustancia que experimenta el proceso redox.

Integrador (Spectra-physics 4600, San Jose, Cdlifornia), que comunica con €
detector.

d.2.1.4.- Condiciones de estudio

Para poder llevar a cabo esta técnica es necesario que e sistema cromatogréfico se
mantenga a temperatura controlada entre 18 y 20°C, con un flujo constante (1 mL/minuto)
gue nos permita la separacién adecuada de los componentes de la muestra que eluyen en la
fase movil de catecolaminas. Ademas, se seleccionan los potenciaes, que fueron de —0,40
V en la célula de acondicionamiento, de +0,10 V en € primer electrodo de la céula
analiticay de +0,35 V en el segundo. Este Ultimo electrodo es € que esta conectado con €l
detector, por lo que su potencial debe de ser e adecuado para oxidar las distintas moléculas
gue gqueremos analizar. Los dos electrodos precedentes actan como filtros, disminuyendo

las posibles interferencias.
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Una vez edablecidas las condiciones indicadas, las muestras se inyectan
automdticamente en € sistema cromatogréfico incluyendo un estandar externo cada 4
muestras (concentraciones conocidas de NA, DA, DOPAC, 5-HT y 5-HIIA). Ello permite
comprobar tanto las variaciones importantes en la sefia recibida por € detector y como los
tiempos de retencion de las aminas bidgenas y las concentraciones a que se encuentran en
las muestras analizadas.

DA

| NA

DOPAC

5-HIIA

ﬁw’ULJ s J\.‘

Figura 9.- Ejemplo de un cromatograma de aminas bidgenas partir de concentraciones conocidas, obtenido

con las condiciones cromatogréficas descritas anteriormente.

Ademés, se ha comprobado si |a respuesta del detector de aminas bidgenas es lined
dentro de los rangos de concentracion en que se ha trabajado.

Los resultados obtenidos se estudian con relacion a la concentracion de proteinas de

cada muestray se expresan en pg de amina biégena/img de proteina.
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d.2.2.- Determinacion de melatonina

d.2.2.1.- Preparacion de las muestras

Para la determinacién de melatonina por HPLC es necesario redizar un
procesamiento de la muestra distinto a utilizado para las aminas bidgenas, a pesar de que
su sistema de deteccion sea € mismo. La glandula pineal se homogeniza en 300nL de
tampdn sodico-fostato 0,1M, con un pH 6,5. A continuacion se realiza la extraccion de la
muestra. Para ello se afiade 3mL de cloroformo y se centrifuga a 2500 rpm, 3 minutos a
4°C. Tras descartar el sobrenadante € exceso de cloroformo se evaporé mediante una
corriente de N,. Las muestras se reconstituyen en 100nL de fase mévil y se lavan con
500nL de pentano. A continuacion sé centrifugo de nuevo, 2 minutos a 2500 rpm y se retira
la fase de pentano con una pipeta. La solucion que queda tras la evaporacion se inyecta en
el sistema de HPL C para la cuantificacion de melatonina.

d.2.2.2.- Tamponesy soluciones

Fase mévil: Tampon fosfato 50mM con 20% de acetonitrilo, pH 3,5. Se desgasifica

con un bafio de ultrasonidos.

d.2.2.3.- Componentes del sistema cromatogr afico

Los componentes del sistema cromatogréfico empleado en la determinacién de
melatonina es semejante a empleado para la deteccién de aminas bidgenas descrito en €
apartado d.2.1.3. En este caso la columna empleada es similar a la utilizada en la deteccién

de aminas bidgenas, sélo que con longitud de 100mm (Teknokroma, Barcelona, Espafia).

d.2.2.4.- Condiciones de estudio

Para poder llevar a cabo esta técnica es necesario que e sistema cromatogréfico se
mantenga a temperatura controlada entre 18°C y 20°C, con un flujo constante de
ImL/minuto. Ademés, se seleccionan los potenciales, de acuerdo con € potencial de
reduccion/oxidacion de la melatonina. En concreto fueron de 0 V en la célula de
acondicionamiento, +0,10 V en € primer electrodo de la cdlula analiticay de + 0,60 V en €
segundo.
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Una vez edtablecidas las condiciones sefialadas, las muestras se inyectan
automdticamente en € sistema cromatogréfico incluyendo un estandar externo cada 4
muestras (concentraciones conocidas de melatonia). Ello permite comprobar que no existen
variaciones importantes en la sefia recibida por € detector y conocer los tiempos de
retencion de melatonina y las concentraciones a que se encuentran en las muestras

andizadas.

Ademas, se ha comprobado s |a respuesta del detector de aminas bidgenas es lineal
dentro de los rangos de concentracion en que se ha trabajado.

Los resultados obtenidos se estudian con relacion a la concentracion de proteinas de

cada muestray se expresan en ng/pineal

d.3.- Determinacion de aminoacidos por HPL C con deteccion de fluorescencia

Los aminoécidos (taurinay GABA) fueron analizados mediante HPLC con deteccion
de fluorescencia. Para ello previamente se redliza la reaccién de derivatizacion con o-
phythaldialdehido (OPA), que produce un compuesto que emite fluorescencia.

d.3.1.- Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras en las que se va a andlizar la concentracion de
aminoacidos se ha descrito d.1.2.1.

d.3.2.- Tamponesy reactivos

Tampones

Fase moévil A: Tampdn acetato 0,1 N y 35% metanol con un pH=6,75. Se pesan
8,203g de acetato sodico a cua se afiade aproximadamente 650mL de agua
bidestilada; se gjusta € pH a 6,75 con acético 2N; se aflade 35 mL de metanol. Se
desgasifica con un bafio de ultrasonidos.

68



Fase moévil B: agua-metanol 70%. Se preparan 700mL de metanol y se afladen

300mL de agua bidestilada. Se desgasifica con un bafio de ultrasonidos.

Reactivos

OPA: 32 mg O-phytaldehido, 800nL de metanol (para disolver la OPA), 7140mL
borato potésico (pH= 9,5) formado a partir de 9,99 de H3BO3 y 5,2 g de KOH en 100
mL de agua bidestilada, y 55n. b-Mercaptoetanol.

L- homoserina: 8,4mg de L-homoserina en 1mL de agua bidestilada. Después se

realizan diluciones 1:100 y 1:50, obteniendo una concentracion final de 1,6mg/mL.

Acido acético 5%.

Sosa 4N.

d.3.3.- Componentes del sistema cromatografico

En & sistema cromatogréfico podemos distinguir varios componentes:

Bomba (Kontron 422 MASTER, Massachussets, USA) para impulsar dos fases

moviles diferentes a través del sistema con un flujo previamente fijado de un
ImL/minuto:
1. Fase movil A: Tampdn acetato 0,1 N y 35% de metanol con un pH=6,75.
2. Fase movil B: Agua-metanol 70%.

Jeringa de 200 microlitros (Unimetrics, Illinois, USA) para introducir la muestra en

d sistema a través de un puerto de inyeccion (Reodyne 7125, USA), con un
cargador de 20 L

Columna, a través de la cua pasa la muestra y se separan los componentes. La

columna elegida tiene 150 mm de longitud y 4,6 mm de didmetro interno. Esta
rellena de nucleosil 100 C18 5 nm (Teknokroma, S. Coop. C. Ltda.).
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Detector de fluorescencia (FluoroMonitor™ 4100, Programmable Fluorescence

Detector, Micron Analitica SAA. La fluorescencia se produce cuando las muestras

son sometidas a una reaccidén de derivatizacion en presencia de OPA, antes de
introducirlas en e sistema. El uso de este reactivo para la determinacién de

aminoécidos fue establecido por Roth en 1971.

Reqistrador.

d.3.4.- Condiciones de estudio

Para poder llevar a cabo esta técnica es necesario que € sistema cromatogréfico se

mantenga a temperatura controlada entre 18 y 20°C, con un flujo constante (1 mL/minuto)

gue nos permite la separacion adecuada de los componentes de la muestra que eluyen en la

fase movil A. Latécnica consiste en;

a)

b)

d)

Reaccion de derivatizacion, que consiste en afiadir sucesivamente y en € orden
indicado:

a.l.- 20nL de homoserina (estdndar interno)

a.2.- 15m. de NaOH, paraalcalinizar y facilitar lareaccion.

a.3.- 40nL de OPA, se agitaen € vortex y se dgjareaccionar un minuto

a.4.- Por ultimo se afiaden 20 de acético 5% paralareaccion.
Inyectar la muestra en € sistema mediante una védvula de dos posiciones
(Reodyne). El tiempo que tarda la muestra en eluir a lo largo del sistema es de 15
minutos.
Limpieza del inyector para lo que ponemos € sistema en fase B 8 minutos como
minimo.
Estabilizacion ddl sistema. Para ello cambiamos la fase B por la fase A. Antes de

volver ainyectar otra muestra debera circular lafase A a menos 5 minutos.

La recta patrén se redliza para determinar la linealidad entre las concentraciones

conocidas decrecientes de los aminoécidos objetos de estudio (1,46ng/ml, 0,72ng/ni,
0,36ng/mL y 0,182ng/nL) y la relacion &rea de GABA o de Tauring/ &rea de homoserina

(estdndar interno).
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Esta relacion permite comprobar si la respuesta del detector de aminoécidos es lineal
dentro de los rangos de concentracién anteriormente mencionados, y obtener |os tiempos de
retencion para los aminoacidos de la muestra'y la concentracion a que se encuentran en las
muestras analizadas.
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Figura 10.- Ejemplo de un cromatograma de aminoacidos partir de concentraciones conacidas, obtenido con

las condiciones cromatogréficas descritas anteriormente.

Por udltimo, los resultados obtenidos se estudian con relacion a la concentracion de

proteinas de cada muestray se expresan como ng de aminoécido/ng de proteina.

d.4.- Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas se utiliza el método descrito por Bradford (1976),
el cua presenta mas ventgjas que € descrito por Lowry y cols. (1951), ya que es més
sencillo, la absorbancia del complejo coloreado es més estable y presenta menos

interferencias.
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d.4.1.- Soluciones

Reactivo Bradford: 0,01% (p/v) de Coomasie Brilliant Blue G-250; 4,7% (p/v) de
etanol absoluto; y 8,5% (p/v) de acido fosférico. Este reactivo se compra ya
preparado (Bio-Rad).

Solucién de proteina patron: Se prepara una solucion madre de BSA (Sigma) a una

concentracion 1 mg/mL. Se mantiene a-209C en alicuotas de 1 mL.

d.4.2.- Preparacion de la recta patron

A partir de la solucién madre de BSA congelada se obtiene los distintos puntos de la
recta en tubos de poliestireno, para obtener las concentraciones de 0, 3, 6, 9, 12, 15y 18
ng/mL. Para ello se pipetea la cantidad necesaria de la solucion madre (que se desecha tras
su descongelacion), un volumen acético 2N igua ala cantidad de muestra que se considera
adecuada, y se completa hasta 800nL con agua bidestilada.

20
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10 +

BSA mg/mL

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Absorvancia a 590 nm

Figura 11.- Curva patron de BSA.
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d.4.3.- Ensayo colorimétrico

a) Se pipetea la cantidad de muestra adecuada en tubos de poliestireno, y se completa
el volumen hasta 800niL con agua bidestilada. El tubo "blanco" lleva una cantidad
del medio en & que van las muestras (para anular las posibles interferencias que
presente aquél), y agua bidestilada hasta un volumen de 800ni..

b) Seafaden 0,2 mL del reactivo Bradford atodos los tubos y agitamos, evitando en lo
posible la formacién de espuma. Podemos medir entonces la absorbancia a 595nm
(DOs95), en un espectrofotdmetro (Perkin-Elmer, mod. Lambda Bio UV/VIS
Spectrometer), en un periodo de cinco minutos a una hora desde que se afade el
reactivo Bradford.

c) Se representa entonces la DO5g5 con respecto a la concentracion de proteina. En
esta recta interpolamos los valores de absorbancia a 595 nm de las muestras
problema, y calculamos asi su concentracion.

d.5.- Andlisis estadistico de |os datos

Los datos se han estudiado mediante andlisis de la varianza (ANOVA) seguido de un
ANOVA factorial para muestras apareadas y de un andlisis de regresion linea y polindmica

realizados con el programa StatviewTM SE + Graphics de Macintosh. Los valores de las
figuras se expresan como la media + € error estandar de la media (eem.). El nivel de
confianza a partir del cua las diferencias entre las medias fueron consideradas
significativas fue mayor o igua a 95% (p<0,05); por debagjo de ese nivel la hipbtesis fue
rechazada.
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A) ENVEJECIMIENTO EN EL HIPOTALAMO, EN LA EMINENCIA MEDIA Y
EN LA ADENOHIPOFISIS

a.l.- Hipotdlamo anterior

a.1.1.- Patron diario de concentracién de NA en animales jovenes y envejecidos.

El patron diario de concentracion de NA en el hipotdlamo anterior en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas, se representa en la figura 12. En las ratas jovenes,
contenido de este neurotransmisor presenta variaciones diarias estadisticamente
significativas (F=2,79 p=0,0386), con dos maximos de concentracion, uno a las 13:00
horas, durante €l periodo luminoso, y otro a las 05:00 horas durante la fase oscura del
fotoperiodo. En los animales envejecidos, € contenido diario de NA en esta érea del
hipotdamo disminuye significativamente (F=6,2001 p=0,0171) a compararlo con €l valor
obtenido en animaes jovenes. Sin embargo, e patron diario de este neurotransmisor con
dos picos de contenido, que ha sido previamente descrito para los animales jovenes, no se
modifica (F=6,699 p=0,009).
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Figura 12.- Patrén diario de contenido de NA de ratas macho jovenes y envejecidas, en €
hipotdlamo anterior. Analizado mediante una ANOVA de una via, la concentracion de este
neurotransmisor disminuye significativamente a las 09:00 horas y a las 01:00 horas durante
el envgjecimiento (F=12,97 p=0,007; F=21,83 p=0,0055, respectivamente). Los datos se

expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.1.2.- Patrones diarios de concentracion de DA y del indice DOPAC/DA en animales

jévenesy envejecidos.

El patron diario de concentracion de DA en el hipotdlamo anterior en ratas macho
adultas jovenes y envegecidas se muestra en la figura 13. En animales jovenes, € contenido
de DA presenta cambios diarios significativos (F=3,76 p=0,013), con un maximo a las
05:00 horas. En animales envejecidos, se produce un adelanto de fase del pico méximo de
contenido hasta las 17:00 horas, d mismo tiempo que se produce una disminucion
significativa de los niveles diarios de concentracion (F=6,95 p=0,001), a compararlos con

los obtenidos en animales jovenes.
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Figura 13.- Patrén diario de contenido de DA en ratas macho adultas jovenes y
envejecidas, en e hipotdlamo anterior. Andizado mediante una ANOVA de una via, €
contenido de este neurotransmisor en animales enveecidos en e hipotdamo anterior
disminuye significativamente a las 09:00 horas (F=14,02 p=0,0057), a las 13:00 horas
(F=8,83, p=0,0178), a las 21:00 horas (F=249,8 p=0,0001), a las 01:00 horas (F=279,2
p=0,0001) y alas 05:00 horas (F=34,86 p=0,001), con respecto a los datos obtenidos en las

ratas jévenes. Los datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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El metabolismo de DA, expresado como e indice DOPAC/DA en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas, se observa en la figura 14. En animales jovenes, la tasa de
recambio de DA muestra variaciones diarias significativas (F=3,48 p=0,0224), con valores
maximos a las 05:00 horas. En animales envejecidos se observa un patrén diario en la tasa
de recambio de DA similar a descrito en animales jovenes, con € méximo a la misma hora
(F=8,11 p=0,0005).
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Figura 14.- Patron diario del metabolismo de DA de ratas adultas jovenes y envejecidas, en
el hipotdamo anterior. Analizado mediante una ANOVA de una via, se encontraron
variaciones significativas en e indice DOPAC/DA a lo largo del ciclo de luz-oscuridad
12:12 en los dos grupos de animales estudiados (F=3,48 p=0,0224; F=8,11 p=0,0005
respectivamente). Los datos se expresan como media + eem.
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a.1.3.- Patrones diarios de concentracion de 5-HT y del indice 5-HIIA/5-HT en animales

jévenesy envejecidos

Los cambios diarios en la concentracion de 5-HT en € hipotdlamo anterior, de ratas
macho adultas jovenes y envejecidas, se observan en la figura 15. Los resultados muestran
que € contenido de este neurotransmisor en animales jovenes presenta variaciones diarias
significativas (F=4,45 p=0,0059), con € méaximo de concentracion a las 17:00 horas,
durante € periodo luminoso del fotoperiodo. En los animales enveecidos se observan
variaciones diarias significativas en € contenido de 5-HT (F=12,26 p=0,0001), aunque €l
maximo de concentracion presenta un retraso de fase hasta las 05:00 horas, a compararlo

con €l patrén previamente descrito en animales jovenes.
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Figura 15.- Patron diario de contenido de 5-HT en el hipotalamo anterior de ratas macho
adultas jovenes y envejecidas. Andizado mediante una ANOVA de unavia, se observan
variaciones significativas en el contenido de este neurotransmisor alo largo del diaen los
animales jovenes y enveecidos (F=4,45 p=0,0059; F=12,26 p=0,0001 respectivamente).

L os datos se expresan como media + eem.
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El metabolismo de 5-HT, expresado como € indice 5-HIIA/5-HT, en ratas macho
jovenes y enveecidas en € hipotdlamo anterior, se observa en la figura 16. En los animales
jovenes, la tasa de recambio de 5-HT no varia significativamente a lo largo del dia
Asimismo, en los animales envejecidos, € patron diario del indice 5-HT/5-HIIA tampoco
presenta variaciones significativas a lo largo del dia. Sin embargo e metabolismo de 5-HT
aumenta significativamente en los animales envejecidos con respecto a las ratas jovenes a
las 01:00 horas (F=13,26 p=0,0083).
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Figura 16.- Patron diario del metabolismo de 5-HT en e hipotdamo anterior en ratas
macho adultas jovenes y enveecidas. Andizado mediante una ANOVA de una via, €
contenido de este neurotransmisor en animales envejecidos aumenta significativamente a
las 01:00 horas (F=13,26 p=0,0083), con respecto a los valores obtenidos en las ratas

jévenes. Los datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.1.4.- Patron diario de concentracion de GABA en animales jovenesy envejecidos

El patron diario de concentracion de GABA en e hipotdlamo anterior en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas, se muestra en la figura 17. En los animaes jovenes, €
contenido de este neurotransmisor varia significativamente a lo largo del dia (F=4,66
p=0,0047) con dos méximos de concentracion, uno a las 17:00 horas durante e periodo
luminoso del fotoperiodo y otro a las 01:00 horas, durante la fase oscura del fotoperiodo.
En los animales envegecidos, también se observan variaciones significativas a lo largo del
dia (F=6,01 p=0,0013) con dos minimos de contenido del neurotransmisor, uno a las 13:00
horas, durante la fase luminosa del fotoperiodo y € otro a las 05:00 horas, durante la fase
oscura del fotoperiodo. Se muestra una disminucion significativa en € contenido del
neurotransmisor a las 13:00 horas y a las 01:00 horas (F=10,36 p=0,0123; F=7,396
p=0,0347 respectivamente), con respecto a los resultados obtenidos en los animales jovenes

adultos a esas mismas horas.
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Figura 17.- Patron diario de contenido de GABA en el hipotdlamo anterior en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas. Anadlizado mediante una ANOVA de una via la
concentracion de este neurotransmisor en los animaes enveecidos disminuye
significativamente a las 13:00 horas y a las 01:00 horas, con respecto a los resultados
obtenidos en las ratas jovenes (F=10,36 p=0,0123; F=7,396 p=0,0347 respectivamente).

