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Resumen  Evaluamos 1) el efecto del tratamiento prolongado (dias 23-29 postnatales) con acido aminooxiacético
(AAOA) sobre el desarrollo puberal en ratas hembra; este tratamiento aumento el contenido de GABA
(p < 0.002), disminuyendo el de GnRH y glutamato (p < 0.05 y < 0.02) en hipotalamo. La LH (p < 0.05) y el estradiol
(p < 0.005) séricos cayeron. La apertura vaginal fue a los 30.8 + 0.6 dias en los controles, y a los 36.7 + 0.98 dias
en las tratadas (p < 0.0001). 2) A los 30 dias, el tratamiento agudo con AAOA redujo la liberacién ex vivo de GnRH
y de glutamato, aumentando la de taurina. Este efecto fue similar al observado agregando al medio agonistas GABA-
Ay B. Conclusiones: la activacion peripuberal del sistema GABAérgico frena el eje reproductor, produciendo un
retraso en el desarrollo. Esto podria atribuirse a la existencia, en esta etapa, de interrelaciones fisiolégicas entre
los aminoéacidos que regulan la secrecion de GnRH (GABA, glutamato, taurina).

Abstract Effect of the GABAergic system on the pubertal development of female rats. We evaluated, in
immature female rats, the effect of the GABAergic system on the reproductive axis and on pubertal
development. Initially, using a prolonged treatment with aminooxyacetic acid (AOAA), increasing hypothalamic GABA
(p < 0.002), and decreasing GnRH and glutamate content (p< 0.05 and < 0.02). Treated rats showed diminished
serum LH (p < 0.05) and estradiol (p < 0.005) levels. Vaginal opening occurred at 30.8 + 0.6 days in controls, and
at 36.7 + 0.98 days in AOAA-treated rats. Acute treatment with AOAA resulted in a decreased GnRH and glutamate
output, and in an increased taurine release from superfused hypothalamic fragments. This effect was mimicked by
the GABA-A and GABA-B agonists. The activation of the GABAergic system during postnatal days 23-29 significantly
restrains the hypothalamo-pituitary-ovaric axis and delays the onset of puberty. The existence of a physiological
cross-talk between excitatory and inhibitory amino acid neurotransmitters regulating GnRH release during the onset
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of puberty is postulated.
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En los mamiferos, los neurotransmisores aminoaci-
dicos (AANT), tales como el glutamato (GLU), la taurina
(TAU) y el acido y-aminobutirico (GABA), participan de la
regulacion de la secrecién de gonadotrofinas y de su fac-
tor liberador (GnRH), dirigiendo asi la funcion repro-
ductora®. Numerosos experimentos han demostrado, ade-
mas, que el GABA esta involucrado en el control de la
maduracion sexual en la rata hembra: han sido descriptas,
interacciones entre el GABA y otros sistemas de
neurotransmision en el hipotalamo de animales inmaduros
y adultos, y se ha propuesto que éstos mecanismos po-
drian participar en la regulacion de secrecién de GnRH,
y, asimismo, en el desarrollo sexual* 6. Tomando estos
hechos en consideracion, se disefiaron experimentos para

* Este trabajo merecié el Premio Montuori instituido por la Fundacion
Gador y otorgado por la Sociedad Argentina de Farmacologia Experi-
mental (SAFE) durante su reunién anual en Mar del Plata en noviem-
bre 1999
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evaluar, en ratas hembra: 1) el efecto de la activacién
crénica del sistema GABAérgico sobre el desarrollo
puberal, y 2) los mecanismos de neurotransmision por
AANT involucrados en este efecto.

Material y métodos

Animales: Usamos ratas Wistar hembras inmaduras (23-30 dias
de edad).

Drogas: Se utilizaron agonistas GABA-A y -B (muscimol y
baclofen), AAOA, GnRH (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO,
EUA).

