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RESUMEN

La secrecién de prolactina (PRL) por los lactotropos
adenohipofisiarios estd regulada por factores hipotaldmicos tanto
del tipo estimulador como inhibidor. A la fecha, es ampliamente
aceptado que la secrecidén de PRL estd bajo una inhibicidén ténica
ejercida principalmente por la dopamina (DA), mientras gque su
secrecién es estimulada, entre otros factores, por la hormona
estimulante de tirotropina (TRH).

Los estimulos tales como la succidn, la estimulacidn vaginal
y el estres, y el aumento de los estrdgenos en la tarde del
proestro causan un importante aumento en la secrecidn de PRL. La
succidén induce a su vez, una disminucidn transitoria en la
concentracién de DA en sangre portal, lo cual resulta en dos
efectos: 1) estimular directamente la secrecidén de PRL, y 2)
potenciar el efecto estimulante de la TRH para secretar PRL. Los
mecanismos intracelulares involucrados en este Gltimo evento se
desconocen.

La potenciacidn de la secrecidn de PRL es consecuencia directa
de la activacidén del sistema adenilato ciclasa/aMP ciclico. La
activacidén de este sistema de transducciédn, resulta de una forma u
otra en un incremento en la eficacia de la TRH para liberar PRL.
Dado que el efecto secretor de la TRH involucra un incremento
intracelular de calcio tanto de fuentes extra como intracelulares,
la interaccidén entre la cascada evocada por la suspensidn
dopaminérgica y aquella evocada por la TRH podria ocurrir a nivel
de los mecanismos responsables de incrementar los niveles de calcio
intracelular, por ejemplo el inositol trifosfato y los canales de
calcio. Trabajos realizados en células GH3, cardiacas y musculares
han mostrado que los canales de calcio dependientes de voltaje o la
subunidad o de estos canales, son sustrato de cinasas dependientes
de AMP ciclico, lo que resulta en un incremento en el tiempo de
apertura del canal que se traduce en un aumento en el flujo de
calcio del exterior al interior de la célula. La entrada de calcio
extracelular al interior de la célula se prolonga también en el
tiempo y como consecuencia, se obtiene una mayor respuesta por
parte de la célula, es decir, la contraccidén muscular es mads fuerte
vy la secrecidén de las hormonas es mayor.

Con base en estos antecedentes, nos planteamos la hipdtesis de
si la fosforilacidn de canales de calcio por cinasas dependientes
de AMP ciclico, éstas activadas por la suspensién transitoria de
DA, fuera reponsable, al menos en parte, de la potenciacidén del
efecto secretor de la TRH. Para tal propdsito, utilizamos como
estrategia al activador de canales de calcio Bay K 8644 (una droga
que pertenece al grupo de las dihidropiridinas y que se sabe se une
a receptores localizados en la subunidad o de los canales de calcio
dependientes de voltaje, la cual tiene la propiedad de prolongar el
tiempo de apertura de los canales de calcio, para simular
farmacoldégicamente el efecto de la fosforilacidén de estos.
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Los resultados obtenidos muestran que la administracién de Bay
K 8644 potencia la eficacia secretora de TRH en forma tanto o més
intensa que el propio estimulo de suspensidén dopaminérgica; y que
ambos efectos son blogqueados por nifedipina y metoxiverapamil.

Estos resultados sugieren que la fosforilacidn de los canales
de calcio dependientes de voltaje, en respuesta a la suspensidén de
DA, posiblemente esté involucrada en la potenciacién de 1la
estimulacidén de la secrecién de PRL por TRH en respuesta a esta
sefial.
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INTRODUCCION

GENERALIDADES

La prolactina (PRL) es producida por un tipo de células
conocidas con el nombre de lactotropos, las cuales han sido
identificadas en la adenohipdfisis de todos los vertebrados. La PRL
es una hormona proteica que estd constituida aproximadamente por
198 aminodcidos, lo que la hace tener un peso molecular de
alrededor de 23 kilodaltones (Nicoll, 1974). Esta hormona presenta
tres asas formadas por enlaces disulfuro localizados en 1los
residuos 4-11, 58-173 y 190-198, de tal manera que dan lugar a la
formacién de dos anillos cortos constituidos aproximadamente por 6
o 7 residuos de aminodcidos y uno grande que contiene 114 residuos.

Se han descrito 85 distintas funciones bioldgicas para PRL,
las cuales se han subdividide en 7 grandes categorias: 1)
Reproduccién y lactancia; 2) balance de agua e iones; 3)
crecimiento y morfogénesis; 4) metabolismo; 5) conducta; 6)
inmunoregulacién vy, 7) efectos sobre el ectedermo y la piel
(Rillema, 1980; Kelly et al., 1991). El efecto mds estudiado, en
los mamiferos, ha sido su accidn sobre el desarrollc mamarioc y la
secrecidén de leche. En la lactancia, la PRL es esencial para la
sobrevivencia de la cria en la mayoria de los mamiferos, ya que
después del nacimiento, estimula la secrecidn de la leche por la
gléandula mamaria. Durante este periodo, la secrecidén de PRL es
mantenida por la succidn que la cria realiza sobre el pezdén de la
madre. El impulso neural generado por la succidén, es transmitido al
sistema nervioso central, converge sobre neuronas hipotalamicas
neurosecretoras hipofisiotrdpicas, cuyos productos llegan a la
adenohipdfisis wvia los vasos sanguineos del sistema porta
hipofisiario y, de esta manera, regulan la secrecidén de PRL.

En los mamiferos, la secrecidén de PRL estd regulada por
hormonas hipotaldmicas tanto de tipo inhibitorio como
estimulatorio, aungue su secrecidén estd bajo una influencia
generalmente de tipo inhibitorio. En este caso, la dopamina (DA)
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parece ser el regulador fisioldgico que inhibe dicha secrecidn;
mientras que la hormona liberadora de tirotropina (TRH), entre
otras, es considerada como la principal influencia fisioldgica para
estimular la secrecidn de la misma.

El estimulo de la succidén induce una suspensidén transitoria en
el tono dopaminérgico portal y estimula la secrecidén de la TRH. Sin
embargo, la secrecién de PRL en respuesta a la succidén no es
explicada ni por la accidén de factores facilitadores como la TRH ni
por la suspensidén de factores inhibidores como la DA, y ni
siquiera, por la suma de ambos. En efecto, la secrecién de PRL
parece ser la resultante de una compleja interaccidén espacio
temporal de ambas seflales, en la cual la suspensidén del tono
inhibitorio dopaminérgico potencia la eficacia con la que la TRH
estimula la secrecidén de la hormona.