L os datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.1.5.- Patron diario de concentracién de taurina en animales jovenes y envejecidos

En la figura 18, se observa e patrén diario de concentracion de taurina en el
hipotdlamo anterior de ratas macho adultas jovenes y envejecidas. En animales jévenes, €
contenido de taurina muestra cambios diarios significativos a lo largo del dia (F=3,189
p=0,0258), observandose € méaximo a las 01:00 horas. En las ratas enveecidas, la
concentracion de taurina presenta variaciones significativas a lo largo del dia (F=4,57
p=0,0052), con un minimo de contenido del neurotransmisor a las 13:00 horas durante la
fase luminosa del fotoperiodo y otro a las 05:00 horas, durante la fase oscura del
fotoperiodo. Asmismo, se encuentran diferencias significativas en € contenido de taurina a
las 13:00 horas (F=16,54 p=0,0036) y a las 01.00 horas (F=11,53 p=0,0146), cuando se

comparan con los resultados obtenidos en € grupo de ratas jévenes adultas.

---O--- Envejecidas

15 - —— Jovenes
CU *
=
D
S
s 10 -
Z
c
g %
5
©
|_
O | T T
9:.00 13:00 17:.00 21:.00 1:.00 5:00 9:00
HORAS

Figura 18.- Patron diario de contenido de taurina en el hipotdamo anterior de ratas macho
adultas jovenes y enveecidas. Analizado mediante una ANOVA de una via la
concentracion de este neurotransmisor disminuye significativamente a las 13:00 horas y a
las 01:00 horas con la edad (F=16,54 p=0,0036; F=11,53 p=0,0146 respectivamente). Los
datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.1.6.- Patron diario de concentracién de somatostatina en animales jévenes y

enveecidos

La figura 19, muestra € patron diario de concentracion de somatostatina en el
hipotdlamo anterior de ratas macho adultas jovenes y envejecidas. En los animales jovenes,
el contenido de somatostatina muestra cambios significativos a lo largo del dia (F=8,98
p=0,0002), alcanzando su valor maximo a las 17:00 horas durante la fase luminosa del
fotoperiodo. En los animales envejecidos, la concentracion de este neuropéptido también
muestra variaciones diarias significativas (F=5,71 p=0,0022), con un patron semejante al
descrito previamente en los animales jévenes. Sin embargo, los vaores medios diarios de
contenido de somatostatina disminuyen significativamente (F=9,015 p=0,0048), a
compararlos con los resultados obtenidos en €l grupo de los animales jovenes. En animales
envgecidos se observa una disminucion significativa de la amplitud del maximo de
concentracién observada en animales jovenes a las 17:00 horas (F=12,18 p=0,0175), tal

como aparece en lafigura 19.
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Figura 19.- Patrén diario de contenido de somatostatina en el hipotalamo anterior de ratas
macho adultas jovenes y enveecidas. Andizado mediante una ANOVA de una via, €
contenido de este neurotransmisor en los animales enveecidos disminuye
significativamente a las 17:00 horas, con respecto a los datos obtenidos en las ratas jovenes
(F=12,18 p=0,0175). Los datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.2.- Hipotdlamo mediobasal

a.2.1.- Patron diario de concentracién de NA en animales jovenes 'y envejecidos

La figura 20 muestra € patron de concentracién de NA en e hipotalamo mediobasal en
ratas macho adultas jévenes y envegecidas. En los animales jovenes, € contenido de este
neurotransmisor muestra variaciones significativas a lo largo del dia (F=6,033 p=0,035),
con un méximo a las 05:00 horas, durante la fase oscura del fotoperiodo. En los animales
envejecidos se observa una disminucion significativamente en e contenido diario de NA
(F=7,86 p=0,0083), fundamentalmente basandose en un descenso de la concentracion de
este neurotransmisor en los tiempos estudiados durante € periodo luminoso del
fotoperiodo, a las 09:00 horas, a las 13:00 horas y a las 17:00 horas (F=7,9067 p=0,0307;
F=13,35 p=0,0147; F=9,37 p=0,028 respectivamente). Sin embargo, € patron de
concentracion de NA descrito previamente en los animales jovenes, no se modifica con la
edad (F=4,33 p=0,0078), como muestra lafigura 20.
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Figura 20.- Patron diario de contenido de NA en e hipotdlamo mediobasal en ratas macho
jovenes y enveecidas. Analizado mediante una ANOVA de una via, € contenido de este
neurotransmisor en los animales enveecidos disminuye significativamente a lo largo de la
fase luminosa del fotoperiodo de luz-oscuridad, a las 09:00 horas (F=7,90 p=0,0307), a las
13:00 horas (F=13,35 p=0,0147) y alas 17:00 horas (F=9,37 p=0,028), con respecto a los
datos obtenidos en |as ratas jovenes. Los datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.2.2.- Patrones diarios de concentracién de DA y del indice DOPAC/DA en animales

jévenesy envejecidos

El efecto de la edad, sobre e patron diario de concentracion de DA en e hipotdamo
mediobasal de rata macho, se observa en la figura 21. En los animales jovenes, € contenido
de DA muestra variaciones significativas a lo largo de dia (F=6,71 p=0,0007), acanzando
el maximo de concentracion a las 01:00 horas durante e periodo oscuro del fotoperiodo.
Sin embargo, en los animales envejecidos, € contenido de este neurotransmisor no
modifica su concentracion en los tiempos estudiados a lo largo ddl dia. Ademés, los niveles
diarios muestran una tendencia a disminuir con la edad, principalmente por un descenso
significativo del contenido de este neurotransmisor a las 09:00 horas, durante € periodo
luminoso del fotoperiodo (F=6,44 p=0,0348).
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Figura 21.- Patron diario de contenido de DA en € hipotdlamo mediobasal de ratas macho
adultas jovenes y enveecidas. Andizado mediante una ANOVA de unavia, € contenido de
este neurotransmisor en los animales envegecidos disminuye significativamente a las 09:00
horas, con respecto a los datos obtenidos en las ratas jovenes (F=6,44 p=0,0348). Los datos

Se expresan como media + eem. *p<0,05.



El efecto del envgecimiento sobre e metabolismo de DA en e hipotdamo
mediobasal, expresado mediante € indice DOPAC/DA, se muestra en la figura 22. En los
animales jovenes, la tasa de recambio de DA no muestra variaciones significativas a lo
largo del dia, en los tiempos estudiados. En los animales envejecidos, € metabolismo diario
de DA disminuye significativamente (F=5,15 p=0,0291), sin mostrar variaciones a |lo largo

del dia como ocurriaen los animales jévenes.
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Figura 22.- Patron diario del metabolismo de DA en e hipotdamo mediobasal en ratas
macho adultas jovenes y envegecidas. Analizado mediante una ANOVA de una via, los
niveles medios de indice DOPAC/DA en los animaes envgecidos disminuye
significativamente a lo largo del dia, con respecto a los valores obtenidos en € grupo de
ratas jovenes (F=5,15 p=0,0291). L os datos se expresan como media + eem.
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a.2.3.- Patrones diarios de concentracion de 5-HT y del indice 5HIIA/5HT de animales

jévenesy envejecidos

El efecto de la edad sobre € patron diario de 5-HT en € hipotdamo mediobasal, se
observa en la figura 23. En los animales jovenes, la concentracion de este neurotransmisor
varia significativamente a lo largo del dia (F=4,10 p=0,0125), alcanzando € valor méximo
a las 21:00 horas durante la fase oscura del fotoperiodo. En los animales enveecidos, el
pico de concentracion observado en los jovenes desaparece, mostrando valores similares en
todos los tiempos estudiados a 1o largo del dia. El contenido diario de 5-HT disminuye
significativamente (F=9,79 p=0,0033), principamente por la pérdida del pico maximo de
contenido de 5-HT observado en los animales jovenes a las 21:00 horas (F=24,94

p=0,0016), tal como se observa en lafigura 23.
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Figura 23.- Patrén diario de contenido de 5-HT en e hipotdamo mediobasal en ratas
macho adultas jovenes y envegecidas. Anadizado mediante una ANOVA de una via, €
contenido de este neurotransmisor en los animaes enveecidos disminuye
significativamente a las 21:00 horas, con respecto a los valores obtenidos en las ratas
jovenes (F=24,94 p=0,0016). L os datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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El metabolismo de 5-HT, expresado como € indice 5-HIIA/5-HT en € hipotdamo
mediobasal en ratas macho adultas jovenes y enveecidas, se muestra en la figura 24. En los
animales jovenes, la tasa de recambio de este neurotransmisor presenta valores similares a
lo largo ddl dia. Asimismo, tampoco se encuentran modificaciones significativas en €
metabolismo de este neurotransmisor en animaes envejecidos a lo largo del dia. Sin
embargo, € metabolismo de este neurotransmisor aumenta significativamente a las 21:00
horas (F=23,27 p=0,0029), a comparar estos resultados con los obtenidos en e grupo de

ratas jévenes.
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Figura 24.- Patron diario del metabolismo de 5-HT en e hipotdlamo mediobasa en ratas
macho adultas jovenes y enveecidas. Andizado mediante una ANOVA de una via, €
indice 5-HIIA/5-HT en los animaes enveecidos aumenta significativamente a las 21:00
horas, con respecto a los valores obtenidos en las ratas jévenes (F=23,27 p=0,0029). Los
datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.2.4.- Patron diario de concentracion de GABA en animales jovenesy envejecidos

El efecto de la edad sobre € patron diario de contenido de GABA en € hipotdamo
mediobasal, se observa en la figura 25. En los animales jovenes, la concentracion de este
neurotransmisor muestra un pico de contenido a las 01:00 horas durante la fase oscura del
fotoperiodo (F=4,51 p=0,0084). En los animales envejecidos e contenido diario de GABA
disminuye significativamente (F=11,85 p=0,0015), principalmente durante la fase oscura
del fotoperiodo, a las 01:00 horas (F=8,92 p=0,0337) y a las 05:00 horas (F=10,12
p=0,0245), a compararlo con los resultados obtenidos en los animales jovenes. En los
animales envejecidos e patron diario de contenido de GABA muestra un minimo de
contenido a las 05:00 horas, durante la fase oscura del fotoperiodo (F=3,02 p=0,0355),

mostrando, por tanto, caracteristicas diferenciales a las descritas en animales jovenes.
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Figura 25.- Patrén diario de contenido de GABA en e hipotdamo mediobasal en ratas
macho adultas jovenes y enveecidas. Andizado mediante una ANOVA de una via, €
contenido de este neurotransmisor en los animaes enveecidos disminuye
significativamente a las 01:00 horas y a las 05:00 horas, con respecto a los valores
obtenidos en las ratas jévenes (F=8,92 p=0,0337; F=10,12 p=0,0245 respectivamente). Los

datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.2.5.- Patron diario de concentracién de taurina en animales jovenes y envejecidos.

El patrén diario de concentracion de taurina en e hipotdlamo mediobasal de ratas
macho adultas jévenes y envejecidas, se representa en la figura 26. En los animales jovenes,
el contenido de este neurotransmisor varia significativamente a lo largo de dia (F=7,48
p=0,0007), alcanzando & vaor mé&ximo a las 01:00 horas durante la fase oscura del
fotoperiodo. En los animales envejecidos, € patron de contenido de taurina también
muestra variaciones significativas a lo largo del dia (F=3,72 p=0,0173), aunque este patrén
muestra caracteristicas diferenciales al observado en los animales jévenes, con un minimo
de concentracion a las 05:00 horas, durante la fase oscura del fotoperiodo. Ademés, €
contenido de este neurotransmisor durante €l periodo oscuro disminuye significativamente
a las 01:00 horas (F=17 p=0,0091) y a las 05:00 horas (F=28,04 p=0,0032), cuando se
compara con |los resultados obtenidos en los animales jévenes.
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Figura 26.- Patrén diario de contenido de taurina en € hipotdamo mediobasal en ratas
macho adultas jovenes y enveecidas. Andizado mediante una ANOVA de una via, €
contenido de este neurotransmisor en los animaes enveecidos disminuye
significativamente a las 01:00 horas y a las 05:00 horas, con respecto a los vaores
obtenidos en las ratas jovenes (F=17 p=0,0091; F=28,04 p=0,0032 respectivamente). Los
datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.2.6.- Patron diario de concentracién de somatostatina en animales jévenes y

enveecidos

El patrén diario de contenido de somatostatina del hipotdlamo mediobasal en ratas
macho jovenes y envejecidas, se representa en la figura 27. En los animales jovenes, la
concentracién de somatostatina varia significativamente a lo largo del dia (F=7,17
p=0,006), observandose e méaximo a las 01:00 horas, durante la fase oscura del
fotoperiodo. Sin embargo, en las ratas envejecidas, e contenido de somatostatina, a lo largo
dd ciclo de luz-oscuridad, no muestra variaciones significativas, desapareciendo e valor
maximo que se observa en los animales jovenes (F=46,73 p=0,0005). El contenido diario de
somatostating, a lo largo del dia disminuye (F=21,40 p=0,0001) a compararlo con los

valores obtenidos en € grupo de ratas jovenes.
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Figura 27.- Patron diario de contenido de somatostatina en e hipotdlamo mediobasal en
ratas macho adultas jévenes y envegecidas. Analizado mediante una ANOVA de unavia, la
concentracion de somatostatina en los animales envejecidos disminuye significativamente a
las 01:00 horas, con respecto a los valores obtenidos en las ratas jovenes (F=46,73

p=0,0005). Los datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.3.- Eminencia media

a.3.1.- Patron diario de concentracion de NA en animales jovenes 'y envejecidos

El efecto de la edad sobre los patrones diarios de concentracion de NA en la eminencia
media en ratas macho, se representa en la figura 28. En los animales jovenes, € contenido
de este neurotransmisor muestra cambios significativos a lo largo del dia (F=16,80
p=0,0001), con un méximo a las 17:00 horas durante la fase luminosa del fotoperiodo. En
los animales envegecidos la concentracion de NA también muestra variaciones diarias
significativas (F=9,597 p=0,0002) con maximos observables a las 13:00 horas durante la
fase luminosa del fotoperiodo, y a las 21 horas durante la fase oscura del fotoperiodo. Al
comparar los dos patrones diarios de contenido de NA se observa un desdoblamiento del
pico maximo de concentracion, encontrado en animales jovenes. Por ello, se produce una
disminucion significativa en e contenido de este neurotransmisor a las 17:00 horas
(F=34,39 p=0,002).
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Figura 28.- Patrén diario de contenido de NA en la eminencia media en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas. Anadlizado mediante una ANOVA de una via la
concentracion de este neurotransmisor en los animaes envegecidos disminuye
significativamente a las 17:00 horas, con respecto a los valores obtenidos en las ratas
jévenes (F=34,39 p=0,002). Los datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.3.2.- Patron diario de concentracién de DA en animales jovenesy envejecidos

El efecto de la edad sobre € patrén diario de la concentracion de DA en la eminencia
media de ratas macho, se observa en la figura 29. En los animales jévenes, € contenido de
este neurotransmisor varia significativamente a lo largo del dia (F=5,81 p=0,0023),
observandose los valores méximos durante las primeras horas de la fase luminosa del
fotoperiodo (a las 09:00 horas y a las 13:00 horas). En las ratas enveecidas, la
concentracion de DA no muestra cambios a lo largo del ciclo de luz-oscuridad. Se detecta
una disminucion significativa en e contenido diario de este neurotransmisor (F=15,62
p=0,0004). Se observa una disminucién significativa de la concentracion de DA alas 09:00
horas (F=6,89 p=0,0392), alas 13:00 horas (F=5,60 p=0,0041) y alas 21:00 horas (F=9,47

p=0,024) a compararla con la obtenida en los animales jévenes.
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Figura 29.- Patrén diario de contenido de DA en la eminencia media en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas. Anadlizado mediante una ANOVA de una via la
concentracion de este neurotransmisor en los animaes enveecidos disminuye
significativamente a las 09:00 horas, a las 13:00 horas y a las 21:00 horas, con respecto a
los valores obtenidos en las ratas jovenes (F=6,89 p=0,0392; F=5,60 p=0,0041; F=9,47
p=0,024 respectivamente). L os datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.3.3.- Patron diario de concentraciéon de 5-HT en animales jovenes y envejecidos.

El patrén de contenido de 5-HT en la eminencia media en ratas macho adultas jovenes
y envejecidas, se representa en la figura 30. En los animales jovenes, la concentracion de
este neurotransmisor presenta variaciones significativas a lo largo del dia (F=2,83 p=0,046),
con un minimo a las 01:00 horas, durante la fase oscura del fotoperiodo. En los animales
enveiecidos este patron diario del contenido de 5-HT también muestra variaciones
significativas a lo largo del dia (F=8,4375 p=0,0013), con un maximo de contenido a las
13:00 horas, durante la fase luminosa del fotoperiodo. El enveecimiento produce una

inversion en el patron diario de 5-HT .
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Figura 30.- Patrén diario de contenido de 5-HT en la eminencia media en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas. Andizado mediante una ANOVA de una via, se observan
variaciones significativas de la concentracion de este neurotransmisor a lo largo del dia en
los animales jovenes y envejecidos (F=2,83 p=0,046; F=8,4375 p=0,0013 respectivamente).

L os datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.3.4.- Patron diario de concentracion de GABA en animales jovenesy envejecidos

El patrén de concentracion de GABA en la eminencia media en ratas macho jovenes y
enveecidas, se representa en la figura 31. En los animales jévenes, € contenido de este
neurotransmisor varia significativamente a lo largo del dia (F=11,54 p=0,0003), alcanzando
el valor maximo a las 21:00 horas, durante la fase oscura del fotoperiodo. Sin embargo,
aunque en las ratas enveecidas los valores obtenidos para e GABA presentan cambios
diarios significativos (F=2,82 p=0,049), se produce un retraso del valor méximo de
concentracion desde las 21:00 horas hasta las 05:00 horas, durante la fase oscura del

fotoperiodo.
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Figura 31.- Patrén diario de contenido de GABA en la eminencia media en ratas macho
adultas jovenes y envegecidas. Anadlizado mediante una ANOVA de una via la
concentracion de este neurotransmisor en los animaes enveecidos disminuye
significativamente a las 21:00 horas, con respecto a los valores obtenidos en las ratas

jévenes (F=26,01 p=0,007). Los datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.3.5.- Patron diario de concentracion de taurina en animales jovenes y envejecidos.

El patron diario de contenido de taurina en la eminencia media en ratas macho jévenes
y envelecidas, se observa en la figura 32. En los animales jovenes, la concentracion de este
neurotransmisor varia significativamente a lo largo del dia (F=6,23 p=0,0037), alcanzando
el vaor maximo entre las 17:00-21:00 horas, durante la fase luminosa del fotoperiodo y
principio de su fase oscura. En los animales envejecidos, € contenido de taurina también
presenta variaciones diarias significativas (F=7,36 p=0,0023), con un méximo de contenido
a las 17:00 horas, durante la fase luminosa del fotoperiodo. Sin embargo, los valores
maximos de taurina encontrados en los animales jovenes a las 21:00 horas no se mantienen

en los animales envejecidos (F=43,77 p=0,007).
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Figura 32.- Patrén diario de contenido de taurina en la eminencia media en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas. Analizado mediante una ANOVA de una via la
concentracion de este neurotransmisor en los animaes enveecidos disminuye
significativamente a las 21:00 horas, con respecto a los valores obtenidos en las ratas

jévenes (F=43,77 p=0,007). Los datos se expresan como media + eem. * p<0,05.
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a.3.6.- Patron diario de concentracién de somatostatina en animales jévenes y

enveecidos

El efecto de la edad sobre la concentracion de somatostatina en la eminencia media en
ratas macho, se observa en la figura 33. En los animales jovenes, € contenido de
somatostatina varia significativamente a lo largo del dia (F=5,033 p=0,0042), con un
méximo de concentracion a las 21:00 horas, durante la fase oscura del fotoperiodo. En las
ratas envejecidas, los niveles diarios de concentracion de somatostatina disminuyen
significativamente (F=9,60 p=0,0038). Como en los animales jévenes, € contenido de este
neuropéptido presenta cambios significativos a lo largo del dia (F=6,93 p=0,0011), aunque
el maximo de concentracion presenta un adelanto de fase a las 17:00 horas, durante la fase

luminosa del fotoperiodo.
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Figura 33.- Patron diario de contenido de somatostatina en la eminencia media en ratas
macho adultas jovenes y enveecidas. Andizado mediante una ANOVA de una via, la
concentracion de este neurotransmisor en los animales enveecidos y en los animales
jévenes varia significativamente a lo largo de dia (F=5,033 p=0,0042; F=6,93 p=0,0011

respectivamente). Los datos se expresan como media + eem.
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a.4.- Adenohipdfisis

a.4.1.- Patron diario de concentracién de DA en animales jovenes 'y envejecidos

El patrén diario de contenido de DA en la adenohipdéfisis de animales jovenes y
envejecidos se representa en la figura 34. En los animales jovenes la concentracion de este
neurotransmisor muestra variaciones diarias significativas, acanzando e maximo a las
09:00 horas (F=7,49 p=0,0007). En los animales envejecidos, € contenido diario de DA
aumenta significativamente con la edad (F=38,91 p=0,0001). Asimismo, se observan
cambios significativos a lo largo del dia (F=5,81 p=0,0026), con dos maximos, uno a las
17:00 horas, durante la fase luminosa del fotoperiodo y otro a las 05:00 horas, durante la
fase oscura del fotoperiodo. Se produce un cambio en el patron de contenido de DA con €l

envejecimiento.
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Figura 34.- Patron diario de contenido de DA en la adenohipdfisis en ratas macho adultas
jovenes y envejecidas. Analizado mediante una ANOVA de una via, la concentracion de
este neurotransmisor en los animales envejecidos aumentan significativamente a las 17:00
horas (F=19 p=0,0073), alas 21:00 horas (F=8,17 p=0,0354) y a las 05:00 horas (F=46,94

p=0,0005). Los datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.4.2.- Patron de concentraciéon de 5-HT en animales jovenes y envejecidos.