Tratamiento de AAOA cronico: Entre los dias 23 y 29 de
vida, los animales recibieron AAOA (n=19, 10 mg/kg i.p.); un
grupo (CONTROL, n=18) fue tratado con una solucion de aci-
do acético diluida. En el dia 30 postnatal, decapitamos 9 ani-
males AAOA y 8 CONTROLES. Se recolect6é sangre para de-
terminacion de LH y estradiol. Disecamos, con ayuda de un
estereomicroscopio, el hipotdlamo anterior y mediobasal
(AMBH), que fue homogeneizado en 400 pl de acido perclérico
0.4 N y centrifugado, para dosar luego GnRH y AANT en el
sobrenadante. Los ovarios fueron disecados y pesados. A los
animales restantes (n=10/grupo) se los observo periédicamen-
te hasta que la apertura vaginal (AV) tuvo lugar.
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Tratamiento agudo con AAOA: 20 animales de 30 dias de
edad recibieron AAOA (30 mg/kg i.p.) o una cantidad equimolar
de acido acético (CONTROLES-n = 20). Una hora después los
animales fueron decapitados, y disecamos fragmentos de
AMBH, que fueron colocados inmediatamente en camaras de
200 pl (n=2/cdmara), bafiados con EBSS (solucién de Eearles)
con un flujo de 40 pl/min. Se obtuvieron 9 fracciones (durante
135 min) guardandose los efluentes a -30°C.

Perifusién con muscimol y baclofen: Fragmentos de AMBH
obtenidos en forma similar fueron perifundidos con EBSS du-
rante 60 min (descarga basal). Entre los 60 y los 120 min, agre-
gamos muscimol o baclofen (1 uM) al medio de perifusion®.
Fueron realizados en paralelo experimentos control (sin
agonistas GABAérgicos, n=10).

Métodos analiticos y estadisticos: Las concentraciones de
LH y estradiol se determinaron en duplicado por RIA. Medimos
GLU, TAU y GABA tras la derivatizacion con fenilisotiocianato,
mediante HPLC-RP y deteccién UV a 254 nm’. Los resultados
se presentan como promedio + SEM. Se estimaron las diferen-
cias entre los grupos usando la prueba exacta de Fisher y un
ANOVA, seguido por el t test maltiple de Bonferroni. Una p <
0.05 fue considerada significativa.

Resultados

El tratamiento prolongado con AAOA i.p. duplicé las concen-
traciones hipotalamicas de GABA, se observo ademas una dis-
minucion significativa en el contenido de GLU, mientras que las
concentraciones de TAU permanecieron inalteradas (Fig. 1). En
el suero se observo una disminucién de LH y estradiol, y el
peso ovarico disminuy6 significativamente (Fig. 1). La AV se
retrasé significativamente: 30.8 + 0.6 dias en los controles (ran-
go: 29-34 dias), y 36.7 + 0.98 dias en ratas tratadas con AAOA
(rango 33-40; p < 0.0001).

Tras el tratamiento agudo con AAOA disminuy0 significati-
vamente la liberacion hipotalamica de GnRH y GLU, y aumen-
té notablemente la de TAU y GABA. Ambos agonistas
GABAérgicos disminuyeron significativamente la secrecion de
GnRH y GLU y aumentaron la de TAU (Fig. 2).

Discusion

El aumento de la actividad GABAérgica central por ad-
ministracion de AAOA durante los dias postnatales 23-
29 result6 en una reduccién hipotalamica del contenido
de GLU, y en una inhibicién del eje reproductor (GnRH,
LH, estradiol, peso ovérico), que llevo, en promedio, a 6
dias de retraso en la AV. En forma similar, la administra-
cién aguda de AAOA inhibié la liberacién de GnRH y
GLU, y estimul6 la de GABA y TAU. Estos efectos agu-
dos del AAOA sobre el GnRH y los AANT fueron imita-
dos tanto por el agonista GABA-A como por el agonista
GABA-B. Este hecho sugiere que ambos subtipos de
receptores de GABA podrian mediar los efectos
inhibitorios del sistema GABAérgico hipotalamico sobre
las neuronas GnRH. La liberacién reducida de GLU ob-
servada podria contribuir a la inhibicién del eje
reproductor, y al retraso resultante en la AV tras la acti-
vacion GABAérgica por AAOA. Se ha descripto un efec-
to inhibitorio de AAOA en la sintesis de GLU®. Asi, po-
dria atribuirse la disminucion observada en el contenido
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Parametros estudiados AAOA Control P