A nivel celular, el efecto inhibitorio que la DA ejerce sobre
la secrecién de PRL esta mediado por receptores de tipo D2
acoplados negativamente al sistema de la adenilato ciclasa. Por su
parte, la TRH estimula la secrecidén de PRL mediante la activacién
del sistema del calcio/cinasa C. La entrada de los iones calcio a
los lactotropos es indispensable para gque se lleve a cabo la
secrecién de PRL. La regulacidn de la entrada de calcio al interior
de la célula se d3d a través de canales membranales de calcio.
Asimismo, la TRH estimula la secrecidén de PRL al producir una
depolarizacién membranal y activacidn de los canales de calcio
dependientes de voltaje.

En otros sistemas, la fosforilacidén de canales de calcio
dependientes de voltaje (tipo L), incrementa el tiempo de apertura
de éstos, provocando que el flujo de calcio aumente. Esta situa_cién
en nuestro sistema de estudio tendria como resultado una secrecién
masiva de PRL, lo que podria explicar, al menos en parte, la
potenciacidn de la accidén de la TRH.




REGULACION HIPOTALAMICA DE LA SECRECION DE PROLACTINA

Factores inhibitorios

El control de la secrecidén de PRL, a diferencia de las
otras hormonas secretadas por 1la adenohipdfisis, involucra un
mecanismo predominantemente inhibitorio (Talwalker et al., 1963).
La secrecidén de PRL por los lactotropos, es inhibida por la accién
de factores hipotaldmicos inhibitorios (PIFs) que llegan a la
adenohipéfisis a través del sistema porta hipofisiario (Ben-
Jonathan, 1977; Gibbs y Neill, 1978). Entre las evidencias mds
directas que indican que la secrecidén de PRL estd bajo un control
inhibitorio se encuentran los estudios, algunos de ellos ahora
clasicos, que muestran gque la incubacidén de explantes de tejido
hipofisisario (Talwalker et al.,, 1963), su transplante a un sitio
distal a la influencia hipotaldmica por ejemplo a la cépsula renal
(Bishop, 1970; Chen et al., 1970); o la eliminacién de las
influencias hipotalédmicas por la lesidn eléctrica o mecanica de la
eminencia media (Chen et al., 1970; Bishop, 1971; MacLeod, 1976;
Neill, 1980), resultan en la hiper-secrecién de PRL. Por el
contrario, la administracidn de extractos hipotaldmicos provoca una
reduccidén en la concentracidn de PRL en suero (Grosvenor y Mena,
1980) .

La eminencia media esti ricamente inervada por neuronas que
contienen catecolaminas, especificamente, de terminales nerviosas
dopaminérgicas provenientes del sistema tuberoinfundibular
(Reichlin, 1981; Everett, 1988} las cuales se encuentran adyacentes
a los vasos portales (Hokfelt, 1967). Con el desarrollo de un
radiocinmunoensayo capaz de medir catecolaminas (Ben-Jonathan, 1978)
en sangre portal en cantidades muy pequefias (microlitros) de
plasma, se pudo demostrar la presencia de concentraciones activas
de DA en sangre portal en ratas y, ademds, aportd evidencia de que
esta hormona tiene un papel muy importante en la regulacidén de la
secrecién de PRL. La concentracidén de DA en sangre portal es’



aproximadamente de 2-3 ng/ml en la hembra en diestro, mientras que
en los machos su concentracidén es aproximadamente 7 veces mas baja
{(Gudelski, Nansel y Porter, 198l1l); estas concentraciones son
suficientes para inhibir la secrecidn de PRL in vitro (Ben-Jonathan
et al., 1977; Plotsky et al., 1978; Ben-Jonathan, 1980). Los
niveles de esta catecolamina en sangre portal varian de acuerdo al
ciclo estral (Ben-Jonathan, 1977; de Greef et al., 1984) de la
rata. A lo largo de este periodo, los lactotropos presentan cambios
de sensibilidad y respuesta a la DA; es decir, muestran una menor
sensibilidad durante el proestro, aumentando en el estro y el
diestro (Brandi et al., 1990). La administracidén por 24 horas de 17
R-estradiol disminuye significativamente la secrecidn de DA a
sangre portal.

Por otro lado, la administracién de agonistas dopaminérgicos
inhiben la secrecidn de PRL por hipdéfisis en cultivo (Birge et al.,
1970; MacLeod et al., 1970) y en animales intactos (Takahara et
al., 1974). De acuerdo a todos estos resultados, se propusieron dos
posibles mecanismos de accidn para explicar el efecto inhibitorio
de la DA sobre la secrecidn de PRL. Una de ellas involucra a
receptores dopaminérgicos membranales (Caron et al., 1978). La
segunda propone que la DA es internalizada en estrecha asociacidén
con los granulos secretorios (Nansel-'et al., 1979) al localizar DA
marcada con tritio unida a grdnulos secretorios en homogenados de
hipéfisis. Por esta informacidén se ha propuesto que el efecto
inhibitorio gue la DA tiene sobre la sintesis y secrecidén de PRL no
sélo es regulada por su unién a sus receptores membranales, sino
también por su internalizacién y asociacidn con los grédnulos de PRL
(Nansel et al., 1979). Aungque la significancia funcional de la
asociacién de DA con los granulos secretorios no es del todo
entendida, esta posibilidad puede ser considerada. Sin embargo,
este segundo mecanismo es aun oscuro, por lo que su efecto a nivel
del receptor membranal es la mds aceptada. En apoyo a este
concepto, se encontrd gue la interaccidén de DA con sus receptores
es saturable (35 nM), reversible y de alta afinidad y especificidad
(Calabro y MacLeod, 1978). De acuerdo a criterios farmacoldgicos y




bioquimicos los receptores dopaminérgicos en lactotropos son de
tipo D2 (Calabro y MacLeod, 1978) y estdn acoplados de forma
negativa al sistema del AMP ciclico (Delbeke et al., 1986).