El efecto de la edad sobre el contenido diario de 5-HT en la adenohipdfisis se observa
en la figura 35. En los animales jévenes la concentracion de 5-HT varia significativamente
alo largo del dia, observandose el méximo a las 13:00 horas (F=29,53 p=0,0001). En los
animaes envegecidos € contenido diario de este neurotransmisor disminuye
significativamente con la edad (F=4,59 p=0,0384). Asimismo, € patron de concentracion
sigue presentando variaciones diarias significativas (F=6,41 p=0,0012), con € maximo en
el mismo horario que los animales jovenes, aunque € pico observado es de menor amplitud

gue en los animales jovenes (F=11,60 p=0,0113).
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Figura 35.- Patrén diario de contenido de 5-HT en la adenohipdfisis en ratas macho adultas
jovenes y enveecidas. Analizado mediante una ANOVA de una via, la concentracion de
este neurotransmisor en los animales envejecidos disminuye significativamente a las 13:00
horas con respecto a los resultados obtenidos en las ratas jévenes (F=11,60 p=0,0113). Los

datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.4.3.- Patron diario de concentracion de GABA en animales jovenesy envejecidos

El efecto de la edad sobre € contenido diario de GABA en la adenohipdfisis se
observa en la figura 36. En los animales jévenes, la concentracion de este neurotransmisor
muestra cambios diarios significativos, con un minimo a las 21:00 horas (F=12,44
p=0,0001), durante la fase oscura del fotoperiodo. En los animales envejecidos € contenido
diario de GABA disminuye significativamente al compararlos con los resultados obtenidos
en las ratas adultas jovenes (F=19,64 p=0,0002). Sin embargo, € patrén no se modifica,
observandose variaciones diarias significativas (F=9,24 p=0,0002) con & minimo a las

21:00 horas como ocurria en los animales jévenes.
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Figura 36.- Patron diario de contenido de GABA en la adenohipdfisis en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas. Anadlizado mediante una ANOVA de una via la
concentracion de este neurotransmisor disminuye significativamente con la edad, a las
09:00 horas (F=11,27, p=0,0153) alas 13:00 horas (F=13,29, p=0,0108) y alas 01:00 horas
(F=7,14, p=0,0316). L os datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.4.4.- Patron de concentracion de taurina en animales jovenes y envejecidos

El patron diario de contenido de taurina en la adenohipdéfisis de animales jévenes y
envejecidos se observa en la figura 37. En los animales jévenes, € contenido de taurina
muestra variaciones diarias significativas, con un minimo a las 21:00 horas (F=7,22
p=0,001), durante la fase oscura del fotoperiodo. Asmismo, en los animales envejecidos la
concentracion de este neurotransmisor también varia significativamente a lo largo del dia
(F=3,36 p=0,0271), observandose un patrén similar a descrito anteriormente en € grupo de

animales jévenes.
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Figura 37.- Patron diario de contenido de taurina en la adenohipdfisis en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas. Anadlizado mediante una ANOVA de una via la
concentracion de este neurotransmisor varia a lo largo del dia en los animales jovenes y
enveecidos (F=7,22 p=0,001; F=3,36 p=0,0271). Los datos se expresan como media +
eem.
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a.4.5.- Patron de concentracion de somatostatina en animales jovenes y envejecidos

El efecto de la edad sobre € contenido de somatostatina a lo largo del dia en la
adenohipdfisis de ratas macho, se observa en la figura 38. En los animales jovenes, la
concentracion de este neuropéptido varia a lo largo del dia (F=3,68 p=0,0207), con un
minimo observable entre las 21:00-01:00 horas, durante la fase oscura del fotoperiodo.
Asimismo, en los animales envejecidos se muestran variaciones diarias en e contenido de
somatostatina (F=7,54 p=0,0006) con un maximo de concentracion a las 13:00 horas,
durante la fase luminosa del fotoperiodo En las ratas envejecidas, € contenido de
somatostatina se encuentra incrementado significativamente a las 13:00 horas (F=6,41
p=0,0351), con respecto a los resultados mostrados en € grupo de ratas jovenes. El

envejecimiento cambia el patron diario de contenido de somatostatina en la adenohipdfisis.
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Figura 38.- Patron diario de contenido de somatostatina en la adenohipdéfisis en ratas
macho adultas jovenes y enveecidas. Andizado mediante una ANOVA de una via, la
concentracién de este neurotransmisor aumenta significativamente a las 13:00 horas con la
edad (F=6,41 p=0,0351). Los datos se expresan como media + eem. *p<0,05.
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a.5- Niveles circulantes de prolactina, GH v contenido de melatonina en la glandula
pineal.

a.5.1.- Efecto de la edad sobre los niveles circulantes de la prolactina a lo largo del dia

El efecto de la edad sobre € patron de secrecién de prolactina a lo largo del dia, se
observa en la figura 39. En los animaes jévenes, los niveles circulantes de prolactina
presentan cambios diarios significativos (F=2,34 p=0,04) con un maximo a las 21:00 horas,
durante la fase oscura del fotoperiodo. En los animales envejecidos, e patrén secretor de
prolactina también varia significativamente a lo largo del ciclo de luz-oscuridad (F=4,18
p=0,008), observandose un patrén semegjante a descrito previamente en los animales
jovenes. Sin embargo, los niveles diarios de esta hormona aumentan significativamente
(F=36,33 p=0,0001), cuando los comparamos a los valores obtenidos en e grupo de ratas
jévenes.
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Figura 39.- Patron diario de secrecion de prolactina en ratas macho adultas jévenes y
envgecidas. Analizado mediante un ANOVA de una via, los resultados muestran
variaciones significativas en los niveles circulantes de esta hormona a lo largo del dia en los
animales jovenes y envegecidos (F=2,34 p=0,04; F=4,18 p=0,005 respectivamente). Los
datos se expresan como media + eem.
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a.5.2.- Efecto de la edad sobre los niveles circulantes de GH alo largo del dia

El efecto de la edad sobre € patron secretor de la hormona del crecimiento en ratas
macho, se observa en la figura 40. En los animales jovenes, los niveles circulantes de esta
hormona no varia significativamente a lo largo del dia. En los animaes enveecidos se
observa en una disminucion significativa en los niveles diarios de secrecion de esta
hormona (F=10,21 p=0,0019), cuando se compara con |los datos obtenidos en los animales

jovenes, manteniéndose |os niveles circulantes similares alo largo del dia
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Figura 40.- Patron diario de secrecion de la hormona del crecimiento en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas. Analizado mediante una ANOVA de una via, los resultados
muestran que los niveles medios circulantes de esta hormona disminuyen
significativamente con la edad (F=10,21 p=0,0019). Los datos se expresan como media +

eem.
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a.5.3.- Efecto de la edad sobre el patron de concentracion de melatonina en la glandula

pineal alolargo del dia

El efecto de la edad sobre e patron de concentracion de la melatonina en la glandula
pineal en ratas macho, se observa en la figura 41. En los animales jovenes, € contenido de
esta hormona presenta cambios significativos a lo largo del dia (F=11,1 p=0,0001) con un
maximo a las 01:00 horas, durante la fase oscura del fotoperiodo. Sin embargo, aunque €l
envelecimiento no atera e patrén de concentracion de esta hormona, se observa una

disminucién de laamplitud del pico méximo de la hormona (F=2,78 p<0,05).
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Figura 41.- Patron diario de concentracion de la melatonina en la glandula pineal en ratas
macho adultas jévenes y enveecidas. Analizado mediante una ANOVA de una via, los
resultados muestran una disminucién significativa en € contenido de melatonina con la
edad (F=2,78 p<0,05). Los datos se expresan como media + eem.
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B) EFECTO DE LA EDAD SOBRE LOS MECANISMOS DE INTERRELACION
ENTRE LOS NEUROMODULADORES ESTUDIADOS, IMPLICADOS EN LA
REGULACION DE PROLACTINA.

b.1.- Correaciones entrelas variaciones diarias de concentracion de DA v €l resto de

los neur omodulador es estudiados, en la eminencia media.

b.1.1.- Correlacién entre los patrones diarios de concentracién de NA y de DA en

animales jévenes y envejecidos.

La correlacion entre los contenidos de NA y de DA alo largo del dia en ratas macho
adultas jovenes y enveecidas, se representa en las figuras 42a y 42b. En los animales
jovenes, tanto la concentracion de NA como de DA presenta variaciones significativas
diarias en la eminencia media (F=16,80 p=0,0001; F=5,81 p=0,0023, respectivamente),
descritas en los apartados a3.1. y a3.2. Ambos patrones muestran una correlacion
polinbmica significativa (F=3,86 p=0,0382), como se observa en la figura 42a. Sin
embargo, en los animales enveecidos, las variaciones diarias de DA desaparecen, y se
mantienen las de NA (F=9,5975 p=0,0002). Ademés, desaparece la correlacién entre ambos
patrones a comparar con lo que ocurria en los animales jévenes, como se muestra en la
figura42b.
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Figuras 42ay 42b.- Correlacion entre la concentracion de NA y DA en la eminencia media
en ratas macho jovenes y envejecidas. Se expresa €l factor de correlacion y su significado
estadistico.
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b.1.2.- Correlacion entre los patrones diarios de concentracion de 5-HT y de DA en
animales jévenes y envejecidos

La correlacion entre los contenidos de 5-HT y de DA en la eminencia media en ratas
macho adultas jévenes y enveecidas, se representa en las figuras 43a y 43b. En los
animales jovenes, € patron diario de concentracion de 5-HT y DA muestra variaciones
significativas a lo largo del dia en este tgido (F=2,83 p=0,046, F=5,81 p=0,0023;
respectivamente), descritas en los apartados a.3.3. y a.3.2. Ambos patrones presentan una
interaccion positiva en este tegjido estudiado (F=3,79 p=0,0471), como se observa en la
figura 43a. En los animales envejecidos, las variaciones diarias de DA desaparecen,
mientras que permanecen los cambios significativos a lo largo del dia en la concentracion
de 5-HT (F=8,45 p=0,0013). A diferencia de lo que ocurria con la NA, se mantiene la
correlacion positiva entre € contenido de DA y 5-HT en eminencia (F=8,60 p=0,0109), en

los animales envejecidos, como se muestra en lafigura 43b.
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Figuras 43a y 43b.- Correlacion entre la concentracion de 5-HT y DA en la eminencia
media en ratas macho jovenes y enveecidas. Se expresa e factor de correlacion y su
significado estadistico.
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b.1.3.- Correlacién entre los patrones diarios de concentracion de GABA y de DA en
animales jévenes y envejecidos

La interaccion entre e contenido de GABA y de DA en la eminencia media en ratas
macho adultas jovenes y enveecidas, se representa en las figuras 44a y 44b. En los
animales jévenes, los dos neurotransmisores presentan patrones de concentracion, descrito
en los apartados a3.4. y a3.2., con variaciones diarias estadisticamente significativas en
este tejido (F=11,54 p=0,0003; F=5,81 p=0,0023, respectivamente). Asimismo, |os patrones
diarios de ambos neurotransmisores muestran una correlacion polindmica significativa
(F=4,13 p=0,0432), como se observa en la figura 44a. En los animales envejecidos, se
pierde el patron diario de contenido de DA, a compararlo con las variaciones diarias de
este neurotransmisor en animales jovenes. Sin embargo, permanecen las variaciones diarias
en e contenido de GABA (F=2,82 p=0,049). Ademés, los resultados muestran una pérdida
de la correlacion entre los patrones diarios de DA y GABA en animdes envejecidos,

respecto alo que ocurre en jovenes, como se muestra en la figura 44b.
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Figuras 44a y 44b.- Correlacion entre la concentracion de GABA y DA en la eminencia
media en ratas macho jovenes y envejecidas. Se expresa € factor de correlacion y su
significado estadistico.
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b.1.4.- Correlaciéon entre los patrones diarios de concentracion de taurina y de DA en
animales jévenes y envejecidos

La interaccion entre e contenido de taurina 'y de DA en la eminencia media en ratas
macho adultas jovenes y enveecidas, se representa en las figuras 45a y 45b. En los
animales jovenes, la concentracion de taurina y de DA varia a lo largo dd dia (F=6,23
p=0,0037; F=5,81 p=0,0023 respectivamente), como se ha descrito en los apartados a.3.5. y
a.3.2. para este grupo de animales. Se observa una correlacion polindmica significativa en
el contenido diario de ambos neurotransmisores (F=4,50 p=0,0326), como se observa en la
figura 45a. En los animales envejecidos, las variaciones de concentracion diaria de taurina
se mantienen (F=7,36 p=0,0023), mientras que no ocurre este fenébmeno en DA. Asimismo,
los resultados muestran que la correlacion en € contenido de ambos neurotransmisores,
observada en los animaes jovenes, desaparece en los animales envejecidos, como se
muestra en la figura 45b.
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Figura 45a y 45b.- Correlacion entre la concentracion de taurina y DA en la eminencia
media en ratas macho jovenes y enveecidas. Se expresa e factor de correlacion y su
significado estadistico.
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b.1.5.- Correlacién entre los patrones diarios de concentracion de somatostatina y de DA
en animales jovenesy envejecidos

La correlacion entre € contenido de somatostatinay de DA en la eminencia media en
ratas macho adultas jovenes y envejecidas, se representa en las figuras 46a 'y 46b. En los
animales jévenes, la concentracion de somatostatinay de DA varian significativamente a lo
largo del dia (F=5,033, p=0,0042; F=5,81, p=0,0023 respectivamente), como se ha descrito
en los apartados a.3.6. y a.3.2. Sin embargo, la concentracion de ambos neurotransmisores
no muestra una interaccion significativa, como se observa en la figura 46a. Ademés, la
concentracion diaria de somatostatina mantiene su variacion significativa (F=6,93
p=0,0011) en animaes envegecidos, mientras que en e contenido de DA se pierde, a
compararlo con los animales jovenes. Los resultados tampoco muestran una correlacion
significativa entre los patrones diarios de ambos neurotransmisores en animaes

envejecidos, como se muestra en lafigura 46b.
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Figuras 46a y 46b.- Correlacion entre la concentracion de somatostatina y DA en la
eminencia media en ratas macho adultas jovenes. Se expresa e factor de correlacion y su
significado estadistico.
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b.2.- Relaciones entre los patrones de concentracion de los neuromoduladores

estudiados en la eminencia media y la adenohipdfisis en animales jévenes y

envejecidos. Efecto sobre e ritmo secretor de prolactina

b.2.1.- Correlacion entre los patrones de concentracion de DA en la eminencia media 'y
en la adenohipdfisis. Efecto sobre el ritmo secretor de prolactina

Los niveles circulantes de prolactina y € patron diario de concentracion de DA en la
eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes y envejecidas, se
representan en las figuras 48 y 50.

En los animales jovenes, la concentracion de DA en la eminencia media y en la
adenohipdéfisis varia significativamente a lo largo dd dia (F=5,81 p=0,0023; F=7,49
p=0,0007 respectivamente), como se observa en los apartados a.3.2 y a4.1y en lafigura
48. Ambos patrones diarios correlacionan significativamente (F=5,01 p=0,0379).
Globamente, las variaciones diarias de DA en la adenohipéfisis correlacionan
negativamente con € ritmo secretor diario de prolactina (F=4,67 p=0,043), como se
muestra en la figura 47b.

En las ratas envegecidas, los nivdes de DA en la adenohipdfisis varian
significativamente a lo largo del dia (F=5,81 p=0,0026), aunque estas variaciones no se
observan en la eminencia media, como puede observarse en los apartados a.3.2y a4.1. y en
la figura 50. Sin embargo, se mantiene una interacciéon positiva entre ambos tejidos para
este neurotransmisor (F=6,27 p=0,0263). A diferencia de lo que ocurria en € grupo de
animaes jovenes, la concentracion de DA en la eminencia media si correlaciona
negativamente con los niveles circulantes de prolactina (F=4,68 p=0,045), como se muestra
en la figura 49a. Aunque la correlacién entre la DA adenohipofisariay € patron secretor de
prolactina desaparece en este grupo (no se muestra figura).
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Figuras 47a y 47b.- Correlacion entre los patrones de concentracion de DA en la
eminencia mediay en la adenohipdfisis (figura 47a), y entre € patron secretor de prolactina
y e contenido de DA hipofisaria, en ratas macho adultas jovenes (figura 47b). Se expresa el
factor de correlacion y su significado estadistico.
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Figura 48.- Niveles circulantes de prolactina a lo largo del dia y patrones diarios de
contenido de DA en la eminencia media y en la adenohipdéfisis en ratas macho adultas

jévenes. Los datos se expresan como media + eem.
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Figuras 49a y 49b.- Correlacion entre la concentracion de DA en la eminencia mediay en

la adenohipdfisis (figura 49a8), y entre los niveles circulantes de prolactina y la

concentracion de DA en la eminencia media, en ratas macho envegecidas (figura 49b). Se
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b.2.2.- Correlacion entre los patrones de concentracion de 5-HT en la eminencia mediay
en la adenohipdfisis. Efecto sobre el ritmo secretor de prolactina

Las variaciones diarias de los niveles circulantes de prolactina y € patrén diario de
concentracion de 5-HT en la eminencia mediay en la adenohipdfisis en ratas macho adultas

jovenesy enveecidas, se representan en lasfiguras 52 'y 54.

En los animaes jovenes, e contenido de 5-HT cambia a lo largo del dia en la
eminencia media (F=2,83 p=0,046) y en la adenohipdfisis (F=29,53 p=0,0001), como se
observa en lafigura 52, y se ha descrito en los apartados a.3.3 y a.4.2. Como ocurria con la
DA las variaciones diarias de contenido de 5-HT en ambos tejidos muestran una correlacién
positiva significativa (F=4,72 p=0,0426), como puede observase en la figura 5la
Sorprendentemente, € contenido de 5-HT en la adenohipdfisis se correlaciona
negativamente con € ritmo secretor de prolactina (F=7,94 p=0,01).

En los animales envegecidos, € patron diario de contenido de 5-HT mantiene las
variaciones diarias significativas de contenido tanto en la eminencia media (F=8,437
p=0,0013) como en la adenohipdfisis (F=6,41 p=0,0012), como se observa en la figura 54;
y se ha descrito en el apartado a.3.3. y a4.2., para este grupo. En este grupo de animales
enveecidos se mantiene la correlacion positiva en las concentraciones diarias de 5-HT en
ambos tgjidos (F=15,50 p=0,0017), a comparar con lo observado en animales jovenes. Por
otro lado, se mantiene la correlacion negativa de 5-HT en la adenohipdéfisis con € ritmo
secretor de prolactina (F=6,43 p=0,0196) y aparece asimismo una correlacion negativa
entrela5-HT de laeminencia media con e ritmo secretor de prolactina (F=5,88 p=0,0029).
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Figuras 5la y 51b.- Correlacidn entre la concentracion de 5-HT en la eminencia media 'y
en la adenohipdfisis (figura 51a), y entre el patron secretor de prolactina'y la concentracion
de 5-HT en la adenohipdfisis (figura 51b) en ratas macho adultas jovenes. Se expresa €

factor de correlacion y su significado estadistico.