GnRH contenido hipotalamico 0.23 + 0.12 4.17 + 1.36 < 0.05
(pg/mg tejido)

LH niveles séricos 0.7 +0.09 1.5 +0.03<0.05
(ng/ml RP2)
Estradiol niveles séricos 7.2+1.4 20.3*4.1 <0.005
(pg/ml)
Peso de los ovarios 26.3+52 60.2+24 <0.002
(mg)

Aclaraciones para la figura: A) linea punteda: controles, linea
llena: tratados; * p < 0.05, ** p < 0.02, + p < 0.01. B) barras
blancas: controles, barras sombreadas:

Fig. 1.— Efecto de la administracion prolongada de AAOA so-
bre: a) la apertura vaginal; b) el contenido hipotalamico de
GABA glutamato y taurina; y c) el peso del ovario, los nive-
les de GnRH, LH y estradiol

de GLU a un efecto intrinseco del AAOA, probablemen-
te actuando sobre un sistema enziméatico aminotrans-
ferasa piridoxal-fosfatodepen-diente®. Sin embargo, debe
destacarse que la liberacion de GLU también fue inhibida
por ambos agonistas GABAérgicos. Es muy probable,
entonces, que la actividad GABAérgica aumentada inhiba
la sintesis y la liberacion de GLU.
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Fig. 2.— Efecto de la administracion aguda de A) AAOA, B) muscimol y C) baclofen, sober la libera-
cién hipotalamica de GnRH, glutamato, taurina y GABA

Experimentos realizados en nuestro laboratorio han
demostrado que, en animales prepuberes, el contenido
y la liberacion de TAU disminuyen antes de la puber-
tad® %, y que inyecciones intracerebroventriculares re-
petidas de este aminoacido frenan la actividad del eje
reproductor y posponen la AV, Los experimentos pre-
sentes muestran que la activacion aguda del sistema
GABérgico induce un aumento significativo en la libera-
cion de TAU. Este efecto del GABA sobre la liberacién
de TAU ha sido descripto anteriormente en corteza y
estriado de ratones en desarrollo'? 13, asi como en frag-

mentos hipotalamicos de ratas adultas macho®. El au-
mento de TAU podria contribuir al efecto inhibitorio ejer-
cido por el GABA sobre la secrecion de GnRH y la ma-
duracion sexual. Esta posibilidad debe tomarse con
cautela, dado que el tratamiento de AAOA crénico no
alteré las concentraciones de TAU.

En resumen, la activacion prolongada del sistema de
GABAEérgico por AAOA retrasa el desarrollo sexual en
ratas hembras inmaduras. Esto puede atribuirse al efec-
to inhibitorio directo ejercido por el GABA sobre las
neuronas GnRH, actuando sobre ambos subtipos de



232

receptores. Es importante enfatizar, ademas, que la
manipulacién del sistema GABAérgico induce variacio-
nes significativas de los niveles de GLU y TAU; estos
cambios posiblemente contribuyan a la inhibicion del eje
reproductor durante la maduracién sexual.
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[...] Yo no puedo sufrir en mi vecindad un libro mediocre; yo no leo muchos libros; el secreto de la
lectura —dicen los hombres expertos— no esta en leer una muchedumbre de volimenes, sino en leer
pocos, en leerlos con atencion y volver a leerlos. [...]

Azorin (1873-1967)
(José Martinez Ruiz)
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