Factores estimuladores

Aunque la evidencia antes mencionada apoya el concepto de que
la mayor influencia que el hipotdélamo ejerce sobre la secrecidén de
PRL es de tipo inhibitorio, varios hallazgos sugieren también la
existencia de un componente facilitador sobre la secrecidén de PRL.
Las primeras observaciones que apuntan en esta direccidn, provienen
de los trabajos en los gue la administracidén de extractos acidos
hipotaldmicos de rata y bovinos, estimulan la formacién de leche en
ratas tratadas con estrégenos (ver Boyd et al., 1976). Este efecto
fué denominado por Mishkinski y col. (1968) como la “"actividad
liberadora de PRL" de estos extractos. Sin embargo, este mismo
autor cuestiond la efectividad de estos extractos para estimular la
secrecidén de PRL, va que el estres que se causa en el animal, al
manipularse cuando se administran dichos extractos, pudiera ser
capaz, por si mismo, de estimular la lactancia en este mismo modelo
animal. Este cuestionamiento, se desechd cuando Nicoll (1970)
mostrd que después de un periodo transitorio de inhibicién de
secrecién de PRL, ésta podia ser estimulada por la administracidn
de extractos hipotaldmicos in vitro (ver Boyd et al., 1968). Los
resultados obtenidos por Valverde y col. (1972), mostraron que la
administracién de extractos hipotalamicos &cidos o solubles en
metanol ecquivalentes a 10 eminencias medias de rata y porcino,
estimulan la concentracién de PRL medible por radioinmuncensayo en
ratas tratadas con estrdgenos. Sin embargo, hasta ese momento aun
no se respondia la naturaleza molecular de (los) factor(es)
responsables de estimular dicha secrecidn. Al respecto, Tashjian y
col. (1971) mostraron que la administracién de TRH sintético a
células tumorales de hipdfisis de rata (células GH3) estimula la
secrecién de PRL. Mas tarde, diversos investigadores pudieron
mostrar que TRH es una hormona que presenta una capacidad muy alta
para liberar PRL tanto en el hombre (Bowers et al., 1971) como en
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la rata (Blake et al., 1974). Debido a estos resultados, se hizo
necesario el determinar si el PRF encontrade en los extractos
hipotaldmicos era atribuible a su contenido de TRH. Para esto,
Valverde y col. (19872), mediante la utilizacidén de una
cromatografia en sefadex, lograron separar tres fracciones con
actividad secretora de PRL de extractos hipotaldmicos de porcino,
de los cuales dos de ellos eran diferentes a TRH. En estos mismos
trabajos, estos autores descartaron la posibilidad de que TRH fuera
el factor liberador de PRL porque al comparar su efecto, en dosis
respuestas, con las otras dos fracciones obtenidas de los extractos
hipotalédmicos, observaron que éste no presentd efecto alguno sobre
la secrecidén de PRL. De esta forma, ellos concluyeron ¢ue el factor
liberador de PRL no es TRH. Sin embargo, los experimentos de
inmunoensayo, realizados por Oliver y col. (1974), apoyan la
posibilidad de que TRH sea el factor liberador de la secrecidn de
PRL ya que muestran que el contenido de TRH en tejido hipotalémico
presenta una concentracién mids grande que la que Valverde y col.
(1972) estimaron por bioensayo (ver Boyd et al., 1972). La
administracidén de cantidades crecientes de TRH en humanos, hasta
una concentracidén aproximada de 10 g, estimula la secrecidn de
PRL. Esta evidencia favorece el papel fisioldgico de TRH como
regulador de la secrecidén de PRL (River y Vale, 1974). En ratas
ciclantes la concentracién de este tripéptido en sangre portal
(Fink et al., 1982) es significativamente m&s alta durante la tarde
del proestro que en los otros estadios del ciclo estral y parece
ser responsable, al ‘menos en parte, del pico de secrecién de PRL
(Harris et al., 1978). La administracidén de suero anti TRH (Koch et
al., 1977; Horn, Fraser y Fink, 1985) tanto en machos como en
hembras disminuye aproximadamente un 50% los niveles circulantes de
PRL, y en ratas ciclantes, previene el pico de secrecién de PRL del
proestro. Estos hallazgos, también apoyan el papel fisioldgico que
TRH tiene como regulador de la secrecién de PRL. Sin embargo,
existen también datos negativos sobre la participacidén fisioldgica
de TRH en la regulacién de la secrecidén de PRL basado tanto en la
falta de accidén del tripéptido como en estudios de inmunizacién
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pasiva (Horn, Fraser, y Fink, 1985; Sheward, Fraser y Fink, 1985).

Paralelamente a estos resultados, se ha reportado que no sélo
TRH sino que otros factores también pueden estimular la secrecidn
de PRL. Dentro de estos factores podemos mencionar a los estrdgenos
(Lieberman et al., 1982), péptido intestinal wvasocactivo (VIP,
Gourdji et al.,1979), neurotensina, sustancia P, angiotensina II,
colecistokinina, bombesina, oxitocina, serotonina, galanina,
vasotocina, vasopresina, melatonina, histamina y bradiguinina (ver
Ben-Jonathan et al., 1989). Sin embargo, para efectos de este
trabajo, sélo nos centraremos en la interaccidn regulatoria de DA
y TRH.

Regulacién Pleiotropica

Como ya se mencioné anteriormente, tanto DA como TRH
participan en la regulacién de la secrecidn de PRL. Sin embargo,
varias observaciones muestran que la interaccidn entre estas dos
neurohormenas ocurre de manera compleja Y no se explica por la
simple suma algebraica de sus acciones individuales.

Estimulos como la succidn (Grosvenor y Mena, 1980), la
estimulacidén cervical (deGreef y Neill, 1979) y el estres y el
aumento de los estrdégenos durante la tarde del proestro producen un
aumento en los niveles de PRL en sangre. Las propuestas mas simples
que tratan de explicar tal aumento incluyen: a) que dicho aumento
es el resultado de un decremento en la secrecién del factor
inhibidor, en este caso DA; b) gque dicho aumento es el resultado de
un aumento en la secrecidn del factor estimulador (TRH) y c¢) que
este es el resultado de la suma algebraica de los cambios en ambos
factores (de Greef y Visser, 1981). La participacién de ambos
factores queddé de manifiesto en varios estudios. Neill (1972),
Cramer y col (1979), Heiman y Ben-Jonathan (1982) y Pasqualini y
col (1984) mostraron que en la tarde del proestro, etapa en la cual
la concentracidén de estrdgenos aumenta, los niveles de DA en
sangre portal asi como el nimero de receptores a DA, en los
lactotropos, disminuyen en correlacién con el aumento en los
niveles de PRL en sangre que llegan a 100 ng/ml, comparados con los
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niveles encontrados en las etapas de estro y diestro, en los que
su concentraciédn alcanza niveles de 5-30 ng/ml respectivamente. Por
otro lado, la estimulacidn cervical induce una reducciédn de
aproximadamente 36% en los niveles de DA en sangre portal (de Greef
y Neil, 1979). En ratas lactantes la separacién de sus crias por 2-
4 horas, se correlacionan con una disminucién de PRL en suero y
valores de DA en sangre portal de aproximadamente 5-6 ng/ml (Mena
et al., 1976; Chiocchio et al., 1979; de Greef y Visser, 1981). La
aplicacién del estimulo de la succidn por 5-30 minutos a hembras
separadas de sus crias por 8 horas, produce una disminucidén en la
concentracién de DA en hipotdlamo a niveles de aproximadamente 0.8
ng/mg de tejido (Mena et al., 1976; Chiocchio et al., 1979), lo que
se correlaciona con aumentos de hasta 14 veces en los niveles de
PRL en suero (Blake, 1974; Fagin et al., 1981). La estimulacidn
eléctrica de un nervic mamario en ratas lactantes (Mena et al.,
1982), lo que simula al estimulo de la succiédn, produce resultados
semejantes en cuanto a la secrecién de PRL (de Greef y Visser,
1981). Bajo estas condiciones, se encontrd gue dicho estimulo
diminuye los niveles de DA en sangre portal por aproximadamente 3-5
minutos después del inicio del estimulo (Plotsky, y Neill, 1982).
Sin embargo, esta disminucidn transitoria en la concentracidén de DA
en sangre portal no explica la elevacidén tan marcada y sostenida
que se da en la concentracién circulante de PRL, ya gque la
simulacidn de este perfil dopaminérgico a través de la infusidn de
DA exdgena a ratas tratadas con O-metil-p-tirosina, aumenta
solamente 1.5 veces los niveles de PRL en sangre periférica y sdélo
por un tiempo limitado. En conclusidén, la sola disminucién
transitoria de la concentracién portal de DA no explica el aumento
en PRL circulante (deGreef, Plotski y Neill, 1981). La explicacién
que se did a estos resultados, es que la disminucién en la
concentracién de DA en sangre portal es parte integral de un
mecanismo complejo que puede incluir a otras hormonas hipotaldmicas
vy que da lugar a la secrecidn masiva de PRL (Grosvenor y Mena,
1980; deGreef, Plotsky y Neill, 1981). En vista de estos
resultados, se pone de relieve la hipdtesis originalmente planteada