---[}-- eminenciamedia
—/—adeno x 1/2

300 — 9000 )
—@— prolactina
S 250 B
g =
O 200 + 4 6000 B
o o
2 10 | g
D s
Q 100 | - 3000 ®
= S
T 50| &
Tp}
0 | | | ' ' 0

9:00 13:00 17:00 21:00 1:.00 5:00 9:00
HORAS

Figura 52.- Niveles circulantes de prolactina alo largo del diay patrén diario de contenido
de 5-HT en la eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes. Los

datos se expresan como media + eem.
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Figuras 53a, 53b y 53c.- Correlacion entre la concentracion de 5-HT en la eminencia

media y en la adenohipdfisis (figura 53d), y entre los patrones de contenido de 5-HT en la
eminencia media y en adenohipdfisis, y los niveles circulantes de prolactina (figura 53b y
53c respectivamente) en ratas macho envejecidas. Se expresa € factor de correlacion y su
significado estadistico.
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Figura 54.-Niveles circulantes de prolactina alo largo del diay patrén diario de contenido
de 5-HT en la eminencia media y en la adenohipdéfisis en ratas macho envejecidas. Los

datos se expresan como media + eem.
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b.2.3.- Correlacién entre los patrones de concentracion de GABA en la eminencia media
y en la adenohipdfisis. Efecto sobre  ritmo secretor de prolactina

Los niveles circulantes de prolactinay e patron diario de concentracion de GABA en
la eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes y enveecidas, se
representan en las figuras 56 y 58.

En los animales jovenes, e contenido de GABA muestra variaciones diarias
significativas en las dos éreas estudiadas (F=11,54 p=0,0003; F=12,44 p=0,0001), como se
ha descrito en los apartados a.3.4. y a4.3., y se observa en lafigura 56. A diferencia de lo
gue ocurria para la DA y la 5-HT, las variaciones diarias de GABA en la eminencia media
correlacionan negativamente con la de la adenohipdfisis (F=5,21 p=0,0414). Mientras que
las variaciones diarias en e contenido de GABA en la eminencia media correlaciona
positivamente con € ritmo secretor de prolactina (F=6,44 p=0,0237), en la adenohipdfisis
se observa una interaccién negativa con los niveles circulantes de esta hormona (F=17,74
p=0,0004).

En los animales envejecidos, |os resultados muestran que la concentracion de GABA
en la eminencia media y en la adenohipdfisis varia significativamente a lo largo del dia
(F=2,82 p=0,049; F=9,24 p=0,0002, respectivamente), como se ha descrito en los apartados
a3.4.y a43.,y seobserva en lafigura 58. Sin embargo, la correlacion entre e contenido
de este neurotransmisor en ambos tejidos no se mantiene, a compararlo con lo que se
observaba en los animales jévenes (no se muestra figura). Aunque, la concentracion diaria
de GABA en la adenohipdfisis mantiene la correlacion negativa con € ritmo secretor de
prolactina (F=10,74 p=0,004), como en €l grupo de ratas jovenes.
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Figuras 55a, 55b y 55c.- Correlacion entre la concentracion de GABA en la eminencia
media y en la adenohipdfisis (figura 55a), y entre los niveles circulantes de prolactina 'y la
concentracion de GABA en los dos tejidos estudiados (figura 55b y 55¢) en ratas macho
adultas jovenes. Se expresa e factor de correlacion y su significado estadistico.
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Figura 56.- Niveles circulantes de prolactina a lo largo del dia y patrén diario de
concentracion de GABA en la eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho
jévenes. Los datos se expresan como media + eem.
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Figura 57.- Correlacion entre los niveles circulantes de prolactina y la concentracion de
GABA en la adenohipdfisis en ratas macho envejecidas. Se expresa e factor de correlacion
y su significado estadistico.
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Figura 58.- Niveles circulantes de prolactina a lo largo del dia y patron diario de
concentracion de GABA en la eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho

enveecidas. Los datos se expresan como media + eem.
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b.2.4.- Correlacion entre los patrones de concentracion de taurina en la eminencia media
y en la adenohipdfisis. Efecto sobre  ritmo secretor de prolactina

Los niveles circulantes de prolactinay €l patrén diario de concentracion de taurina en
la eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes y envegecidas, se

representan en las figuras 60 y 61.

En los animales jovenes, e contenido de taurina presenta variaciones diarias
significativas en la eminencia media (F=6,23 p=0,0037) y en la adenohipdfisis (F=7,22
p=0,001), como se ha descrito en los apartados a.3.5. y a.4.4., y se observa en la figura 60.
Ambos patrones correlacionan negativamente (F=19,57 p=0,001). Mientras que €l patrén
diario de taurina en la eminencia media no correlaciona con e patron secretor de prolactina
(no se muestra figura), se observa una correlacion negativa entre la taurina adenohipofisaria
y los niveles circulantes de prolactina (F=7,94, p=0,01), como puede observarse en la figura
59b.

En los animales enveecidos la concentracion de taurina presenta cambios diarios
significativos en la eminencia media (F=7,36, p=0,0023) y en la adenohipdfisis (F=3,36
p=0,027), como se ha descrito en los apartados a.3.5. y a4.4., y se observa en la figura 61.
A diferencia de lo que se mostraba en & grupo de animales jévenes, la taurina no
correlaciona con € patrén secretor de prolactina ni en la eminencia media ni en la
adenohipofisis (no se muestran figuras).
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Figura 59a y 59b.- Correlacion entre la concentracion de taurina en la eminencia media y
en la adenohipdfisis (figura 59a), y entre los niveles circulantes de prolactinay el contenido
diario de taurina en la adenohipdfisis (figura 59b). Se expresa e factor de correlacion y su
significado estadistico.
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Figura 60.- Niveles circulantes de prolactina alo largo del diay patrén diario de contenido
de taurina en la eminencia media 'y en la adenohipdfisis de ratas macho jovenes. Los datos
Se expresan como media + eem.
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Figura 61.- Niveles circulantes de prolactina y patron diario de contenido de taurina en la

eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho enveecidas. Los datos se expresan
como media + eem.
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b.2.5.- Correlacion entre los patrones de concentracion de somatostatina en la eminencia
media y en la adenohipdfisis. Efecto sobre el ritmo secretor de prolactina

Los niveles circulantes de prolactina y € patron diario de concentracion de
somatostatina en la eminencia media 'y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes

y envejecidas, se representan en lasfiguras 63 y 65.

En los animales jovenes, € contenido de somatostatina varia significativamente a lo
largo del dia en las dos areas estudiadas (F=5,033 p=0,0042; F=3,68 p=0,0207), como se ha
descrito en los apartados a3.6 y a4.5., y se observa en la figura 63. Se muestra una
correlacion positiva en e contenido de somatostatina de ambos tejidos (F=4,81 p=0,04).
Ademas, la concentracion de este neuropéptido en la adenohipdéfisis correlaciona
negativamente con € ritmo secretor de prolactina (F=12,11 p=0,0027), como se observa en
lafigura 62b.

En los animales envegecidos, la concentracion de este neuropéptido varia
significativamente en la eminencia media y en la adenohipdfisis (F=6,93 p=0,011; F=7,54
p=0,0006, respectivamente) como se ha descrito en los apartados a.3.6. y a4.b., y se
observa en la figura 65. Como ocurria en animales jovenes se detecta una correlacion
positiva en la concentracion diaria del neuropéptido en ambos tejidos (F=6,50 p=0,0191).
Ademas, los niveles de somatostatina en la eminencia media y en la adenohipdfisis
correlacionan negativamente con los niveles circulantes de prolactina (F=9,72 p=0,0059;
F=4,81 p=0,0408, respectivamente), como puede observarse en las figuras 64b y 64c.
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Figuras 62a y 62b.- Correlacion entre la concentracion de somatostatina en la eminencia
media 'y en la adenohipdfisis (figura 62a), y entre los niveles circulantes de prolactinay €
contenido de somatostatina en la adenohipdfisis (figura 62b) en ratas macho adultas
jévenes. Se expresa e factor de correlacion su significado estadistico.
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Figura 63.- Niveles circulantes de prolactina alo largo del diay patrén diario de contenido
de somatostatina en la eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas
jévenes. Los datos se expresan como media + eem.
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prolactina y la concentracién de somatostatina en la eminencia media 'y en la adenohipdfisis
(figura 64b y 64c) en ratas macho envejecidas. Se expresa e factor de correlacion y su
significado estadistico.
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Figura 65.- Niveles circulantes de prolactina'y patrén diario de contenido de somatostatina

en la eminencia media y en la adenohipéfisis en ratas macho envejecidas. Los datos se



C) EFECTO DE LA EDAD SOBRE LOS MECANISMOS DE INTERRELACION
ENTRE LOS NEUROMODULADORES, ESTUDIADOS, IMPLICADOS EN LA
REGULACION DE GH

c.1.- Correaciones entre las variaciones diarias de concentr acion de somatostatina y €

resto de los neur omodulador es estudiados, en & hipotalamo anterior

c.1.1.- Correlacion entre los patrones diarios de concentracion de 5-HT y de

somatostatina en animales jovenes y envejecidos

La correlacion entre la concentracion de 5-HT y somatostatina alo largo del dia, en €
hipotdlamo anterior, en animales jovenes y enveecidos se representa en las figuras 66a y
66b. En los animales jovenes, la concentracion de 5-HT y de somatostatina varia
significativamente a lo largo del dia en este tgjido (F=4,45 p=0,0059; F=8,98 p=0,0002
respectivamente), como se ha descrito en los apartados a.1.3. y a1.6. Ambos patrones
correlacionan positivamente (F=4,39 p=0,0483), como se observa en la figura 66a. En los
animales enveecidos € contenido de estos dos neuromoduladores mantiene variaciones
diarias significativas (F=12,26 p=0,0001; F=5,71 p=0,0022, respectivamente). Sin
embargo, la correlacién observada en |os animales jovenes desaparece.
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Figuras 66a y 66b.- Correlacion entre la concentracion de 5-HT y somatostatina en e
hipotdlamo anterior en ratas macho adultas jovenes y envejecidas. Se expresa € factor de
correlacion y su significado estadistico.
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c.1.2.- Correlacion entre los patrones diarios de concentracion de GABA y de

somatostatina en animales jovenesy envejecidos

La correlacion entre la concentracion de GABA y somatostatina alo largo del dia, en €
hipotdlamo anterior, en animales jOovenes y enveecidos se representa en las figuras 67a 'y
67b. En los animaes jovenes, la concentracion de GABA y de somatostatina varia
significativamente a lo largo del dia en este tgido (F=4,66 p=0,0047; F=8,98 p=0,0002
respectivamente), como se ha descrito en los apartados a.1.4. y a1.6. Ambos patrones
correlacionan positivamente (F=14,81 p=0,0009), como se observa en la figura 67a. En los
animales envejecidos e contenido de estos dos neuromoduladores mantiene variaciones
diarias significativas (F=6,01 p=0,0013; F=5,71 p=0,0022, respectivamente). Asimismo, la
correlacion observada en |os animales jovenes se mantiene (F=12,19 p=0,0021).
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Figuras 67a y 67b.- Correlacion entre la concentracion de GABA y somatostatina en €
hipotdlamo anterior en ratas macho adultas jovenes y envejecidas. Se expresa € factor de

correlaciéon y su significado estadistico.
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c.1.3.- Correlacion entre los patrones diarios de concentracién de taurina y de

somatostatina en animales jovenesy envejecidos

La correlacion entre la concentracion de taurinay somatostatina alo largo del dia, en €
hipotdlamo anterior, en animales jovenes y enveecidos se representa en las figuras 68a y
68b. En los animaes jovenes, la concentracién de taurina y de somatostatina varia
significativamente a lo largo del dia en este tgjido (F=3,189 p=0,0258; F=8,98 p=0,0002
respectivamente), como se ha descrito en los apartados a.1.5. y a.1.6. Ambos patrones no
correlacionan (F=1,43 p=0,244), como se observa en la figura 68a. En los animales
envegecidos € contenido de estos dos neuromoduladores mantiene variaciones diarias
significativas (F=4,57 p=0,0052; F=5,71 p=0,0022, respectivamente). Sin embargo, la
concentracion de taurina y somatostatina en e hipotdamo anterior correlacionan
significativamente, a diferencia de lo observado en los animaes jovenes (F=15,98
p=0,0006).
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Figuras 68a y 68b.- Correlacion entre la concentracion de taurina y somatostatina en e
hipotdlamo anterior en ratas macho adultas jovenes y envejecidas. Se expresa € factor de
correlacion y su significado estadistico.
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c.2.- Correaciones entre las variaciones diarias de concentracion de somatostatina y €l

resto delos neuromodulador es estudiados, en la eminencia media

c.2.1.- Correlacion entre los patrones diarios de concentracion de NA y de

somatostatina en animales jévenesy enve ecidos

La correlacion entre la concentracion de NA y somatostatina a lo largo del dia, en la
eminencia media, en animales jovenes y envejecidos se representa en las figuras 69a 'y 69b.
En los animales jovenes, la concentracion de NA y de somatostatina varia
significativamente a lo largo del dia en este tgjido (F=16,80 p=0,0001; F=5,033 p=0,042,
respectivamente), como se ha descrito en los apartados a.3.1. y a3.6. Ambos patrones
correlacionan negativamente (F=4,48 p=0,0468), como se observa en la figura 69a. En los
animales envgecidos € contenido de estos dos neuromoduladores mantiene variaciones
diarias significativas (F=9,59 p=0,0002, F=6,93 p=0,0011 ;respectivamente). Sin embargo,
la correlacion observada en los animales jovenes desaparece, como se observa en la figura

69b.
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Figuras 69a y 69b.- Correlacion entre la concentracién de NA y somatostatina en la
eminencia media en ratas macho adultas jovenes y envegecidas. Se expresa € factor de

correlacion y su significado estadistico.
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c.2.2.- Correlacion entre los patrones de concentracion de 5-HT y de somatostatina en los

animales jévenes y envejecidos

La correlacion entre los patrones de contenido de 5-HT y de somatostatina en la
eminencia media de ratas jovenes y envejecidas se observa en las figuras 70ay 70b. En los
animales jovenes, la concentracion de 5-HT y de somatostatina varia significativamente alo
largo del dia (F=2,83 p=0,046; F=5,033 p=0,0042, respectivamente), como se ha descrito
en los apartados a.3.3. y a.3.6. Ambos patrones de concentracién no correlacionan en este
tgido estudiado, como puede observarse en la figura 70a. En los animales envejecidos, €l
contenido diario de 5-HT y de somatostatina mantiene variaciones significativamente a lo
largo del dia (F=8,4375 p=0,0013; F=6,93 p=0,0011, respectivamente). Como ocurria en
animales jovenes, ambos patrones no correlacionan significativamente, como se muestra en

lafigura 70b.
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Figuras 70a y 70b.- Correlaciéon entre la concentracion de 5-HT y somatostatina en la
eminencia media en ratas macho adultas jévenes y envejecidas. Se expresa € factor de

correlacion y su significado estadistico.
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c.2.3.- Correlacién entre los patrones de concentracion de GABA y de somatostatina en

los animales jévenes y envejecidos

La correlacion entre la concentracion de GABA y de somatostatina en la eminencia
media de ratas macho adultas jovenes y envejecidas se observa en la figura 71ay 71b. En
los animales jovenes, ambos neurotransmisores presentan patrones de contenido, que
muestran  variaciones significativas a lo largo del dia (F=11,54 p=0,0003; F=5,033
p=0,0042 respectivamente), como se ha descrito en los apartados a.3.4. y a3.6. Sin
embargo, ambos patrones no correlacionan significativamente, como se observa en la figura
71a. Asmismo, en los animales envegecidos, los niveles de GABA y de somatostatina
mantienen cambios diarios dgnificativos (F=2,82 p=0,049; F=6,93 p=0,011,
respectivamente). Ademas, ambos patrones no muestran una correlacion significativa, al

igual que observamos en los animales jovenes, como se muestra en lafigura 71b.
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Figuras 7lay 71b.- Correlacion entre la concentracion de GABA y de somatostatina en la
eminencia media en ratas macho adultas jovenes y envegecidas. Se expresa € factor de

correlacion y su significado estadistico.
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c.2.4.- Correlacion entre los patrones de concentracion de taurina y de somatostatina en

los animales jévenes y envejecidos

La interaccion entre la concentraciéon de taurina y de somatostatina en la eminencia
media de ratas macho adultas jovenes y envejecidas se observan en las figuras 72ay 72b En
los animales jovenes, e contenido diario de taurina y de somatostatina varia
significativamente (F=6,23 p=0,0037; F=5,033 p=0,0042), como se ha descrito en los
apartados a.3.5. y a3.6., respectivamente. Sin embargo, ambos patrones diarios no
correlacionan, como puede observarse en la figura 72a. En los animales envejecidos, los
niveles de taurina y de somatostatina mantienen variaciones significativamente a lo largo
de dia (F=7,36 p=0,0023; F=6,93 p=0,0011). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurria
en animaes jovenes ambos patrones correlacionan positivamente (F=19,77 p=0,0005),

como se muestraen lafigura 72b.
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Figuras 72a 'y 72b.- Interaccion entre la concentracion de taurinay de somatostatina en la
eminencia media en ratas macho adultas jovenes y envejecidas. Se expresa € factor de

correlacion y su significado estadistico.
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c.3.- Correlaciones entre las variaciones diarias de concentracion de NA v de 5-HT,

GABA otaurina, en la eminencia media

c.3.1.- Correlacion entre los patrones de concentracion de 5-HT y de NA en los animales
jévenesy envejecidos

La interaccion entre la concentracion de 5-HT y de NA en la eminencia media de
ratas macho adultas jovenes y envejecidas se observan en las figuras 73ay 73b En los
animales jovenes, € contenido diario de 5-HT y de NA varia significativamente (F=2,83
p=0,046; F=16,80 p=0,0001), como se ha descrito en los apartados a.3.3. y a3.1,
respectivamente. Ambos patrones diarios correlacionan positivamente (F=7,35 p=0,0138),
como puede observarse en la figura 73a. En los animales enveecidos, los niveles de 5-HT y
de NA mantienen variaciones significativamente a lo largo dd dia (F=8,43 p=0,0013;
F=9,59 p=0,0002). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurria en animales jovenes ambos

patrones no correlacionan, como se muestra en lafigura 73b.
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Figuras 73a y 73b.- Interaccion entre la concentracion de NA y de 5-HT en la eminencia

media en ratas macho adultas jovenes y enveecidas. Se expresa € factor de correlacion y

su significado estadistico
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c.3.2.- Correlacion entre los patrones de concentracion de GABA y de NA en los
animales jévenes y envejecidos

La interaccion entre la concentracion de GABA y de NA en la eminencia media de
ratas macho adultas jévenes y envegecidas se observan en las figuras 74a 'y 74b En los
animales jévenes, € contenido diario de GABA y de NA varia significativamente (F=11,54
p=0,0003; F=16,80 p=0,0001), como se ha descrito en los apartados a34. y a3.1,
respectivamente. Ambos patrones diarios correlacionan positivamente (F=11,89 p=0,0039),
como puede observarse en la figura 74a. En los animales envegjecidos, 1os niveles de GABA
y de NA mantienen variaciones significativamente a lo largo del dia (F=2,82 p=0,049;
F=9,59 p=0,0002). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurria en animales jovenes ambos
patrones no correlacionan, como se muestra en lafigura 74b.
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Figuras 74ay 74b.- Interaccion entre la concentracion de NA y de GABA en la eminencia

media en ratas macho adultas jovenes y envejecidas. Se expresa e factor de correlacion y
su significado estadistico
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c.3.3.- Correlacion entre los patrones de concentracion de taurina y de NA en los

animales jévenes y envejecidos

La interaccion entre la concentracion de taurina y de NA en la eminencia media de
ratas macho adultas jovenes y envejecidas se observan en las figuras 75a y 75b En los
animales jovenes, € contenido diario de taurina'y de NA varia significativamente (F=6,23
p=0,0037; F=16,80 p=0,0001), como se ha descrito en los apartados a3.5. y a3.1,,
respectivamente. Ambos patrones diarios correlacionan positivamente (F=11,89 p=0,0002),
como puede observarse en la figura 75a. En los animales enveecidos, los niveles de taurina
y de NA mantienen variaciones significativamente a lo largo del dia (F=7,36 p=0,0023;
F=9,59 p=0,0002). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurria en animales jévenes ambos

patrones no correlacionan, como se muestra en lafigura 75b.
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Figuras 75ay 75b.- Interaccion entre la concentracion de NA y de taurina en la eminencia
media en ratas macho adultas jovenes y envejecidas. Se expresa € factor de correlacion y
su significado estadistico
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c.4.- Relaciones entre los patrones de concentracion de los neuromoduladores

estudiados en la eminencia media y la adenohipdéfisis en animales jévenes vy

envejecidos. Efecto sobre e ritmo secretor de GH

c.4.1.- Correlacion entre los patrones de concentracion de somatostatina en la eminencia
media y en la adenohipdfisis. Efecto sobre el ritmo secretor de GH

Los niveles circulantes de GH y € patron diario de concentracion de somatostatina en
la eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes y envegecidas, se
representan en lasfiguras 77 'y 79.

En los animales jovenes, € contenido de somatostatina varia significativamente a lo
largo del dia en la eminencia media (F=5,033 p=0,0042) y en la adenohipdfisis (F=3,6854
p=0,0207), como se ha descrito en los apartados a.3.6. y a.4.5., y se observaen lafigura 77.
Ambos patrones correlacionan significativamente (F=4,81 p=0,04). Sorprendentemente,
tanto el contenido diario de somatostatina en la eminencia media como en la adenohipéfisis
no correlacionan con el patrén secretor de GH, en el grupo de ratas adultas jovenes (no se
muestran figuras)

En las ratas enveecidas, la concentracion de somatostatina en la eminencia media y
en la adenohipéfisis mantiene variaciones significativas a lo largo de dia (F=6,93
p=0,0011; F=7,54 p=0,0006 respectivamente), como se ha descrito en los apartados a.3.6. y
a4.b., y se observa en la figura 79. Como ocurria en animales jovenes, ambos patrones
correlacionan significativamente (F=6,5 p=0,0191), como se muestra en la figura 78 De
nuevo, como mostramos en animales jovenes, la concentracion de este neuropéptido tanto
en la eminencia media como en la adenohipdfiss no interaccionan con los niveles
circulantes de GH (no se muestran figuras).
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Figura 76.- Correlacion entre la concentracion de somatostatina en la eminencia media y

en la adenohipdfisis en ratas macho jovenes. Se expresa €l factor de correlacion y su

significado estadistico
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Figura 77.- Patron diario de secrecion de la GH y de la concentracidn de somatostatina en
la eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes. Los datos se

expresan como media + eem.
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Figura 78.- Correlacion entre la concentracion de somatostatina en la eminencia media y

en la adenohipdfisis en ratas macho envejecidas. Se expresa e factor de correlacion y su

significado estadistico.
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Figura 79.- Patron diario de secrecion de la GH y de la concentracidn de somatostatina en

la eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho envejecidas. Los datos se

expresan como media + eem.
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c.4.2.- Correlacion entre los patrones de concentracion de 5-HT en la eminencia mediay
en la adenohipdfisis. Efecto sobre €l ritmo secretor de GH

Los niveles circulantes de GH y € patron diario de concentracion de 5-HT en la
eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes y envejecidas, se
representan en las figuras 81 y 83.

En los animaes jovenes, la concentracion de 5-HT muestra variaciones diarias
significativas en la eminencia media y en la adenohipdéfisis (F=2,83 p=0,046; F=29,53
p=0,0001), como se ha descrito en los apartados a.3.3. y a.4.2., y se observa en lafigura 81.
Ambos patrones correlacionan positivamente (F=4,72 p=0,0426), como se muestra en la
figura 80. Sin embargo, los niveles diarios de 5-HT en la eminencia media y en la
adenohipdfisis no correlacionan con los niveles circulantes de GH (no se muestran figuras).

En los animales envejecidos, la concentracion de 5-HT en la eminencia mediay en la
adenohipdfisis sigue manteniendo variaciones significativamente a lo largo dd dia
(F=8,435 p=0,0013; F=6,41 p=0,0012), como se presenta en la figura 83. Ambos patrones
correlacionan positivamente (F=15,50 p=0,0017), como se muestra en la figura 82. Por otro
lado como se observaba en animales jovenes, tanto € contenido de 5-HT en la eminencia
media como en la adenohipdfisis no correlacionan con los valores circulantes de GH (no se
muestra figura).
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Figura 80.- Correlacion entre la concentracion de 5-HT en la eminencia media y en la
adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes. Se expresa e factor de correlacion y su

significado estadistico.
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Figura 81.- Patrén diario de secrecion de GH y de la concentracion de 5-HT en la

eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas jévenes. Los datos se

expresan como media + eem.
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Figura 83.- Patrén diario de secrecion de GH y de la concentracion de 5-HT en la
eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho envejecidas. Los datos se expresan

como media + eem.
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c.4.3.- Correlacion entre los patrones de concentracion de GABA en la eminencia media
y en la adenohipdfisis. Efecto sobre €l ritmo secretor de GH

Los niveles circulantes de GH y €l patrén diario de concentracion de GABA en la
eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes y envejecidas, se
representan en las figuras 85y 86.

En los animaes jovenes, € contenido de GABA en la eminencia media y en la
adenohipdfisis varia significativamente a lo largo del dia (F=11,5 p=0,0003; F=12,44
p=0,0001), como se ha descrito en los apartados a.3.4. y a4.3., y puede observarse en la
figura 85. Ambos patrones correlacionan negativamente (F=5,21 p=0,0414), como se
muestra en la figura 84. Sin embargo, la concentracién de GABA tanto en la eminencia
media como en la adenohipdfisis no correlaciona con e patrén secretor de GH (no se

muestran figuras).

En los animales enveecidos, @ contenido diario de GABA mantiene variaciones
significativas tanto en la eminencia media (F=2,82 p=0,0049) como en la adenohipdfisis
(F=9,24 p=0,0002), como se ha descrito en los apartados a.3.4. y a.4.3., y se muestra en la
figura 86. A diferencia de lo que se observaba en animales jovenes, la correlacion entre
ambos patrones, se pierde (no se muestra figura). Ademés, la concentracion de GABA en la
eminencia media no correlaciona con el patron secretor de GH (no se muestra figura).
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adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes. Se expresa € factor de correlacion y su
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Figura 85.- Patron diario de secrecion de GH y de la concentracion de GABA en la
eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho adultas jévenes. Los datos se

expresan como media + eem.
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Figura 86.- Patron diario de secrecién de GH y de la concentracion de GABA en la

eminencia media 'y en la adenohipdfisis en ratas macho envejecidas. Los datos se expresan

como media + eem.
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c.4.4.- Correlacion entre los patrones de concentracion de taurina en la eminencia media
y en la adenohipdfisis. Efecto sobre €l ritmo secretor de GH

Los patrones de concentracion de taurina en la eminencia media y en la
adenohipdfisis de animales jovenes y enveecidos se observan en las figuras 88 'y 89.

En los animaes jovenes € contenido de taurina en la eminencia media y en la
adenohipdfisis muestra variaciones significativas a lo largo del dia (F=6,23 p=0,0037;
F=7,22 p=0,001, respectivamente), como se ha descrito en los apartados a.3.5. y a4.4.,y se
observa en la figura 88. Asimismo, ambos patrones correlacionan negativamente (F=19,57
p=0,001), como se muestra en la figura 87. Sin embargo, €l contenido de taurina tanto en la
eminencia media como en la adenohipéfisis no correlacionan con los niveles circulantes de
GH en ratas jévenes (no se muestran figuras).

En los animales envejecidos, la concentracion de taurina mantiene las variaciones
diarias dgnificativas tanto en la eminencia media (F=7,36 p=0,023) como en la
adenohipofisis (F=3,36 p=0,0271), como se ha descrito en los apartados a3.5. y a4.4., y
puede observarse en la figura 89. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurria en animales
jovenes, ambos patrones no correlacionan significativamente (no se muestra figura).
Asimismo, la concentracion diaria de taurina tanto en la eminencia media como en la

adenohipdfisis no correlacionan con los niveles circulantes de GH (no se muestran figuras).
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Figura 87.- Interaccion entre la concentracion de taurina en la eminencia media y en la
adenohipdfisis en ratas macho adultas jovenes. Se expresa € factor de correlacion y su
significado estadistico.
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Figura 88.- Patron diario de secrecion de GH y de la concentracion de taurina en la
eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho jovenes. Los datos se expresan

como media + eem.
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Figura 89.- Patron diario de concentracion de GH y de la concentracion de taurina en la

eminencia media y en la adenohipdfisis en ratas macho envejecidas. Los datos se expresan
como media + eem.
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A) EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO EN EL CONTENIDO EN AMINAS
BIOGENAS, GABA, TAURINA Y SOMATOSTATINA EN HIPOTALAMO,
EMINENCIA MEDIA Y ADENOHIPOFISIS

a.l.- Hipotdlamo anterior

Los resultados obtenidos en hipotdlamo anterior indican la existencia de un patron
diario de concentracion especifico para cada uno de los neuromoduladores estudiados en
ratas macho jovenes. Dichos patrones se modifican diferencialmente durante el proceso de

enveecimiento.

Se observa un patrén diario en la concentracion de NA en e hipotdlamo anterior,
(Cano y cols, 2001), que viene a reafirman la hipétesis de que & hipotdlamo funciona
ritmicamente (Cagampang y cols, 1994; Selgasy cols, 1998; Shriga y cols, 2000; Lafuente
y cols, 2002). Es importante destacar que |os datos obtenidos en este trabajo, conjuntamente
con los obtenidos previamente por el grupo en otras estaciones del afio (invierno y otofio),
sugieren que e nimero de maximos de concentracion de este neurotransmisor varia segiin
la estacion del afio considerada. Ademas, hemos encontrado que en primavera estos
maximos se producen en horarios distintos a los previamente publicados por nuestro grupo
en invierno (Selgas y cols, 1998). Iguamente, nuestros resultados muestran cambios en su
amplitud (Selgasy cols, 1998; Lafuente y cols, 2002). En animales envejecidos € contenido
medio diario en NA disminuye en esta &rea hipotalamica (Cano y cols, 2001). Ello se
explica por la disminucion en la amplitud del ritmo a compararlo con e descrito en
animales jovenes. Es importante destacar que € ritmo encontrado en animales envejecidos
es idéntico al observado en los animales jovenes, por 1o que no se produciria un efecto
desincronizador en la NA durante € envejecimiento, como se ha encontrado para otras
variables andlizadas en este trabgo. Esta disminucion podria deberse a una menor
produccion de este neurotransmisor en esta area hipotaldmica, ya que la actividad de la
enzima clave en la ruta biosintética de NA, la tirosina hidroxilasa, disminuye con la edad,
segln se ha descrito en estudios realizados en hipotdlamos completos en € horario basal
(Meites, 1982; Meites, 1991; Rodriguez-Gémez y cols, 1995). Este efecto indicaria que la
DA también se reduciria con la edad (Smpkins y cols, 1977; Demarest y cols, 1980;
Smpkins, 1984).
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Como ocurria para la NA en € hipotdamo anterior, la concentracién de DA en los
animales jovenes varia significativamente a lo largo del dia, y estd de acuerdo con las
variaciones diarias descritas en € contenido de este mismo neurotransmisor en el érea pre-
Optica y en los nucleos supraquiasméaticos hipotalamicos, incluidos en € hipotalamo
anterior (Arutjunyan y cols, 2001), asi como con los cambios dia-noche mostrados por estos
mismos nucleos (Reuss y cols, 1999). Sin embargo, este patrén diario de contenido en DA
en el hipotdlamo anterior no se encontrd en trabajos previos del grupo, realizados en ratas
de la cepa Sprage Dawley, sometidas a un régimen de luz-oscuridad de 14:10 h en la
estacion de primavera (en nuestro trabgjo se utiliza 12:12 h.) (Lafuente y cols, 2002). Estas
diferencias se podrian deber a la distinta duracion de la fase luminosa, que manda una
informacién diferencia al hipotdlamo a través del haz retino-hipotalamico, o a diferencias
en la cepa de rata utilizada (Wistar en este trabgjo vs. Sprage Dawley en € trabajo previo).
A diferencia de lo que se mostraba para NA, la concentracion diaria de DA ademas de
disminuir con la edad, se desincroniza, mostrando un adelanto de fase del pico méximo
desde las 05:00 hasta las 17:00 horas. La reduccion en e contenido de DA, en esta area
hipotaldmica, se podria explicar por una disminucion dependiente de la edad en la actividad
de la enzima, tirosina hidroxilasa, hecho ya mencionado. Ello confirmaria trabgjos
puntuales de la literatura (Smpkins y cols, 1977; Demarest y cols, 1980; Smpkins, 1984)
gue describen este efecto en €l hipotalamo completo.

Asimismo, la tasa de recambio de DA en este tgido varia a lo largo del dia,
aumentando significativamente al final de la fase oscura del fotoperiodo (Cano y cols,
2001), lo cual habia sido descrito en trabajos previos del grupo realizado en otras estaciones
(Sdlgas y cols, 1998; Pazo y cols, 2000). Durante € envejecimiento e patron diario del
metabolismo de esta catecolamina en e hipotdlamo anterior no se modifica. Este hecho ha
sido mostrado por nosotros por primera vez (Cano y cols, 2001). Sin embargo, datos
obtenidos por € grupo muestran que e contenido diario en DA y en DOPAC en
hipotdlamo anterior (datos no presentados en este trabgjo) disminuye con la edad. Esta
disminucién en e contenido en DA y DOPAC ha sido descrita en trabgjos puntuaes de la
literatura (Smpkins y cols, 1977; Demarest y cols, 1980; Smpkins, 1984; Reymond y cols,
1984; Miguez, 1999). Ello indicaria que la utilizacion de este neurotransmisor disminuye
con la edad.
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Nuestros datos muestran que € contenido en 5-HT en e hipotdlamo anterior de ratas
macho jovenes muestra variaciones circadianas, |0 que confirma datos previos del grupo, si
bien, los ritmos encontrados difieren en ambos trabajos (Lafuente y cols, 2002). Estas
diferencias se explicarian por los fotoperiodos distintos empleados asi como por € uso de
cepas de rata diferentes. Asimismo, se han descrito ritmos en la concentracion de este
neurotransmisor en nulcleos de esta area hipotaldmica (Hery y cols, 1982; Shioiri y cols,
1991; Poncet y cols, 1999; Barassin y cols, 2002). En este trabagjo describimos por vez
primera, el efecto de la edad sobre el patrén diario de concentracion de 5-HT. A diferencia
de lo que se observaba para NA y DA, este neurotransmisor no modifica su concentracion
media diaria con la edad, pero se produce un efecto desincronizador, que se caracteriza por
un retraso de fase en e pico de concentracion maxima desde las 17:00 hasta las 05:00
horas. Este cambio de patrén podria explicar discrepancias entre trabagjos puntuaes de la
literatura donde se observan disminuciones o no de la concentracion de 5-HT en € horario
basal con la edad en hipotdamos completos (Gozlan y cols, 1990; Smpkins y cols, 1977,
Smpkins, 1984).

Por otro lado, el metabolismo de 5-HT tiende a aumentar al final de lafase oscura del
fotoperiodo en € hipotdamo anterior de animales jovenes, pero no es estadisticamente
significativo. Estos datos difieren de los observados en trabajos previos del grupo (Selgasy
cols, 1998), donde se ha descrito un patrén circadiano para el metabolismo de 5-HT con un
maximo al final del periodo oscuro. Estas discrepancias podrian explicarse por criterios de
estacionalidad ya que € trabagjo de Selgas y cols (1998) se ha redlizado en invierno y €l
nuestro en primavera. Un efecto similar se ha descrito para la GH donde se encuentra un
patrén ritmico en otofio (Pazo 2002) pero no en primavera (Garcia-Bonacho y cols, 2000;
Castrillén y cols, 2001) ni en invierno (Selgas y cols, 1997). Durante € envejecimiento, €l
metabolismo de 5-HT aumenta con respecto a los valores observados en los animales
jévenes, como previamente se ha descrito en trabgjos puntuales de la literatura (GozZlan y
cols, 1990; Rodriguez-Gomez, 1995). Este aumento de 5-HT podria estar relacionado con el
incremento de los niveles de prolactina circulante que describimos en animales envejecidos,
y de acuerdo con su papd estimulador sobre la secrecion de prolactina (Lu y Meites, 1973;
Lambertsy MacLeod, 1978).

El patron diario de concentracion de GABA en e hipotdlamo anterior observado en

ratas macho jévenes muestra variaciones circadianas semeantes a las observadas
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previamente por nuestro grupo en animales de la misma edad y sexo, en la estacion de
invierno (Duvilanski y cols, 2002). La actividad ritmica del GABA en hipotdlamo anterior
parece estar bien establecida, siendo varios los trabgjos que asi 1o apuntan tanto en €
hipotdlamo (Cattaberi y cols, 1978; Cardinali y Golombek, 1998) como en &reas
hipotaldmicas especificas (Duvilanski y cols, 1998) o0 en nlcleos hipotalamicos (Aguilar-
Robledo y cols, 1993). Es importante destacar que e contenido medio diario en este
aminoacido es méximo en otofio, precisamente cuando los niveles circulantes de prolactina
son menores (Pazo, 2002; Cano y cols, datos no publicados). En este trabajo describimos
por primera vez e efecto del envejecimiento sobre e patrén diario de concentracion de
GABA en esta &rea hipotalamica. En concreto se observa un efecto desincronizador que
conduce a la aparicion de dos minimos de concentracion, en vez de dos méximos que
aparecian en los animales jovenes. Al igual que ocurria para DA y para 5-HT, se observa
una disminucion significativa de los niveles medios de GABA con la edad, lo que parece
confirmar e efecto inhibidor del envejecimiento sobre este neurotransmisor. Lo que ha sido
descrito en otras areas cerebrales, como € nucleo accumbens (Segovia y cols, 2001) y d
&rea estriatal (Esquifino y cols, 2002). Este efecto explicaria € aumento en los niveles
circulantes de prolactina que encontramos en este trabgjo y en trabgos previos del grupo
(Garcia-Bonacho y cols, 2000). Sin embargo, trabajos en nlcleos especificos de esta area
hipotaldmica muestran que € contenido basa de GABA disminuye, aumenta 0 no se
modifica durante el envelecimiento (Banay-Schwartz y cols, 1989a). Lo que observamos en
este trabgjo resultaria una sumatoria de lo que ocurre en todos los nucleos e indicaria que
predominan los efectos inhibidores, los cuales podrian deberse a la existencia de una
funcion circadiana sincrénica y regionalizada, que se modificaria con la edad. Por €llo, los
el estudios puntuales no se pueden diferenciar los cambios que s aparecen en los estudios
cronobiol 6gi cos.