por Grosvenor y Mena (1980) que habian demostrado gue un breve
periodo de succién supuestamente actuando a través de una
disminucién en el tono dopaminérgico, aumentaba significativamente
la eficacia secretora tanto de la TRH como de extractos
hipotaldmicos con actividad de PRF (factor liberador de prolactina;
Grosvenor y Mena, 1980).

Esta hipdtesis se sustentd en una serie de observaciones,
entre las que se incluyen las siguientes: deGreef y col. (1984)
mostraron que los niveles inmunoreactivos de TRH en sangre portal
aumentan de valores de 5.3 a 8.7 ng/ml en respuesta al estimulo de
la succidén. Tanto en ratas (Burnet y Warkeley, 1976) como en monos
rhesus (Norman, 1980) no succionados, la administracién de TRH
(100 ng) no produce un incremento significativo en los niveles de
PRL en sangre. De esta forma, el incremento dramdtico de PRL que se
da en sangre en respuesta a la succidn no parecia ser explicado
sblo por el aumento en los niveles de TRH en sangre portal (deGreef
v Visser, 1981). En confirmacidn a esta hipdtesis de Grosvenor y
Mena (1980), la administracidén de TRH (100ng) tanto en animales a
los que la infusidén de DA se reduce en un 50% por 15 minutos
(deGreef y Visser, 1981) o en aquellos donde la infusién de DA se
suspende por 5 minutos (Fagin y Neill, 1981, Plotsky y Neill,
1982), produce un aumento en los valores de PRL en sangre
periférica de 172 a 492 ng/ml. Asi, se establece gue la breve
disminucién en la secrecidén de DA por la estimulacidn nerviosa o
por la succidn, aumenta significativamente la efectividad de TRH
para liberar PRL.

El efecto de la potenciacidén del TRH sobre la secrecidn de PRL
gue se da en respuesta a la suspensidn transitoria de DA in vivo,
ha sido confirmado tanto en hipofisis en cultivo (Fagin y Neill,
1981) como en células adenohipofisiarias dispersas (Martinez de la
Escalera, 1988). En este dUdltimo caso, se utilizaron células
adenohipofisiarias de ratas lactantes y de ratas tratadas con
estrdégenos. Cabe mencionar, que este efecto parece ser exclusivo
para TRH, vya que 1la accidn secretora del peptido ' intestinal
vasoactivo (VIP) no es potenciada (Martinez de la Escalera y
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Weiner, 1988). Debido a esta circunstancia, todos estos resultados
llevaron a pensar que la interaccidn de estas cascadas secretoras
es especifica a ciertos sistemas de transduccidn.

SEGUNDOS MENSAJEROS INVOLUCRADOS EN LA
SECRECION DE PROLACTINA

La evidenéia presentada en los apartados anteriores, muestra
que tanto DA como TRH participan de manera importante en la
regulacién de la secrecidén de PRL. ARhora enfocaremos la atencidén
hacia los mecanismos intracelulares utilizados por estos dos
factores hipotalamicos.

La regulacién de la secrecién de PRL por los factores
hipotaldmicos DA y TRH, es realizada mediante su unidn a receptores
especificos localizados en la membrana plasmdtica del lactotropo.
De forma general, se ha observadoc que la interaccién de DA con su
receptor membranal suprime la secrecidén de PRL, al inhibir tanto la
activacidén de la adenilato ciclasa como la de la fosfolipasa C e
impedir la movilizacién de calcio intracelular y la internalizacidn
del mismo al evitar la apertura de 1los canales de calcio
dependientes de voltaje.

Dopamina y su efecto sobre AMP ciclico

Se ha reportado que los receptores a DA caracterizados como D2
en el lactotropo (Kebabian y Calne, 1979), estdn acoplados de forma
negativa al sistema del AMP ciclico (Barnes et al., 1978; Sweenen
et al., 1982), es decir, inhiben a la enzima adenilciclasa (Calabro
y MacLeod, 1978; Caron et al., 1978; Davis y Sheppard, 1986).
Adenohipdéfisis de ratas hembra (Kimura, 1976; Ray y Wallis, 1981),
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adenomas humanos (de Camilli y Macconi, 1979; Shettini et al.,
1983) y células 7315a (células tumorales adenohipofisiarias
generadas por el tratamiento con trimetilalanina, gue tienen la
capacidad de secretar ACTH y PRL), presentan receptores a DA que
estan acoplados negativamente al sistema de la adenilato ciclasa.
El tratamiento de todas ellas con DA, reduce la actividad de la
adenilato ciclasa y el contenido de AMP ciclico (Tan y Dannies,
1981) en condiciones basales y este es estimulado por la
administracién de fluoride o forskolina (esta ultima activa a la
adenilato ciclasa via la subunidad catalitica y la subunidad
regulatoria; deCamilli, Macconi y Spada, 1979; Canonico et al.,
1983; Ray et al., 1986). En forma paralela, la suspensidn aguda de
DA a células que estuvieron bajo un efecto inhibitorio tdnico,
produce un aumento en los niveles de AMP ciclico gue se
correlacionan directamente con un aumento en la concentracidn de
PRI, secretada (Martinez de la Escalera y Weiner, 1988).