El patrén diario de concentracidn de taurina en el hipotdlamo anterior de ratas jévenes
muestra variaciones diarias, como en e resto de los neuromoduladores estudiados. Este
resultado se correlaciona con trabgjos de la literatura en los que se describen variaciones
circadianas de este neurotransmisor tanto en glandula pineal (Grosso y cols, 1978) como en
hipotdlamo mediobasal en la estacion de invierno (Duvilanski y cols, 1998; Duvilanski y
cols, 2002). Sorprendentemente, y a diferencia de lo descrito para los parametros
anteriormente discutidos, no hemos encontrado diferencias en amplitud ni tampoco en €l
horario del méximo de concentracion de este neurotransmisor, al compararlo con datos del
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grupo obtenidos en invierno (Duvilanski y cols, 2002). Si se encuentran variaciones con
respecto a ritmo observado en otofio (Esquifino y cols, datos no publicados), o que
apuntaria la existencia de variaciones circaestacionales menos marcadas para la taurina que
para € resto de los neuromoduladores anteriormente mencionados. Asimismo, describimos
por vez primera e efecto del envejecimiento sobre e patrén diario de concentracion de
taurina en esta area hipotaldmica. Se detecta un efecto desincronizador, que conduce a la
aparicion de dos minimos de concentracion en vez de un Unico maximo. Todo elo se
acompafa de una disminucion de la concentracion media diaria de este neurotransmisor en
animales enveecidos 1o que se correlaciona con datos obtenidos en otras &reas cerebrales,
como €l estriado o e cortex cerebral (Wallace y Dawson, 1990; Benedetti y cols, 1991;
Dawson y cols, 1999; Eppler y Dawson, 2001).

La concentracion de somatostatina varia a lo largo del dia en € hipotdlamo anterior,
lo cual confirma trabajos previos del grupo realizados en esta misma érea hipotalamica
(Esquifino y cols, 1999a), o de la literatura en € hipotdlamo completo (Berelowitz y cols,
1982a; Nicholson y cols, 1983; Gardi y cols, 1999). Sin embargo, € contenido en
somatostatina en € hipotdlamo anterior presenta un patron distinto segun la estacion del
afo en la cual se redice la experimentaciéon (Esquifino y cols, 1999a). Por otro lado, los
resultados de este trabgjo muestran por vez primera el efecto del envejecimiento sobre €
patrén diario de concentracion de somatostatina. Nuestros datos indican una disminucién de
este neuropéptido con la edad a igual que otros trabajos puntuales de la literatura (Sonntag
y cols, 1980; Wang y cols, 1993). Asimismo, se ha demostrado un efecto similar en €l érea
estriatal (Esquifino y cols, 2002). A diferencia de los efectos desincronizadores descritos
para otros neurotransmisores, € patron de concentracion de somatostatina se mantiene sin
cambios en |as edades estudiadas.

a.2.- Hipotdlamo mediobasal

Los resultados obtenidos muestran un patron diario de concentracion caracteristico
para cada uno de los neuromoduladores estudiados en ratas macho adultas jovenes en €
hipotdlamo mediobasal. Estos patrones difieren de los encontrados en e hipotdamo
anterior. Ademas se producen modificaciones diferentes, a las observadas en € hipotalamo

anterior, durante el envejecimiento.
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El contenido diario en NA en € hipotdamo mediobasa en animales jovenes muestra
variaciones circadianas (Cano y cols, 2001), que confirman los resultados anteriores del
grupo readlizados en la misma estacion del afio (Lafuente y cols, 2002). El patron obtenido
en este trabgjo es igualmente similar a descrito en invierno (Selgas y cols, 1998), aunque
los niveles medios de contenido en NA son mayores durante la primavera (este estudio y
Lafuente y cols, 2002) que en € invierno. Estos datos junto con las variaciones descritas en
el hipotdlamo anterior (Selgas y cols, 1998; Cano y cols, 2001), y los resultados publicados
en nucleos hipotaldmicos especificos contenidos en esta &rea hipotaldmica (Cagampang y
cols, 1994; Snhriga y cols, 2000) refuerzan la idea de que € contenido en NA varia
ritmicamente en el hipotdlamo. Durante €l enveecimiento la concentracion diaria de NA en
el hipotdamo mediobasa disminuye significativamente, a igua que ocurria en €
hipotdlamo anterior. Esta disminucion de la concentracion de NA en esta &rea hipotaldmica,
se podria explicar por una disminucién en la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa con
la edad, que se ha mencionado con anterioridad (Reymond y cols, 1984; ThyagaRajan y
cols, 1995). Ademés, como ocurria para e hipotdamo anterior, no se observan efectos
desincronizadores para este neurotransmisor en esta area hipotadmica durante el

envejecimiento.

Nuestros resultados indican que la concentraciéon diaria de DA en e hipotdamo
mediobasal presenta variaciones circadianas, con una concentracion maxima a las 01:00
horas. Este patron diario de contenido difiere del descrito en € hipotdlamo anterior, donde
el maximo se ha observado a las 05:00 horas. Asimismo, se han descrito variaciones
circadianas diferenciales de este neurotransmisor en esta area hipotadmica en trabgos
previos del grupo en animales de la misma edad (Esquifino y cols, 1997) o de 4 meses de
edad (Lafuente y cols, 2002). Todo €ello refuerza la hipétesis de que e contenido de DA
presenta variaciones circadianas tanto s se considera € hipotdamo completo (Shioiri y
cols, 1991), como s se estudian areas hipotaldmicas determinadas (Lafuente y cols, 2002;
resultados presentados en este trabajo) o nucleos hipotaldmicos especificos (Shioiri y coals,
1991; Arutjunyan y cols, 2001). Por otro lado, es la vez primera que se describe el efecto
de envejecimiento sobre € patrén diario de concentracion de DA en e hipotdlamo
mediobasal. Se produce un efecto desincronizador, por e cual e ritmo se desaparece. Por €
contrario € envejecimiento producia, en € hipotdlamo anterior, cambios de fase. Ademas
en e hipotdamo mediobasal € efecto desincronizador se acompafia de una disminucion en

el contenido de este neurotransmisor durante la fase luminosa, o que fue apuntado en
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trabajos puntuales realizados también en hipotdamo mediobasal (Smpkins y cols, 1977;
Smpkins, 1984). Este efecto sobre € contenido en DA se podria explicar por una
disminucion de la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa (Reymond y cols, 1984;
ThyagaRajan y cols, 1995). Los datos anteriormente mencionados estarian de acuerdo con
el papel inhibidor de este neurotransmisor sobre e mecanismo secretor de prolactina, y por
tanto con € incremento en los valores medios diarios de la hormona con la edad (Garcia-
Bonacho y cols, 2000). Ademas, se describe un efecto diferencial del envejecimiento sobre
este neurotransmisor en otras areas del cerebro como en e nulcleo accumbens (Segovia y
cols, 1999; Segovia y cols, 2001; Yoshimoto y cols, 2001) y/o €l estriado (Esquifino y cols,
2002).

El metabolismo de DA en € hipotdlamo mediobasal no variaalo largo del dia (Cano
y cols, 2001), a diferencia de lo que se habia observado en € hipotdlamo anterior donde
mostraba un méaximo a las 05:00 horas. Ademas, nuestros resultados difieren de los
descritos por e grupo, en trabgos realizados en invierno (Selgas y cols, 1998). Estas
variaciones se asocian con cambios estacionales en e ritmo secretor de prolactina, como se
ha sugerido en trabgjos previos del grupo realizados en invierno, en primavera o en otofio
(Sdgas y cols, 1997; Esquifino y cols, 1999c; Garcia-Bonacho y cols, 2000; Castrillén'y
cols, 2001). Durante € envegecimiento, € metabolismo de DA disminuye en esta area
hipotalamica, o que se ha observado también en trabgjos puntuales realizados en
hipotdlamo completo (Smpkins y cols, 1977; Algeri y cols, 1983; Venero y cols, 1993;
Miguez y cols, 1999). Ello estaria de acuerdo con € incremento en los niveles circulantes
medios de prolactina que describimos en este trabgjo y en trabajos anteriores (Garcia-

Bonacho y cols, 2000).

La concentracion de 5-HT en & hipotdamo mediobasal en ratas macho adultas
jévenes muestra variaciones circadianas, con una concentracion maxima a las 21:00 horas.
Estos resultados difieren de los encontrados en hipotalamo anterior, donde se ha observado
el maximo a las 17:00 horas. Estos cambios diarios en € contenido son similares a los
descritos por e grupo, en trabajos en la misma estacion del afio (Esquifino y cols, 1997), y
confirmaria que & hipotdlamo mediobasal funciona ritmicamente, como ocurre en otras
&reas hipotaldmicas (Esquifino y cols, 1997; Lafuente y cols, 2002; datos presentados en
este trabajo) o en otros nucleos hipotalamicos (Rozsahegvi y cols, 1973; Hery y cols, 1982;
Shioiri y cols, 1991). Durante € envejecimiento la concentracion media diaria de 5-HT
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disminuye significativamente, a igual que ocurria con la NA y la DA en este tgido,
confirmando datos puntuales de la literatura (Gozlan y cols, 1990). Ademés, su patron
diario de concentracién se desincroniza, con la desaparicion de las variaciones ritmicas. Las
neuronas hipotaldmicas productoras de 5-HT disminuyen durante e envegecimiento
(Rodriguez-Gémez, 1995) lo que podrian explicar estas variaciones en la concentracion del
neurotransmisor. Los cambios observados en e patron diario de contenido de 5-HT en €
hipotdamo mediobasal, conjuntamente con los anteriormente mencionados en e
hipotdlamo anterior, sugieren que € envgecimiento gerce en e hipotdlamo efectos
regionales diferenciales.

Como ocurria en € hipotdamo anterior, € metabolismo de 5-HT en € hipotdamo
mediobasal tiende a aumentar a final de la fase oscura del fotoperiodo, pero no es
estadisticamente significativo. Sin embargo, trabgjos previos de grupo redizados en
invierno, han descrito que el metabolismo diario de 5-HT en e hipotdlano mediobasal
varia a lo largo del dia, aumentando significativamente a fina de la fase oscura (Selgas y
cols, 1998; Pazo y cols, 2000). Durante € envejecimiento, el metabolismo basal de 5-HT
en hipotdlamo mediobasal aumenta sblo en uno de los horarios estudiados, a las 21:00
horas, al igual que ocurre en & hipotdamo anterior, 1o que confirma y amplia estudios
puntuales realizados en € hipotdlamo completo (Gozan y cols, 1990; Rodriguez-Gémez,
1995). Este efecto, podria indicar un mecanismo para compensar funcionalmente la pérdida
de neuronas serotoninérgicas en e hipotdlamo durante € enveecimiento (Rodriguez-
Gomez, 1995).

La concentracion de GABA en € hipotdamo mediobasa muestra variaciones
circadianas diferentes a las encontradas en € hipotdlamo anterior, con un Unico maximo a
las 01:00 horas. Sin embargo, en la estacion de invierno e contenido de GABA presenta
dos maximos, uno durante la fase luminosa y otro durante la fase oscura del fotoperiodo
(Duvilanski y cols, 1998; Duvilanski y cols, 2002) mientras que en otofio solo aparece un
maximo durante la fase luminosa (Esquifino y cols, datos no publicados). Ademéas de los
resultados presentados en este trabajo, se han descrito cambios diarios en el contenido de
GABA en e hipotdamo completo (Cattaberi y cols, 1978), en é&reas hipotalamicas
especificas (Duvilanski y cols, 1998; Duvilanski y cols, 2002) o en nlcleos hipotalédmicos
determinados (Aguilar-Robledo y cols, 1993), lo que apunta una actividad GABAérgica
ritmica en € hipotdamo. Describimos por vez primera € efecto de la edad sobre la
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concentracion diaria de este aminoacido en e hipotdlamo mediobasal. Durante €
envejecimiento, € contenido en GABA disminuye, como describimos en e hipotalamo
anterior. Sin embargo, resultados puntuales en nicleos hipotalamicos pertenecientes a esta
area, muestran que el contenido en GABA no se modifica con la edad (Banay-Schwartz y
cols, 1989a). Esta discrepancia se puede explicar porque en estudios puntuales no se ponen
de manifiesto diferencias que pueden ocurrir a lo largo del dia. Ademas, con la edad se
desincroniza el patron diario de concentracién de GABA, o que aumentaria la aparicién de
datos discordantes, al igual que ocurre en €l hipotalamo anterior.

El contenido en taurina del hipotdlamo mediobasa muestra variaciones circadianas
similares a las obtenidas en e hipotdlamo anterior, con un maximo a las 01:00 horas. Estos
resultados difieren de los obtenidos por e grupo en trabagjos realizados en invierno
(Duvilanski y cols, 1998; Duvilanski y cols, 2002). Durante la estacion de primavera, la
concentracion de taurina presenta un maximo a las 01:00 horas, mientras que durante la
estacion de invierno se detectan dos méximos, uno durante la fase luminosa y otro durante
la fase oscura, y en la estacion de otofio se encuentra un solo méximo durante el periodo
luminoso en otofio (Esquifino y cols, datos no publicados). Estas diferencias estacionales
son similares a las descritas previamente en e GABA. Describimos por vez primera el
efecto del envejecimiento en e patrén diario de concentracion de taurina en esta area
hipotalamica, que se caracteriza por un efecto desincronizador, y por la aparicion de un
minimo de concentracién en vez de un Unico maximo. Este efecto se acompafia de una
disminucién en e contenido medio diario de taurina, como se ha descrito anteriormente en
el hipotdlamo anterior y en datos puntuales en otras regiones cerebrales (Wallace y
Dawson, 1990; Benedetti y cols, 1991; Dawson y cols, 1999; Eppler y Dawson, 2001,
Duvilanski y cols, 2002).

El contenido en somatostatina varia a lo largo del dia en € hipotdamo mediobasal, 1o
gue concuerda con trabajos previos del grupo en esta area hipotaldmica (Esquifino y cols,
1999a) y de la literatura en hipotdlamo completo (Berelowitz y cols, 1982a; Nicholson y
cols, 1983; Gardi y cols, 1999). El patrén de somatostatina presenta un contenido maximo
entre las 24:00 horas y las 01:00 horas durante la fase oscura del fotoperiodo (Esquifino y
cols, 1999a), y difiere de los resultados obtenidos en € hipotdlamo anterior, donde se ha
descrito un méaximo a las 17:00 horas. El envejecimiento disminuye € contenido diario de

este neuropéptido, como en el hipotdamo anterior, 1o que corrobora los resultados
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obtenidos en trabajos puntuales de la literatura (Sonntag y cols, 1980; Wang y cols, 1993).
Ademas, las variaciones diarias de concentracion de somatostatina desaparecen, en €l
envegecimiento, lo que indica un efecto desincronizador del enveecimiento smilar al

descrito para 5-HT, y que no se produce en hipotdlamo anterior.

a.3.- Eminencia media

El patron diario que se observa en la concentracion de NA en la eminencia media, a
igual que en e hipotdlamo mediobasal y anterior, viene a confirmar datos previos de la
literatura (Koulu y cols, 1989; Selgasy cols, 1997; Selgasy cols, 1998; Arutjunyan y cols,
2001; Pazo, 2002). Nuestros resultados, obtenidos en primavera, muestran una
concentracion méxima a las 17:00 horas, mientras que en invierno e maximo se encuentra
entre las 16:00 y las 20:00 horas (Selgas y cols, 1997; Selgasy cols, 1998), y en € otofio se
retrasa a las 21:00 horas (Pazo, 2002). Por otro lado, € enveecimiento induce una
disminucion del contenido medio diario en NA en la eminencia media, como también se ha
descrito en hipotdlamo anterior y mediobasal. Esta disminucion se explicaria, a igua que
en las areas hipotaldmicas anteriormente mencionadas, por un descenso en la actividad de
latirosina hidroxilasa (Reymond y cols, 1984; Horniekiewicz, 1987; Meites, 1991) y por un
incremento en la actividad de la MAO, enzima responsable del catabolismo de este
neurotransmisor (Meites, 1991). Sin embargo, datos puntuales de la literatura muestran
resultados variables, con una disminucién (Demarest y cols, 1980) o no (Rodriguez-Gémez
y cols, 1995) del contenido en este neurotransmisor. Ademas, € patron diario de
concentracién de NA se desincroniza, observandose un desdoblamiento del pico maximo
encontrado en animales jovenes, a diferencia de lo que ocurria en € hipotalamo mediobasal
o en € hipotalamo anterior, donde € ritmo no variaba con la edad.

La concentracion de DA en la eminencia media varia significativamente alo largo del
dia, lo que confirma trabgjos previos de la literatura y del grupo (Koulu y cols, 1989;
Aurtjunyan y cols, 2001; Pazo, 2002). Ello junto con datos encontrados en hipotédlamo
anterior y mediobasal indica que la actividad ded ege hipotdamo-hipofisario funciona
ritmicamente. Nuestros resultados y los datos previos de la literatura muestran que la
concentracion de este neurotransmisor se encuentra elevada durante la fase luminosa del
fotoperiodo (Koulu y cols, 1989; Arutjunyan y cols, 2001; Pazo, 2002). Sin embargo, €l
patron de concentracion es especifico de la estacion del afio en la que se estudia este
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neurotransmisor (Pazo, 2002). Las variaciones estacionales de DA explicarian € patron
secretor estacional de prolacting, a menos en parte, teniendo en cuenta que este
neurotransmisor es e neuromodulador inhibidor principal del mecanismo secretor de esta
hormona (MacLeod, 1969; MacLeod y cols, 1970; Freeman y cols, 2000). El
envejecimiento disminuye la concentracion media diaria de DA en la eminencia media, d
igual que ocurre en hipotdlamo anterior y mediobasal. Nuestros resultados confirman datos
previos de la literatura sobre la disminucion de DA y de DOPAC (su principal metabolito)
con la edad (Smpkis, 1984; Demarest y cols, 1980), lo que explicaria la disminucién de la
secrecion basal de DA alos vasos porta-hipofisarios previamente descrita (Gudelsky y cols,
1980). Ademas, las variaciones diarias de este neurotransmisor, descritas en animales
jévenes, desaparecen, de forma similar a lo que ocurria en hipotdlamo mediobasal, donde
precisamente se encuentran los nucleos especificos encargados de la regulacion de
prolactina (Leong y cols, 1983; Mai y cols, 1994).

La concentracion de 5-HT en la eminencia media varia significativamente a lo largo
dd dia, confirmando datos previos de la literatura 'y del grupo (Koulu y cols, 1989; Pazo,
2002). Las variaciones circadianas de 5-HT muestran una concentracion minima a las 01:00
horas, con datos similares a los datos descritos por Koulu y cols, (1989), que observan
también un minimo de concentracion a la misma hora. Sin embargo, los valores obtenidos
en otofio describen un contenido maximo a las 17:00 horas (Pazo, 2002), lo que indicaria
variaciones estacionales de este neurotransmisor en este tegiido. Por otro lado, la
concentracion diaria media de 5-HT en la eminencia media no se dtera durante
envelecimiento. Estos datos confirman resultados puntuales de la literatura (Smpkins,
1984). Sin embargo, €l envejecimiento desincroniza el patron de contenido de 5-HT en este
tejido. Por lo tanto, nuestros resultados muestran efectos similares en la eminencia media y
en € hipotdlamo anterior y distintos a los que ocurren en hipotdlamo mediobasal. Ello
sugiere un efecto regiona diferencia ded envgecimiento sobre & €e hipotdamo-
hipofisario.

El contenido en GABA varia a lo largo dia en la eminencia media, lo que confirmaria
datos previos del grupo y de la literatura en ésta 'y en otras areas cerebrales (Casanueva y
cols, 1984; Duvilanski y cols, 2002; Pazo, 2002). Este patron diario de concentracion es
semejante a | os resultados obtenidos por nuestro grupo durante la estacion de otofio (Pazo,
2002), aunque difiere de los datos encontrados durante la estacion de invierno (Duvilanski y
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cols, 2002). Por otro lado, las variaciones circadianas de GABA descritas por Casanuevay
cols (1984) son distintas a los resultados presentados en este trabgjo, |0 que podria deberse
a diferencias en e fotoperiodo utilizado (12:12 en nuestro estudio frente a 14:10 en €
trabgjo de Casanueva y cols) y a los horarios estudiados a lo largo del dia. Durante el
envgecimiento, € contenido diario en GABA no disminuye en eminencia media de
acuerdo con trabajos puntuales (Banay-Schwartz y cols, 1989a), y a diferencia de lo que se
ha descrito en el hipotdlamo anterior y mediobasal en este trabajo. Ademas, se produce un
retraso de fase en e valor de concentracién méxima durante la fase oscura, desde las 21:00
horas hasta las 05:00 horas, a diferencia de lo anteriormente mencionado para hipotdamo
anterior y mediobasal. Todo ello sugiere la existencia de diferencias especificas, inducidas
por & envejecimiento, seglin € area cerebral considerada. Sin embargo, las implicaciones
fisioldgicas de estos efectos diferenciales en individuos envejecidos estan por establecerse.
Estos cambios podrian explicar, a menos en parte, las modificaciones en e patrén diario de
prolactina teniendo en cuenta el papel que gerce e GABA en este mecanismo secretor
hipofisario.

El patron diario de concentracion de taurina en la eminencia media varia a lo largo
dd dia, lo que confirmaria datos previos del grupo en ésta y en otras areas cerebrales
(Duvilanski y cols, 2002). Sin embargo, los datos muestran patrones diferentes. Esto se
explicaria si tenemos en cuenta que € trabgjo referido (Duvilanski y cols, 2002) se redizo
en la estacion de invierno. Ello sugiere la existencia de variaciones estacionales para este
neurotransmisor en esta &ea cerebral. Por otro lado, durante e envejecimiento la
concentracion de taurina disminuye puntualmente, a las 21:00 horas, en la eminencia media
(Banay-Schwartz y cols, 1989b), a diferencia de lo observado en hipotdlamo anterior y
mediobasal, donde se ha descrito un descenso de los niveles medios de contenido,
indicando, de nuevo, efectos especificos de la edad sobre el funcionamiento cronobiol égico

de este neurotransmisor en las regiones cerebrales estudiadas.

El patron de concentracion diario de somatostatina varia a lo largo del dia en la
eminencia media, a igua que hemos descrito para hipotdamo anterior y mediobasal
(Esquifino y cols, 1999a). El patron diario de contenido en este neuropéptido que hemos
encontrado en primavera, muestra valores maximos durante la fase oscura, mientras que en
invierno (Esquifino y cols, 1999a) los valores maximos se encuentran durante la fase
luminosa del fotoperiodo. El enveecimiento disminuye la concentracion media diaria de
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somatostatina en la eminencia media, efecto similar a descrito en € hipotdamo anterior 0
mediobasal. Este efecto confirma resultados de trabajos puntuales de la literatura (Hoffman
y cols, 1980) y podria deberse a que € nimero de axones somatostatinérgicos que llegan a
la eminencia media desde € nucleo paraventricular disminuye con la edad (Calza y cols,
1990). Ademas, e patrén diario de concentracion de este neuropéptido muestra un adelanto
de fase del pico mé&ximo desde las 21:00 horas a las 17:00 horas. Los efectos del
envejecimiento sobre somatostatina y NA son similares y podrian reflgjar los mecanismos
de interaccion que existen entre ambos neuromoduladores en la regulacion de la sintesis y
secrecion de GH (Negro-Vilar y cols, 1979; Maeda y Forman, 1980) més que sobre otras

hormonas hipofisarias, sobre las que también acttia (Freeman y cols, 2000).

a.4.- Adenohipoéfisis

Mientras que no hemos encontrado en este estudio NA en la hipdfisis 1o que
concuerda con datos previos de la literatura (Ferndndez-Ruiz y cols, 1987). La
concentracién en DA en la adenohipdfisis de ratas macho adultas jévenes presenta
variaciones circadianas, similares a las encontradas en la eminencia media, con valores més
altos en las primeras horas de la fase luminosa, y a diferencia de los ritmos encontrados en
las &reas hipotaldmicas estudiadas en las que los maximos aparecen en la fase oscura del
fotoperiodo. La similitud en los patrones de concentracion en DA en la eminencia media 'y
la adenohipdfisis confirma que un porcentgje elevado de la DA procede de la eminencia
media a través de sistema porta-hipofisario como ya se habia descrito en estudios
puntuales (Cramer y cols, 1979; Freeman y cols, 2000). Globamente existe un efecto
inhibidor de la edad sobre la concentracién en DA tanto en las &eas hipotaamicas
estudiadas como en la eminencia media; sin embargo, la concentracion media diaria de este
neurotransmisor aumenta en la adenohipdfisis. Este hecho se ha reflgjado en trabgjos
puntuales de la literatura y no parece deberse a una disminucion del metabolismo de la DA,
porgue su metabolismo mediado por las enzimas MAO y COMT, aumenta 0 no se modifica
respectivamente (Demarest y cols, 1985). Ademés, la DA presente en la adenohipdfisis no
forma parte de un pool estatico, porgue en tanto ratas jovenes como vigjas su concentracion
disminuye répidamente por tratamientos farmacoldgicos, que inhiben la actividad
tuberoinfundibular hipotalamica (Demarest y cols, 1985). Ademés, este incremento de la
concentracion en DA en la hipéfisis no explica los niveles elevados de prolactina en sangre

periférica que se observan en animales envejecidos (Garcia-Bonacho y cols, 2000). Esta
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discrepancia podria explicarse teniendo en cuenta que la DA aparece asociada no solo en
los gréanulos secretores de prolactina sino también a otros organulos de las células
mamotropas. De hecho, se ha demostrado que en ratas envejecidas el contenido en DA se
asocia en un grado menor con los granulos secretores de prolactina (Arita y cols, 1984), lo
gue induce una secrecion mayor de la hormona. Asimismo, € patron diario de
concentracion en DA en la adenohipdfisis de animales enveecidos se desincroniza, con
respecto al descrito en los animales jovenes de forma similar alo que ocurria en hipotdlamo
anterior 0 mediobasal y en eminencia media, aungue estos efectos son especificos de cada
tgjido estudiado. Asmismo este hecho podria causar € incremento en los niveles
circulantes de prolactina, teniendo en cuenta que las células mamotropas poseen, a
diferencia del resto de las células hipofisarias, una pulsatilidad intrinseca (Lafuente y cols,
1993) asi como un funcionamiento circadiano (Neill y cols, 1987).

Describimos por vez primera, € patron de concentracion diaria de 5-HT en la
adenohipdéfisis en ratas macho adultas jovenes de la cepa Wistar, € cual, muestra
variaciones circadianas, a igua que ha siso descrito en otros tejidos como glandula pineal
(Cano y cals, 2002; Sun 'y cols, 2002) hipotdlamo y eminencia media (Rozsahegvi y cols,
1973; Koulu y cols, 1989; Shioiri y cols, 1991; Poncet y cols, 1999). Las variaciones
diarias de este neurotransmisor muestran un maximo a las 13:00 horas, a igual que se ha
descrito en la eminencia media, y a diferencia de lo observado en hipotdlamo anterior y
mediobasal (con maximos a las 17:00 y a las 21:00 horas, respectivamente). Durante €l
envejecimiento, € contenido en 5-HT disminuye en la adenohipdfisis, como en otros
tgidos (Meek y cols, 1977; Machado y cols, 1986; Miguez y cols, 1999; Cano y cols,
2002), a diferencia de lo que ocurria en hipotalamo anterior o la eminencia media donde no
se modificaba su concentracion. El patron diario de concentracion de 5-HT, en la hipdfisis,
no varia durante € envejecimiento, a diferencia de lo descrito para este neurotransmisor en
hipotdlamo anterior, mediobasal y en la eminencia media, donde sin embargo se

desincroniza.

El patron diario de concentracion de GABA en la adenohipdfisis es diferente al
descrito previamente por Casanueva y cols, en 1984, en este mismo tejido. Las diferencias
podrian deberse a fotoperiodo (12:12 en nuestro estudio y 14:10 en €l trabgjo previo), ala
cepa de rata utilizada (Wistar en nuestro trabgjo vs. Sprage Dawley en € trabgjo previo) o
bien a la estacion del afio en la que se redliz6 la experimentacion (primavera en este trabgjo
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y desconocida en e trabgo previo), ya que trabajos previos del grupo sugieren diferencias
estacionales en los patrones de concentracion de GABA (Duvilasnki y cols, 1998;
Duvilanski y cols, 2002, datos presentados en este trabajo). A diferencia de lo que ocurria
en las éreas hipotalamicas estudiadas y en la eminencia media, € patrén de concentracion
de GABA en la hipdfisis no se desincroniza, aunque e contenido medio diario disminuye,
lo que explicaria los cambios en €l patrén secretor de prolactina durante el envejecimiento.
Los efectos del envejecimiento sobre el GABA son opuestos a los descritos para la DA en
este tgjido, aunque ambos explican a menos en parte los cambios en e patrén secretor de
prolactina que se describe en este estudio y en trabajos previos del grupo (Garcia-Bonacho
y cols, 2000). El hecho de que € efecto inhibidor sobre e GABA no se describan en
trabgjos puntuales previos (Banay-Schwartz y cols, 1989a), se podria explicar por la
existencia de variaciones circadianas del neurotransmisor que se pierden en los estudios

puntuales.

Describimos por vez primera, e patron de concentracion de taurina en la
adenohipdfisis de ratas macho adultas, que muestra variaciones significativas a lo largo del
dia. Este resultado se suma a datos previos (Grosso y cols, 1978; Duvilanski y cols, 1998;
Esquifino y cols, 2002) lo que sugiere una ritmicidad circadiana de la taurina en |os tejidos
estudiados hasta é momento. El patrén diario de concentraciéon de taurina encontrado es
especifico para este tgido y se mantiene en los animaes envegecidos, indicando que
probablemente |os efectos de taurina en este tegjido adquieran relevancia con la edad al igua
gue se han descrito en otros tejidos (Benedetti y cols, 1991; Dawson y cols, 1999; Eppler y
Dawson, 2001).

Como ocurria para otros parametros medidos en este estudio, describimos por vez
primera variaciones significativas alo largo del dia en la concentracidn de somatostatina en
la adenohipdfisis. El ritmo encontrado confirma la existencia de variaciones circadianas de
este neuropéptido descritas en otros tgjidos (Kasting y cols, 1981; Berelowitzy cols, 1982a;
Nicholson y cols, 1983; Esquifino y cols, 1999a). El enveecimiento aumenta el contenido
de somatostatina durante las primeras horas de la fase luminosa, lo que concuerda con
trabajos puntuales de la literatura (Deslauriers y cols, 1991). Asmismo, € enveecimiento
desincroniza €l patron de concentracién de somatostating, a diferencia de 1o que ocurria
para la taurina 0 € GABA. El aumento de somatostatina explicaria al menos en parte la
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disminucion de GH que observamos en animaes envejecidos (Garcia-Bonacho y cols,
2000; y este trabajo).

a.5.- Prolactina, GH vy melatonina

Los resultados obtenidos confirman la existencia de un patron diario de secrecion de
prolactina en ratas macho adultas, caracteristico de la estacién de primavera, con vaores
maximos al inicio de la fase oscura del fotoperiodo (Esquifino 1999b; Garcia-Bonacho,
2000; Castrillon y cols, 2001). Este patron difiere del encontrado en otofio (Esquifino y
cols, 1999c; Pazo, 2002) en € que la secrecidn de prolactina es maxima durante la fase
oscura, 0 del descritos en invierno (Villanta y cols, 1987; Villanla y cols, 1988), en € que
los valores maximos se detectan a final de la fase luminosa e inicio de la fase oscura del
fotoperiodo. Todo e€llo confirmaria la exisencia de variaciones circadianas Yy
circaestacionaes en los niveles circulantes de prolactina (Isakov y cols, 1986; Chang y cols,
1999; Pazo, 2002), que se explicarian a menos en parte por las variaciones diarias en €
contenido en DA y GABA encontradas en € ¢ge hipotdamo-hipofisario. Durante €
enveecimiento se observa un aumento en la amplitud del ritmo secretor de prolactina lo
gue se correlaciona con datos puntuaes de la literatura (Meites y cols, 1978; Demarest y
cols, 1985). Ademés e patrén secretor de la hormona es similar a descrito en animales
jévenes, lo que confirma resultados previos del grupo (Garcia-Bonacho y cols, 2000).

Los niveles circulantes de GH no muestran variaciones diarias, como ya demostraron
trabgjos anteriores del grupo redlizados en la misma estacién del afio y en invierno
(Esquifino y cols, 1997; Selgasy cols, 1997; Selgasy cols, 1998; Esquifino y cols, 1999b;
Garcia-Bonacho y cols, 2000; Castrillon y cols, 2001). Esto se explicaria por la existencia
de variaciones ultradianas de los niveles circulantes de GH que podrian enmascarar €
patron circadiano de la hormona (Tannenbaumy Martin, 1976; Esquifino y Lafuente, datos
no publicados). Sin embargo, entendemos que es posible que este ritmo exista en
primavera, si se ha encontrado en otofio (Pazo, 2002). Asimismo, encontramos diferencias
estacionaes en los niveles circulantes medios de la hormona, con valores més eevados en
primavera (Castrillén y cols, 2001 y este estudio) que en otofio (Pazo, 2002) o en invierno
(Selgas y cols, 1998) donde se miden niveles intermedios respecto a los descritos en las
otras estaciones. Todo €lo sugeriria la existencia de variaciones circaanuaes de los niveles

circulantes de GH, como ya ha sido descrito en la prolactina. Con € envelecimiento los
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niveles plasmaticos de GH disminuyen (Meites, 1982; Garcia-Bonacho y cols, 2000;
Johansson y cols, 2000; Rehman y Masson, 2001) durante € periodo luminoso, fase de
descanso en la rata Wistar, 1o que sugiere que €l pico nocturno de GH asociado a suefio
deberia disminuir o desaparecer, confirmando resultados previos reaizados en e hombre
(Guldner y cols, 1997; Van Carter y Copinschi, 2000).

En la estacién de primavera describimos un patron circadiano de contenido en
melatonina en la glandula pineal de rata, con niveles mas elevados durante la fase oscura
del fotoperiodo, apoyado por datos previos del grupo (Cardinali y cols, 1998b; Pazo, 2002)
y de la literatura (Binkley, 1983; Reiter, 1983; Reiter, 1991). La amplitud del ritmo de
secrecion en primavera es mayor que la descrita en otofio y en invierno, lo que indica la
existencia de variaciones estacionales y circaestacionales de melatonina, a igua que ocurre
con la prolactinay la GH (Nelson y cols, 1995; Cano y cols, 2002; Pazo, 2002). Todo ello
apuntaria que los mecanismos secretores de las tres hormonas estén interrelacionados
siendo dependientes de la estacién del afio considerada (Esquifino y cols, datos no
publicados) y de los niveles plasméticos de cada hormona (Esquifino y cols, 1987a;
Esquifino y cols, 1989a; Villanla y cols, 1989). El enveecimiento disminuye la
concentracion de esta hormona, como ya han sefialado trabajos de la literatura (Pang y cols,
1984; Miguez y cols, 1998; Cano y cols, 2002), si bien no modifica €l patron secretor
encontrado en los animales jovenes (Cano y cols, 2002).

B) EFECTO DE LA EDAD SOBRE LOS PARAMETROS IMPLICADOS EN LA
REGULACION DE PROLACTINA

b.1.- Corrélaciones entre las variaciones diarias de concentracion de DA vy € resto de

los neur omodulador es estudiados, en la eminencia media

Nuestros resultados describen por vez primera la existencia de interacciones en la
eminencia media entre las terminaciones neuronales dopaminérgicas y las noradrenérgicas,
serotoninérgicas, GABAérgicas o taurinérgicas. La resultante de estas interaccion es la
secrecion de DA a sistema porta-hipofisario. Estas interacciones varian alo largo del dialo
gue queda reflgjado por las variaciones diarias del neurotransmisor en la hipdfisis, 1o que
comentaremos més adelante. Sin embargo, no hemos detectado interacciones entre las
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terminaciones nerviosas dopaminérgicas y somatostatinégicas, o que indicaria que este
neuromodulador ejerceria sus efectos principalmente sobre las neuronas TIDAergicas a
nivel hipotdlamico, de acuerdo con otros autores (Kaneda y cols, 1991; Shieh y Pan, 1999).
Ademas, destacamos que los efectos de estos neuromoduladores son diferenciaes, y
dependientes de su concentracion en € caso de NA, GABA vy taurina. Sorprendentemente,
en e caso de 5-HT se ha descrito una interaccion lineal positiva con DA, en principio
contraria a su papel estimulador sobre la secrecién de prolactina, aunque es posible que la
accion del resto de los neuromodul adores pueda contrarrestar el efecto de la5-HT.

En la eminencia media los contenidos diario en NA y DA correlacionan de forma
polindbmica, 1o que podria explicar e aumento de la tasa de recambio de NA y DA en este
tgido en situaciones de hiperprolactinemia (Esquifino y cols, 1987b). Asmismo, se ha
descrito que la NA afecta a las neuronas TIDAérgicas en € nulcleo arcuato del hipotalamo
(Moss y cols, 1975; Lin y Pan, 1993; Freeman y cols, 2000); por lo tanto, la NA podria
modular la actividad de las neuronas dopaminérgicas tanto a nivel hipotaldmico en la
eminencia media. La relacion entre estos dos neurotransmisores en la eminencia media se
pierde durante € enveecimiento, lo que llevaria consecuentemente a una alteracion en €
mecanismo secretor de prolactina, que se traduce en un incremento en los niveles
circulantes de la hormona (Meites y cols, 1978; Demarest y cols, 1985; Garcia-Bonacho y
cols, 2000). Por lo tanto, la NA gerceria un papel modulador, de la concentracién, sobre los
efectos de DA en los animales jévenes.

En la eminencia media la 5-HT correlaciona positivamente con la DA, como se
expone en este trabagjo, 1o que difiere de su papel estimulador sobre la secreciéon de
prolactina. Esto podria explicarse por la posible implicacion de otros neuromodul adores no
estudiados en este trabgjo. De hecho los efectos de 5-HT sobre la prolactina podrian estar
mediados, entre otros, por los esteroides sexuales circulantes (Mallmann y cols, 2001). Sin
embargo, la 5-HT inhibe la actividad de las neuronas TIDAérgicas hipotaldmicas (Liang y
Pan, 2000; Freeman y cols, 2000), probablemente disminuyendo la actividad de la enzima
tirosna hidroxilasa (Monhakumar y cols, 1998), ya que nheuronas serotoninérgicas
provenientes del nlcleo del rafe interaccionan con neuronas TIDAérgicas (Krulich y cols,
1980; Seinbusch, 1981; Monhakumar y cols, 1998). De acuerdo con todo €llo las
interacciones entre 5-HT y DA son muy complegjas y pueden ser opuestas segin €

aminoécido estudiado, aunque globalmente se produzca un efecto estimulador de este
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neurotransmisor sobre la secreciéon de prolactina. Sorprendentemente, y a diferencia de lo
observado en las interacciones con NA, GABA o taurina, la relacion entre la5-HT y la DA
en la eminencia media se mantiene en & envgecimiento, 1o que ha sido descrito en e
hipotdamo (Monhakumar y cols, 1998).

Lainteraccion entre GABA y DA en la eminencia media, como lade NA y DA, es de
tipo polinémico y depende, por tanto, de las concentraciones de ambos neurotransmisores.
Sin embargo, a nivel hipotaldmico, e GABA inhibe la actividad dopaminérgica (Locatelli y
cols, 1979; Casanuevay cols, 1981; Ondo y Dom, 1986; Makinen y cols, 1993; Freemany
cols, 2000; Lee y Pan, 2001), por lo que gerceria efectos estimuladores sobre la secrecién
de prolactina. Ademas, e GABA inhibe la secrecién de esta hormona cuando actia
directamente sobre la adenohipdfisis (Apud y cols, 1989; Duvilanski y cols, 1983;
Duvilanski y cols, 1986) Todo ello indica que este neurotransmisor desempefia también un
papel complgjo sobre e mecanismo secretor de prolacting, pudiendo describirse tanto
efectos estimuladores como inhibidores sobre la secrecion de esta hormona (Lee y Pan,
2001). La interaccion entre DA y GABA en la eminencia media se pierde con la edad.
Ademés, como se ha mencionado anteriormente, los patrones diarios de GABA y DA se
desincronizan durante € envegecimiento, lo que podria explicar € incremento en la
amplitud del ritmo de prolactina que observamos en los animales envejecidos.