Dopamina y su efecto Bobre los fosfatos de inositol

Los receptores dopaminérgicos en lactotropos también estan
acoplados de forma negativa al sistema de la fosfolipasa C como se
ha mostrado tanto en condiciones in vivo como in vitro (Canonico et
al., 1983). La administracidén aguda de DA a fragmentos
adenchipofisiarios, impide la incorporacién de fosfato marcado
cuando fueron estimulados con TRH. Lo que sugiere gue la DA no sélo
inhibe la secrecidén de PRL al suprimir la actividad de la adenilato
ciclasa, sino que también es mediado por la inactivacidén de la
hidrélisis de los fosfatos de inositol (Journet et al., 1987).
Simultédneamente, la suspensién aguda de la DA, por periodos cortos
de tiempo, resulta en un incremento en la concentracién de fosfatos
de inositol al mismo tiempo que hay una disminucién en la
concentracién de fosfoinositidos de membrana (Martinez de la
Escalera et al., 1987; Martinez de la Escalera y Weiner, 1988). Sin
embargo, estos mismos autores no observaron alguna disminucién en
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la formacidén de fosfatos de inositol por la administracién aguda de
DA, esto los llevo a sugerir que el efecto de DA ocurre mediante el
impedimento de la formacidén de los fosfatos de inositol sin tener
efecto sobre la concentracidén de los mismos una vez gue estos han
sido formados. Lo que confirma resultados previos obtenidos por
Canonico y <ol (1986) donde observan que la DA es incapaz de
reducir la produccidn de fosfatos de inositol durante periodos
cortos de estimulacidén con TRH. Todos estos resultados, en
conjunto, sugieren que la suspensidén de DA activa a la fosfolipasa
C, la que a su vez, promueve la hidrdlisis de los fosfoinositidos
de membrana.

Dopamina y calcio

La incubacidn de la hipdfisis o de células adenohipofisiarias
dispersas en medio libre de calcio o en presencia de blogueadores
de canales de calcio disminuye sustancialmente la secrecidén de PRL
(Albert y Tashjian, 1984; Gershergon y Thaw, 1985). Inversamente,
la administracién de ionéforos de calcio o la adicién de un
activador de canales de calcio aumentan la secrecién de prolactina
(Enyeart, Aizawa y Hinkle, 1985).

Se ha mostrado que la DA inhibe la secrecién de PRL, al menos
en parte, al impedir la entrada de Ca* al interior de la célula
(Login et al., 1985; Malgaroli et al., 1987). Una disminucidn en la
concentracién de Ca?* se observa cuando los lactotropos de bovino
son incubadas en la presencia de DA, al producir una caida en la
fluorescencia por quin 2 (indicador fluorescente de la
concentracién de calcio intracelular; Schofield, 1983). Por otro
lado, la DA produce un efecto hiperpolarizante en la membrana del
lactotropo, de tal forma gue provoca gue los potenciales de
membrana no se generen (Israel et al., 1985; Ingram et al., 1986).
Como consecuencia a esta hiperpolarizacidn, los canales de calcio
dependientes de voltaje (VOCC) no se activan y, de esta forma,
impiden la entrada de Ca®* extracelular al espacio intracelular
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(Ingram et al., 1986). La utilizacidn de bromocriptina, un agonista
dopaminérgico, también contribuye a la inhibicidén de la secrecidn
de PRL al evitar la apertura de los canales VOCC. E1 efecto
estimulante de la suspensidén de DA se acompafia por una captura de
45ca? y por una elevacién de 3-4 veces en la secrecidén de PRL
(Schrey, Clark y Franks, 1986). La utilizacién de pimozide, un
antagonista dopaminérgico tipoc D2, permite la entrada de Ca®* al
producir un efecto depolarizante en la membrana (Enyeart y col
(1986) estimulando de esta forma, la secrecidn de PRL. Asi, estas
observaciones son consistentes con la propuesta que DA regula la
secrecién de PRL mediante la modificacién de la concentracién de
calcio intracelular (Schrey, Clark y Franks, 1986).

Hormona Liberadora de Tirotropina

La ocupacidén por TRH de sus receptores membranales promueve la
hidrélisis del fosfatidil inositol 1,4-bifosfatoc (PIP2), reaccidn
catalizada por la fosfolipasa € para formar inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DG; Berridge, 1987). La
participacién de los fosfatos de inositol sobre la secrecidén de PRL
fué inicialmente estudiada mediante el registro de la incorporacidn
de fésforo radiactivo (32P) durante la hidrdlisis de los PIP2, por
la aplicacidén de angiotensina (Canonico et al., 1985; Canonico y
MacLeod, 1986) o bombesina (Sutton y Martin, 1982). Bajo estas
condiciones, se encontrdé la incorporacidén del isdétopo radiactivo
durante la hidrélisis de los fosfoinositidos de membrana. Un
incremento en la incorporaciénm del material radiactivo‘ en
aproximadamente el 100% se observa a los 20 minutos después de
adicionar a la TRH en el medio (Sutton y Martin, 1982; Martin,
1984; Martin et al., 1986). La aplicacidén de los andlogos de TRH
como N-metil histidine, pGlu-His-Pro-NH(CH2)6NH2 y deamido-TRH
producen los mismos efectos que TRH (Sutton y Martin, 1982). Estos
resultados indican que el receptor a TRH estd acoplado al sistema
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de los fosfolipidos de membrana. Aunque se ha observado cque el
efecto estimulante que TRH tiene sobre la secrecidn de PRL reguiere
calcio (Martin y Kowalchyk, 1984), el efecto de hidrdlisis y
marcaje de los fosfolipidos no requiere de calcio, ya que dicho
efecto no fué abolido por la utilizacidén de bloqueadores de canales
de calcio. Esto sugiere que el efecto estimulante de TRH acopla la
participacidén de calcio de manera mds tardia a la hidrdélisis de los
fosfoinositidos de membrana (Sutton y Martin, 1982). Los estudios
realizados por estos mismos autores reproducen el efecto de TRH
sobre la hidrélisis de los fosfoinositidos de membrana mediante la
utilizacidén de mioinositol tritiado (Martin, 1986). En conjunto,
estos resultados indican que TRH rdpidamente causa la activacidédn de
la fosfolipasa € y utiliza este sistema de transduccidn para
estimular la secrecién de PRL.