La interaccion entre taurina y DA en la eminencia media es de tipo polinémico, a
igual que paralaNA y e GABA. Es importante destacar que los patrones de taurinay DA
en la eminencia media siguen imégenes practicamente especulares. Todo ello sugeriria que
la taurina reforzaria la pérdida de la capacidad inhibitoria de la DA sobre la prolacting, y
por tanto estimularia la secrecién de la hormona. Este efecto se ha descrito previamente en
estudios puntuales a nivel hipotalamico (Makinen y cols, 1993). Sin embargo, |os efectos de
taurina sobre prolactina son més complejos que los derivados de esta interaccion, ya que se
ha descrito que la taurina actia modificando el sistema peptidergico opioide endégeno en €
hipotdlamo (Shoichiro y cols, 1988), sistema que no ha sido analizado en este trabgo.
Durante € envejecimiento, la relacion entre el contenido en taurinay en DA se pierde. Esta
pérdida de correlacion podria estar relacionada con la necesidad de modular e incremento
en amplitud del ritmo de prolactina que se produce con la edad.
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b.2.- Relaciones entre los patrones de concentracion de los neuromoduladores

estudiados en la eminencia media y la adenohipdfisis en animales jévenes y

envejecidos. Efecto sobre e ritmo secretor de prolactina

Como era de esperar, en la rata adulta joven, € contenido en DA aumenta en la
adenohipdfisis a medida que se incrementa en la eminencia media, y es inverso a los
niveles circulantes de prolactina, como se desprende de su papel inhibidor sobre e patron
secretor de la hormona. Este trabajo muestra una correlacion positivo entre la DA de la
eminencia media y la adenohipdfisis alo largo del diay confirmay amplia datos puntuales
de laliteratura (MacLeod, 1969; Mai y cols, 1994; Freeman y cols, 2000). Sin embargo, en
animales envejecidos, S bien se mantiene la interaccion positiva entre la DA de la
eminencia media y de la adenohipdfisis € contenido en DA en esta Ultima es mas elevada
gue en los animales jovenes, o que concuerda con trabgjos puntuales (Demarest y cols,
1985). Este incremento de la concentracion de DA en la adenohipdfisis no correlaciona con
los niveles circulantes de prolactina que deberian disminuir en vez de aumentar, segin los
datos previos (Meites y cols, 1978; Demarest y cols, 1985; Garcia-Bonacho y cols, 2000).
Estas discrepancias se explicarian basndose en la existencia de una diferente
compartimentaizacién celular de la DA en las células mamotropas (Arita y cols, 1984;
Demarest y cols, 1985). Todo ello indicaria que la mayor parte de la DA contenida en estas
células adenohipofisarias no estd asociada con los granulos secretores de prolacting, 1o que
es indispensable para que la DA gerza su efecto inhibidor (Nansel y cols, 1979; Gudelsky y
cols, 1980).

El contenido en 5-HT en eminencia media y adenohipdfiss correlaciona
positivamente. Ello indicaria que la mayoria de la 5SHT contenida en la eminencia media,
llega hasta la adenohipdfisis donde gerceria un efecto directo, de forma andloga a lo
descrito en la DA (Mai y cols, 1994; Freeman y cols, 2000). Sin embargo, estudios
puntuales previos de la literatura no encontraron efectos directos del neurotransmisor sobre
la secrecién de prolactina hipofiaria (Lamberts y MacLeod, 1978; Tuomisto y Mansito,
1985), por lo que la presencia de 5-HT en estas células tendria que ser redefinida. Ademés,
los niveles de 5-HT en la adenohipdfisis son més elevados que en la eminencia media, 1o
gue podriaindicar que se acumula en este tegjido. Por otro lado, los resultados muestran que
los niveles circulantes de prolactina disminuyen a medida que aumenta e contenido de 5-
HT en la adenohipdfisis, de forma similar a lo descrito para DA. Es posible que existan
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efectos paracrinos de este neurotransmisor en la adenohipdfisis que estarian mediados por
cambios en la secrecion de IL-6, interleuquina producida en concentraciones elevadas en la
adenohipdfisis (Spangelo y cols, 1990), la cual modula la secrecion de prolactina, GH y LH
(Spangelo y coals, 1989). Por lo tanto, aunque la 5-HT estimularia la secrecion de prolactina
gerciendo su accion en € hipotdlamo y/o la eminencia media modulando la actividad del
las neuronas TIDAé€gicas (Liang y Pan, 2000; Freeman y cols, 2000). Sin embargo, los
resultados encontrados en este trabajo, sugieren efectos directos del neurotransmisor sobre
la adenohipdfisis, que suscita la necesidad de llevar a cabo estudios més amplios, ya que
incluso en & envgecimiento la relacion de 5-HT en la eminencia mediay la hipéfisis no se
altera con la edad.

Los resultados muestran que e contenido diario en GABA en la eminencia media y
en la adenohipdfisis correlacionan de forma inversa indicando que no todo € GABA que
llega a la eminencia media es secretado a la adenohipdfisis (Vicent y cols, 1982). Ademés,
los resultados presentados sugieren un efecto diferencial de este neurotransmisor sobre €l
mecanismo secretor de prolactina, en ambos tejidos, de acuerdo con datos previos de la
literatura (Casanueva y cols, 1981; Makinen y cols, 1993; Lee y Pan, 2001). La existencia
de una correlacion negativa entre e GABA y la prolactina en la adenohipéfisis, encontrada
en nuestro trabgjo, confirma el efecto inhibidor de ese neurotransmisor sobre la secrecion
de la hormona (Enjalbert y cols, 1979; Matsushita y cols, 1983; Loeffler y cols, 1986).
Estos efectos conjuntamente con las variaciones de concentracion de GABA en €
hipotdamo y la eminencia media (Pass y Gondo, 1977; Locatelli y cols, 1979; Ondo y
Dom, 1986; Leey Pan, 2001) explican los niveles circulantes de prolactina. Por otro lado,
la hormona modificaria la sintesis y secrecion del GABA alo largo del dia de acuerdo con
su papel inhibidor sobre la secrecion de la hormona (Duvilanski y cols, 1987; Duvilanski y
cols 2002). Es importante destacar que mientras que no se mantenia la correlacion negativa
entre el contenido de DA vy los niveles circulantes de prolactina en las ratas envejecidas,
esta correlacion si se mantiene entre GABA y prolactina. Este efecto estaria relacionado
con e hecho de que e GABA adquiere mayor relevancia como factor modulador de la
secrecion de prolactina en situaciones en las que la hormona esta elevada (Apud y cols,
1989; Duvilanski y cols, 1983; Duvilanski y cols, 1987), como ocurre en el grupo
enveecido de este estudio.
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Sorprendentemente y como ocurria para e GABA, encontramos una correlacion
negativa entre la concentracion de taurina en la eminencia media y la adenohipdfisis y su
relacion con los niveles circulantes de prolacting, indicando la existencia de un efecto
inhibidor directo de la taurina sobre prolactina a nivel hipofisario, aunque otros trabajos no
muestran estos efectos (Scheibel y cols, 1980). A la vista de datos recientes, la taurina
podria gjercer efectos paracrinos directos 0 mediados por sustancias endégenas producidas
en la propia glandula como la IL-6, que modulen la secrecion de prolactina (Spangelo y
cols, 1989; Spangelo y cols, 1990). Sin embargo, considerando las efectos de taurina sobre
la secrecién de prolactina en € hipotdamo (Scheibel y cols, 1980, Arias y cols, 1998;
Shoichiro y cols, 1988) y adenohipofisario (este trabajo), se podria sugerir que este
neurotransmisor gjerce efectos diferenciales sobre e mecanismo secretor de prolactina
segun € nivel considerado (Casanueva y cols, 1981; Makinen y cols, 1993; Lee y Pan,
2001). A diferencia de lo que ocurria para €l GABA la correlacion entre taurinay prolactina
a nivel adenohipofisario desaparece con la edad, indicando que la taurina podria tener un
papel més predominante sobre la secrecidn de prolactina en animales mas jévenes.

El contenido en somatostatina en la adenohipdfisis correlaciona negativamente con
los niveles circulantes de prolactina. Estos resultados explicarian que este neuropéptido
regule la secrecion de prolactina a nivel hipofisario, gerciendo un papel inhibidor sobre la
secrecion de esta hormona, como previamente se muestra en trabgjos puntuales (Reichlin,
1983; Patel y Srikant, 1986). Durante €l envegjecimiento, se mantiene la correlacion positiva
entre e contenido de somatostatina en la eminencia media y la adenohipdéfisis, 1o que
indicaria que la somatostatina seria secretada desde la eminencia media, al sistema porta-
hipofisario para llegar a la adenohipdfisis donde redliza su funcién fisiologica, como se ha
descrito (Mdller y cols, 1999; Freeman, 2000). Asimismo, se observa que la concentracion
en ambos tegidos es inversa a los niveles circulantes de prolactina. Por lo tanto, los
resultados indicarian que no se modifica e control inhibidor de la somatostatina sobre la
secrecidn de esta hormona en la adenohipofisis durante el envejecimiento.
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C) EFECTO DE LA EDAD SOBRE LOS PARAMETROS IMPLICADOS EN LA
REGULACION DE GH

c.1.- Correlaciones entre las variaciones diarias de concentracion de somatostatina y €l

resto de los neuromodulador es estudiados, en & hipotalamo anterior y en la eminencia

media

Se encuentra una relacion negativa entre NA y somatostatina en animales jévenes,
confirmando e papel inhibidor de la NA sobre la secrecidén de somatostating, sefidlado en
trabgjos puntuales, a través de receptores a,- adrenérgicos (Negro-Vilar y cols, 1979;
Maeda y Frohman, 1980). Esta correlacion se pierde en animaes enveecidos. Se
encuentra, ademas, una desincronizacion tanto del patron de concentracion de NA
(Demerast y cols, 1980) como de somatostaina (Hoffman y Sadek, 1980), lo que explicaria
la reduccién tan marcada de GH en estos animales. Es posible que otros neuromodul adores
no analizados en este trabgjo, implicados en la regulacién de la secrecion de GH, puedan

tener un papel relevante en e enveecimiento.

Aunque no se han encontrado correlaciones entre la 5-HT y la somatostatina en la
eminencia media, independientemente de la edad del animal, si se observa una correlacion
positiva entre 5-HT y NA en animales jovenes. Por |o tanto, este neurotransmisor gjerceria
efectos indirectos a través de NA sobre la somatostatina. Asimismo, nuestros resultados
describen estas mismas interacciones en e hipotdlamo anterior, lo que sugeriria la
existencia de interacciones entre neuronas serotoninérgicas y somatostatinérgicas para la
regulacion de la secrecién de GH, ya sefidada en trabgjos puntuales (Kiss y cols, 1988).
Este efecto estimulador se potenciaria teniendo en cuenta que la 5-HT también actla sobre
las neuronas GHRHérgicas (Cataldi y cols, 1994) produciendo € mismo efecto. En los
animales envejecidos, estas interacciones se pierden, lo que podria explicar los efectos
desincronizadores dependientes de la edad, observados en el patron diario de concentracion
de somatostatina en la eminencia media

El contenido de GABA no correlaciona con € de somatostatina en la eminencia
media ni en animales jovenes ni en envegecidos, a igual que ocurre con 5-HT. Sin
embargo, € contenido de GABA y de NA si correlacionan positivamente en este tgjido en
animales jévenes, lo que sugiere que e GABA gerce efectos indirectos, mediados por NA,
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sobre la secrecion de somatostatina en la eminencia media. Esta interaccion se pierde con la
edad. Asimismo, nuestros resultados muestran que e GABA y la somatostatina
correlacionan en e hipotdlamo anterior, indicando la existencia de interacciones entre las
neuronas GABAérgicas y somatostatinérgicas, similares a las descritas para 5-HT. Estas
interaccion han sido descritas en la literatura en estudios puntuales (Garcia-Segura y cols,
1991) y sugieren un efecto inhibidor de este neurotransmisor sobre la secrecion de GH,
mediado por la somatostatina. Esta interaccion se mantiene con la edad. Por otra parte, €l
efecto inhibidor de GABA sobre la secrecion de somatostatina hacia € sistema porta-
hipofisario (Takahara y cols, 1980; Rage y cols, 1992), indica un control doble del GABA
sobre la concentracion de somatostatina que llega a la hipéfisis a lo largo ddl dia 'y que
modula |a secrecién de GH y/o prolactina.

Las concentraciones de taurina y somatostatina no correlacionan en la eminencia
media de animales jovenes, a lo largo ddl dia, como si ocurre con 5-HT y GABA. Sin
embargo los contenidos de NA y de taurina si correlacionan en este tejido, a igua que
ocurre con los otros neurotransmisores estudiados. Al igual que GABA y 5-HT, la taurina
inhibiria la secrecion de GH a través de la somatostatina. Este efecto seria contrario al
descrito por Aguila y McCann en 1985 en estudios in vitro. Esta discrepancia podria
explicarse teniendo en cuenta que los sistemas in vitro no reflgjan la situacion in vivo y que
en nuestro trabajo se hace una comparacion global de los resultados obtenidos a lo largo del
dia y no punto a punto. Sorprendentemente, con la edad aparece una correlacion entre
taurina y somatostatina en la eminencia media 'y en e hipotdlamo anterior, o que sugiere
que los efectos moduladores de la taurina son més relevantes con la edad. De hecho, un
efecto dependiente de la edad se ha demostrado para prolactina pero en este caso los efectos
més relevantes se dan en animales jovenes. Todo esto apunta que este neurotransmisor
gerce efectos diferenciales segin lahormonay la edad estudiada.

c.2.- Relaciones entre los patrones de concentracion de los neuromoduladores

estudiados en la eminencia media y la adenohipdéfisis en animales j6venes y

envejecidos. Efecto sobre e ritmo secretor de GH

Sorprendentemente, no hemos encontrado ningin tipo de correlacion entre la
somatostatina y los niveles circulantes de GH, de acuerdo con lo que cabria esperar por €
papel inhibidor de la somatostatina sobre GH (Mdlller y cols, 1999). Esta discrepancia
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podria explicarse porque la secrecion de GH presenta secrecion pulsatil con fases de
secrecion brusca separadas entre si por periodos largos (horas) en los que no existe apenas
secrecion de la hormona (Tannenbaum y Martin, 197; Miller y cols, 1999). De hecho, en
este trabajo no hemos encontrado un ritmo diario secretor de la hormona (Esquifino y cols,
1999b; Garcia-Bonacho y cols, 2000), aunque si lo presenta su neuromodulador tanto en la
eminencia media (Hoffman y Sadek, 1980; Esquifino y cols, 1999a) como en la
adenohipdfisis (Cano y cols, 2002; datos presentados en este trabajo). Es importante
resaltar que si hemos encontrado un ritmo secretor para la GH en la estacion de otofio
(Pazo, 2002) lo que indicaria cambios estaciondes en e mecanismo secretor de esta
hormona como ya se ha reflgjado para la prolactina (Isakov y cols, 1986; Chang y cols,
1999; Pazo, 2002). En las ratas envegecidas, la concentracion de somatostatina en la
eminencia media y en la adenohipdfisis mantienen su correlaciéon positiva. Asimismo, se
observa que los efectos desincronizadores con la edad inducen la aparicion de un méximo
de concentracion de somatostatina en € mismo horario en los dos tejidos. El que coincidan
los méximos en & mismo horario en los dos teidos, junto con e aumento en la
concentracion media diaria de somatostatina en animaes envejecidos, podria indicar una
potenciacion del efecto inhibidor del neuropeptido sobre GH. Ello explicaria, ad menos en
parte, la disminucion de los niveles de GH que observamos en este trabgjo y en trabgjos
previos del grupo (Garcia-Bonacho y cols, 2000) o de la literatura utilizando muestreos
puntuales (Meites, 1982; Johansson y cols, 2000; Rehman y Masson, 2001).

Hemos encontrado un correlacion positiva entre la 5-HT de la eminencia mediay de
la adenohipdfisis tanto en ratas jovenes como envejecidas. Este resultado podriaindicar que
el contenido en 5-HT en la eminencia media llegaria a través del sistema porta-hipofisario
hasta la adenohipdfisis, donde produciria un efecto directo sobre la secrecién de GH. Sin
embargo, el hecho de que no se observe correlacion alguna entre € neurotransmisor y los
niveles circulantes de GH sugiere més bien un efecto indirecto de la de 5-HT sobre la
secrecion de GH. De hecho, este neurotransmisor gjerceria efectos a través de GHRH y/o
somatostatina en € hipotdamo o en la eminencia media (Willoughby y cols, 1987; Conway
y cols, 1990; datos presentados en nuestro trabajo) con € resultado final de un incremento
en los niveles circulantes de GH. Aunque, a la vista de datos recientes, la 5-HT podria
giercer efectos paracrinos indirectos sobre la hipofisis mediados por substancias endégenas
producidas en la propia glandula, que modulan la secrecién de GH entre otras hormonas
hipofisarias, como la IL-6 (Spangelo y cols, 1989; Spangelo y cols, 1990). Por otra parte,

172



no se pueden descartar efectos sobre el PACAP (no estudiado en este trabajo) (Yamauchik y
cols, 1996).

El contenido en GABA en la eminencia media y en la adenohipdfiss no
correlacionan con los niveles circulantes de GH, independientemente de la edad del animal.
Estos resultados confirman que este neurotransmisor modularia indirectamente la secrecion
de esta hormona, como se ha descrito en la literatura. Asi, se ha demostrado que este
neurotransmisor ejerce efectos sobre la secrecion de GHRH (Baes y Vale, 1989) y/o
somatostina en hipotdlamo o en eminencia media (Takahara y cols, 1980; Garcia-Seguray
cols, 1991; datos presentados en nuestro estudio), que se traducen en un incremento en los
niveles circulantes de GH. EIl GABA que llega a la adenohipdfisis procedente de la
eminencia media estaria mas relacionado con e mecanismos secretor de prolactinay no de
GH, alavista de los trabajos de la literatura (Apud y cols, 1989; Duvilanski y cols, 1983;
Duvilanski y cols, 1986).

Como ocurria para la 5-HT y e GABA no existe correlacion entre la taurina en
eminencia media y en adenohipdfiss con los niveles circulantes de GH,
independientemente de la edad del animal. Estos resultados confirman que la taurina
modularia indirectamente la secrecion de esta hormona a través cambios en la
concentracion de somatostatina tanto en hipotdlamo como en eminencia media, como han
descrito estudios puntuales de la literatura en (Aguila y McCann, 1985) y como sugieren los
resultados de este trabgjo.
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CONCLUSIONES
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1.- Los cambios descritos para todos neuromodul adores estudiados en €l hipotalamo
anterior y mediobasal, en animales de més edad, sugieren que € envejecimiento modifica
diferencialmente el funcionamiento cronobiol6gico del hipotalamo.

2.- Asmismo los cambios descritos para los neuromoduladores estudiados en la
eminencia media en animaes de mas edad, indican que € enveecimiento modifica
diferencidmente su funcionamiento cronobiol6gico, en paraelo a lo encontrado en €
hipotadlamo anterior y/o mediobasal.

3.- Los neuromoduladores estudiados en la adenohipdfisis, muestra variaciones a lo
largo del dia, como se ha descrito anteriormente en el hipotalamo anterior, mediobasal y en
la eminencia media. EI hecho de que todos los neuromoduladores estudiados no se
desincronicen con la edad a excepcion de DA y somatostating, a este nivel, implica que las
correlaciones que se establecen entre ellos mantienen la secrecién hipofisaria en un estado
pseudonormal durante el envejecimiento.

4.- Mientras que las interacciones DA con GABA, 5HT vy taurina en la eminencia
media explican, al menos en parte e incremento en la amplitud del ritmo secretor de
prolactina que se produce durante €l envejecimiento, |as interacciones entre somatostatina y
NA en la eminencia media, y de NA con 5-HT, GABA Yy taurina tanto en este tgjido como
en e hipotdlamo anterior explicarian las variaciones diarias de GH con la edad. Las
interacciones de estos neuromoduladores en la hipdfisis con las hormonas estudiadas
confirman los efectos observados en la eminenciamediay en e hipotdlamo anterior.

5.- Globalmente los efectos desincronizadores observados a nivel del ge hipotdlamo-
hipofisario para la mayoria de los parametros estudiados, sugieren un cambio en €
mecanismo homeostatico predictivo de este ge con la edad que va a condicionar sus
respuesta a estimul os externos (por gjemplo alos cambios ambientales).
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