TRH y Calcio

El mecanismo de estimulacidn de la secrecidén de PRL por TRH ha
sido estudiada extensivamente tanto en lactotropos normales (Merrit
et al., 1984; Tan y Tashjian, 1984) como en células GH (Rebbechi y
Gershergon, 1983; Kolesnick y Gershengorn, 1986; PrysorJones et
al., 1987). La unidén de TRH a sus receptores membranales activa
toda una serie de eventos que se inician con la hidrdélisis del
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato mediante 1la activacién de 1la
fosfolipasa C. La reaccidn catalizada por esta enzima lleva a un
incremento inmediato (segundos), de la concentracidén de inositol
trifosfato y 1,2-diacilglicerol, gque sirven como mediadores
intracelulares o segundos mensajeros, para traducir y amplificar la
sefial que d4 lugar a una respuesta celular. Posteriormente, se
produce una elevacidén en la concentracién de calcio libre
intracelular (Thorner et al., 1980; Geshengorn, 1982; Geshengorn y
Thaw, 1983) en principio por la movilizacidn de calcio de almacenes
intracelulares (presumiblemente de reticulo endopldsmico) en el
cual interviene inositol trifosfato (Guillemette et al., 1987) y.
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posteriormente por el paso de calcio extracelular a través de
canales de calcio localizados en la membrana celular de los
lactotropos (Albert y Tashjian, 1984). En esta respuesta también
participa la activacién de la proteina cinasa C (PKC) por el
diacilglicerol y la activacidén y translocacién de la proteina
cinasa C por la TRH (Drust y Martin, 1985).

El efecto estimulador que TRH tiene sobre la secrecidn de PRL
es dependiente de la concentracidén de calcio intracelular. Esta
dependencia quedd demostrada en agquellos experimentos en los que
las células GH se incubaron en presencia de EGTA (Albert y
Tashjian, 1984), en presencia de bloqueadores de canales de calcio
(Ozawa y Kimura, 1982) o en ausencia de c¢alcio extracelular
(Gershengor y Thaw, 1985). Bajo estas condiciones, el efecto
estimulante que la TRH tiene sobre la secrecién de PRL es
completamente eliminade. Basados en estas observaciones, mds tarde
se encontrdé que en células GH, la TRH produce un efecto bifdsico
sobre la concentracién de calcio intracelular. Inmediatamente
después de administrar TRH, hay un aumento en la concentracién de
calcio intracelular bastante pronunciado cque declina répidamente a
niveles basales en aproximadamente 8 segundos (fase de pico),
seguido de un nuevo aumento menos pronunciado que el primero y se
mantiene elevado y constante por un periodo de aproximadamente 12
minutos (fase de meseta; Albert y Tashjian, 1984; Geshengorn y
Thaw, 1985). Para el caso de la primera elevacidén de calcio
intracelular, se ha sugerido que esta se did por la redistribuciédn
de calcio de almacenes intracelulares (Geshengorn, 1985), mientras
que la segunda se asocia con la entrada de calcio a través de
canales dependientes de voltaje (Albert <y Tashjian, 1984;
Geshengorn y Thaw, 1985). Estas observaciones se basan en el hecho
de que el tratamiento de estas células con EGTA o blogquedores de
canales de calcio eliminan la presencia de la fase de meseta
mientras cque la fase de pico se reduce en un 30-40%. Estos
resultados sugieren gque la fase de pico es mediada por la
participacién de calcio de almacenes intracelulares, mientras gue
la fase de meseta depende de la presencia de calcio extracelular.
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(Albert y Tashjian, 1984; Geshengor y Thaw, 1985). Ademds, se
encontrd que este patrén bifdsico en el aumento de la concentracidn
de calcio intracelular, se correlaciona con un patrén bifasico en
la secrecidén de PRL (Albert y Tashjian, 1984; Martin y Kowalchyk,
1984; Aizawa y Hinkle, 1985, 1986). La presencia de la primera fase
de secrecién de PRL, depende principalmente de la movilizacidn de
calcio de almacenes intracelulares (Martin y Kowalchyk, 1984), que
en este caso parece ser realizado por el inositol trifosfato
(Gershengon, Thaw y Gerry, 1983), mientras que la segunda fase
depende de la presencia de calcio extracelular. Una de las pruebas
que apoyan que la TRH promueve la secrecidén de PRL mediante la
regulacién de la concentracidn de calcio intracelular a expensas de
calcio extracelular, es aquella en que la secrecién de PRL es
suprimida por el tratamiento con cobalto y verapamil (Tan vy
Tashjian, 1984). En este sentido, diacilglicerol parece tener un
papel importante (Martin y Kowalchyk, 1984) ya que como se sabe es
el responsable de activar a la PKC, la que a su vez es la encargada
de fosforilar canales de calcio dependientes de voltaje. De manera
paralela, los estudios electrofisioldgicos realizados en
lactotropos (Bials et al., 1977) o en las lineas celulares GH han
mostrado que estas son eléctricamente excitables y son capaces de
generar potenciales de accidén (Dubinsky y Oxford, 1984; Tan y
Tashjian, 1984; Schlegel et al., 1987). Se ha propuesto que TRH
promueve la secrecidén de PRL en las células GH3, al provocar una
depolarizacién en la membrana celular. Dicha depolarizaciédn provoca
la generacién de potenciales de accidén, y como consecuencia se
activan canales de calcio dependientes de voltaje. Estudios
contrarios a los reportados con TRH se obtienen al aplicar en el
medio de incubacidén al inhibidor hipotaldmico DA. Los estudios
electrofisiolégicos muestran que DA produce un efecto
hiperpolarizante sobre la membrana celular (Israel y Vincent,
1987), teniendo los mismos resultados cuando se trabaja con el
agonista dopaminérgico RU26926. El caso contrario se obtiene con el
tratamiento con antagonistas dopaminérgicos haloperidol y spiperone
(Israel y Vincent, 1987).
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MODULACION DE LOS CANALES DE CALCIO
DEPENDIENTES DE VOLTAJE

Fogsforilacidn

El paso de los iones calcio a través de los canales (Hagiwara

y Ohmori, 1982), depende de dos mecanismos principales: 1) la
activacidén de estos canales por cambios de voltaje en la membrana
celular (Reuter, 1983; Armstrong y Matteson; 1985; Armstrong v
Eckert, 1987) vy 2) por cambios conformacionales en el canal .
inducidos por la fosforilacidén de una de las subunidades que
componen el canal de calcio (Josephson et al., 1990). Armstrong y
Eckert (1987) demostraron que los canales de calcio activados por
voltaje, o las moléculas cercanas que se encuentran asociadas a
estos canales, pueden ser fosforiladas (Murphy y Tuana, 1989) para
que los canales se abran cuando la membrana es depolarizada. Bajo
estas condiciones, se ha observado que las corrientes de calcio
estdn incrementadas debido a que el canal de calcio estd mds tiempo
‘abierto .(Reuter, 1983; Josephson y Sperelakis, 1991). o
. Estudios electrofisioldgicos han mostrado que la actividad de

los canales de calcio puede ser modulada in vivo por la
fosforilacidén por cinasas dependientes de AMP ciclico (Curtis et
al., 1985). Recientemente, se ha mostrado que las cinasas
dependientes de AMP 'ciclico o cinasa A, fosforilan canales de:
calcio en células GH3 (Armstrong y Eckert, 1987), cardiacas
(Sperelakis 'y Wahler, 1988) y musculares aunque con esto no se

puede descartar la participacidén de otras cinasas (Lai et al., . .

1990). Estudios biogquimicos han establecido que la subunidad alfa
del canal de calcio, contiene un sitio de fosforilacidn dependiente
de AMPc, el cual también es sensible a proteasas y fosfatasas.
Hosey y col. (1986 y 1989) y Amstrong y Eckert (1987) han propuesto
que la defosforilacidn de este sitio inactiva el canal y produce
una pérdida irreversible de la actividad del mismo, y se ha
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propuesto que los residuos de serina y treonina en la subunidad
alfa 1 son el sitio mds rédpidamente fosforilado por cinasas
dependientes de AMP ciclico, en condiciones in vitro (Amstrong hY%
Eckert, 1987). Como en el caso de las células cardiacas, la
fosforilacidén del canal de calcio del misculo esquelético, via una
proteiﬁa cinasa dependiente de AMPc, incrementa la probabilidad de
apertura del canal de calcio (Lazdunski et al., 1988). Cuando los
canales de calcio del misculo esqueletico fueron purificados y
reconstituidos (Curtis y Catterall, 1986) en bicapas o vesiculas de
fosfolipidos, la fosforilacidn por la proteina cinasa dependiente
de AMPc en las subunidades alfa 1 y beta, activd corrientes de
calcio, lo que demostrd que la fosforilacidn en estas subunidades
es suficiente para regular la actividad del canal de calcioc en
estas células y en las células GH3 (Taraskevich y ﬁouglas, 1978;
Dufy et al., 1979; Taraskeviéh y Douglas, 1980).

Dihidropiridinasg

El término "antagonistas de calcio" fué uno de los
primeros utilizados para aquellas drogas que interfieren con la . .
‘contraccidén del misculo cardiaco o esquelético, al impedir'la,'
entrada de calcio al interior de la célula. Otros términos que
también han sido utilizados para tratar de explicar la accidén de
estas drogas han sido: "blogqueadores de calcio', "blogqueadores de
la entrada de calcio", "drogas que blogquean el canal de calcio". o
*inhibidores de canales de calcio". De acuerdo a la definicidn que
implica cada uno de éstos términos, se ha propuesto que el término
"antagonistas de canales de calcio" sea utilizado sdélo para
aquellas drogas que tienen una accidén farmacoldgica mds amplia que
la de prevenir sélo la entrada de calcio al interior de la célula
(Triggle y Agrawal, 1982); por ejemplo, que inhiba el efecto de
calcio por actuar sobre proteinas que se unen al idén. Por tal
motivo, todas aguellas drogas que inhiban a los canales de calcio
localizados en la membrana celular, pueden ser referidos como
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inhibidores de canales. Dentro de este grupo, se pueden iﬁclu‘ir al
verapamil, a las 1,4-dihidropiridinas (1,4-DHP) y al diltiazem.
El sitio de accidn de estas drogas parece ser la membrana
celular, pero ain no se sabe si la interaccidén de estas drogas es
realizada directamente sobre las proteinas que conforman a los
canales, o es mediante la modificacidén de otras proteinas que se
encuentran en asociacién con las del canal. Los estudios
electrofisiolégicos han mostrado el modo de accidén de estas drogas.
Por convencidn la activacidén de los canales de calcio se ha
subdividido para su estudio en tres estados consecutivos para la
conduccién de iones: a) el estado de reposo, en el cual el canal
estd disponible a la activacidn; b} el estado abierto, en el que el
canal estd conduciendo iones y, c) el estado inactivado, en el que
el canal estd en un estado cerrado pero sin estar disponible a la
activacidén. Se ha mostrado qué tanto verapamil como D600, bloguean
los canales de .calcio después de que ellos estdn en el estado
abierto asi como en el estado inactivado, incrementando su grado de
blogqueoc dependiendo de 1la frecuencia con que la membrana es
depolarizada. En contraste, nitrendipina blogquea los canales no

sélo .en estos estados, sino también en el estado de reposo, .y: -

diltiazem inhibe futuras corrientes de calcio cuando el canal: ha
pasado al estado inactivado. Sin embargo, a pesar de tener esta
informacidn, atn es necesario realizar mds estudieps que traten de
responder, de mejor forma, la selectividad que tiene cada una de
estas drogas para inhibir la actividad del canal de calcio (Janis
vy Scriabine, 1983).

En contraste con las dihidropiridinas referidas, existen otras -
con efecto opuesto, es decir activadoras de canales de calcio. A
través del registro de la actividad de los canales de calcio,
utilizando la técnica de patch clamp, tanto CGP 28392 como Bay K
8644 muestran un efecto positivo sobre la conductancia de calcio y
consecuentemente sobre la contraccién del misculo cardiaco, es
decir, cambia la cinética de activacidén del canal, por lo gque
prevalece un incremento en el tiempo de apertura del mismo (Kokubun
v Reuter, 1984). Una hipdtesis que se propuso para . tratar de
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explicar dicho efecto, propone que la capacidad de estas drogas
para incrementar el tiempo de apertura del canal (asi como de los
inhibidores para disminuirlo), radica en la presencia de sitios
activos en el canal (Gunter et al., 1984). De estos dos sitios, uno
es responsable de la apertura del canal y el otro del cierre. asi,
si una DHP tiene alta afinidad por el sitio de apertura, bajas
concentraciones de la misma provocan un incremento en el tiempo de
apertura del mismo, mientras que altas concentraciones tendréan el
efecto opuesto al activar el segundo sitio de  accidén. Esta
propuesta se apoya en los resultados obtenidos cuando se
administran concentraciones mayores a 10 UM de Bay K 8644. Bajo
estas condiciones se observa una disminucidn en el flujo de 45Ca2+
(Enyeart, Aizawa Yy Hinkle, 1986) en lactotropos. Para los
bloqueadores de canales de calcio, se propone gque estos son
inhibidores sobre los dos sitios de accién del canal, de tal forma
que cuando la .concentracidén de estos inhibidores aumenta, se
produce mas rapidamente el cierre del canal de calcio. Otro tipo de
clasificacidén utilizado para tratar de explicar el modo de accidn
de estas drogas, involucra el comportamiento de la compuerta
(gating), es decir,la tendencia de que el canal permanezca abierto -
(tiempo) o cerrado. Asi, se le llama modo cero o modo nulo a aquel.:
canal que fué incapaz de abrirse; modo uno donde el tiempo .de
apertura del canal es corto y se cierra répidamente. y, modo dos
donde la probabilidad de que el canal permanezca abierto es alta a
potenciales de activacién relativamente pequefios (Nowycky, Fox y
Tsien, 1985).

En vista de todos estos resultados, la utilizacidn de estas
drdgas, es bastante comin en estudios relacionados con 1la
regulacidn de la concentracidn de calcio intracelular a expensas de
calcio extracelular, como responsable de 1la neurosecrecidn,
contracién muscular o secrecidn de hormonas . Para el caso de las
células musculares esqueléticas y cardiacas, se ha encontrado que
Bay K 8644 aumenta la fuerza de contraccidén del misculo (Enyeart y
Hinkle, 1984; Bossorto, 1985). La neurosecrecidn y secrecidn, por
ejemplo, es bastante favorecida en presencia de Bay K 8644. En el
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gaﬁglio de la raiz dorsal del pollo, Bay K 8644 favorece el
comportamiento del tipo dos, es decir, incrementa el tiempo de
apertura del canal.

Uno de los primeros trabajos que mostraron que Bay K 8644
tiene un efecto positivo sobre la secrecidn de PRL fué realizado
por Enyeart y Hinkle (1985). En este trabajo, los autores muestran
gue Bay K 8644 incrementa la cantidad de hormona secretada de una
manera dependiente de la dosis. A una concentracidn de 10 uM, Bay
K 8644 produjo un incremento de hasta 300% en la secrecién de PRL
cuando las células son depolarizadas con concentraciones altas de
potasio, ya que sin depolarizacidén Bay K 8644, por si mismo, no
tiene efecto alguno sobre la movilizacidn de calcio intracelular y
la secrecidn de PRL (Enyeart y Hinkle, 1985). Ademds, mostraron que
la nimodipina inhibe la secrecidén de PRL estimulada por Bay K 8644
de una manera aparentemente éompetitiva tanto en células GH3 como
en las GH4ACl ¥y, en el caso de las lactotropos normales, 1la
concentracidén requerida para inhibir la secrecidn de PRL es mé&s
baja que para el caso de los otros tipos celulares.

En vista de esto, es claro que desde el punto de vista de la
funcidn, que la dihidropiridina como Bay K 8644 tiene un efecto:
andlogo al descrito para la fosforilacidn de los canales de calcio: -
Por esta razdn, Bay K 8644 es de gran utilidad para estudios que. -
traten de explicar la regulacidén de la secrecidén de PRL por los
factores hipotaldmicos como son DA y TRH (Aizawa y Hinkle, 1985).

Recapitulando sobre el efecto que la TRH tiene sobre la
secrecién de PRL, se ha especulado gue la cantidad de PRL que es
secretada por los lactotropos depende directamente de los niveles
de calcio intracelular. Estos niveles, que serian principalmente
regulados por el influjo de calcio extracelular, aumentan durante
los potenciales de accidn. Usando la. técnica de registro
intracelular, se ha mostrado que la frecuencia de los potenciales
de accidén aumenta cuando se administran pequefias cantidades de TRH
(Ozawa y Kimura, 1979; Kaczorowski et al., 1983). Esto sugiere que
TRH puede estimular la secrecidn de PRL en las células GH3, al

modular la frecuencia de los potenciales de accidn (Ozawa y Kimura,
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1979; Kaczorowski et al., 1983). Este aumento en la frecuencia de

las depolarizaciones en la membrana, trae como consecuencia la

apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje, lo cue

permitiria que calcio extracelular entrase a la célula (Kidokoro,

1975). Resultados contrarios a los reportados con TRH se obtienen

al aplicar en el medio de incubacidén al inhibidor hipotaldmico DA.

Los estudios electrofisioldgicos muestran que DA produce un efecto

hiperpolarizante sobre la membrana celular (Israel y Vincent,

1987). Ademds, se encontrd que el efecto estimulante producido por

el Bay K 8644 sobre la secrecidén de PRL, inducida por altas

cpncentraciones de potasio, es completamente inhibido cuando las

células son tratadas con DA (Enyeart et al., 1987). Los estudios

electrofisioldégicos realizados en canales de calcio reconstituidos
en bicapas mediante la aplicacién de Bay K 8644 (1 uM) y en
presencia de ATP, mostraron gue esta droga, aparte de promover la

apertura del canal en el modo
disminuir la defosforilacidn
1987). Esto podria explicar
corriente de calcio por Bay K

juntos pueden producir un efecto aditivo en las células musculares:i=: =

cardiacas ya que uno reduce

2, también puede tener un efecto al
del canal (ver Armstrong et al.,
el porque la estimulacidén de 1la
8644 y los agonistas R-adrenérgicos

el indice de desfosforilacidén del =7 -

canal, mientras que el otro estimula el indice de fosforilacidn del

mismo (Armstrong et al., 1987); aunque esta propuesta alin permanece

a ser discutida.
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OBJETIVO, HIPOTESIS Y ESTRATEGIA'

Objetivo

El objetivo principal de este trabajo es determinar cuales son
los mecanismos intracelulares involucrados en potenciar la accidn
estimulante de la TRH cuando hay una suspensién transitoria gel

tono dopaminérgico.

Hipdtesis

Por tal motivo, la hipétesis que se planted es gque la
suspensidén transitoria de DA activa a los canales de calcio a la
apertura, por la fosforilacidén de una de las proteinas del canal
mediada por cinasas dependientes de AMP ciclico, de tal manera que
cuando TRH estimula la apertura de los canales de calcio mediante
la depolarizacidn membranal, la corriente de calcio aumenta debido
a que los canales de calcio estdn fosforilados. Es decir, hay un
incremento en el tiempo de apertura del canal de calcio y, como
consecuencia, se produce una entrada masiva de Ca2+ vy la
consecuente potenciacidn en la secrecidn de PRL (ver fig 1)

Estrategia .

En vista de esto, se utilizé al activador de canales de calcio
Bay K 8644 debido a gue tiene la propiedad de incrementar el tiempo:
de apertura del canal de forma andloga al efecto previamente
descrito de la fosforilécién. Esta droga pertenece al grupo de las
dihidropiridinas que se sabe son potentes moduladores de los
canales de calcio activados por voltaje (Enyeart y Hinkle, 1985).
Los estudios que se han realizado con ella, han mostrado que se une
a receptores localizados en la subunidad 0 del canal (Amstrong y
Eckert, 1987). La unidén de este activador con sus receptores,
provoca un incremento en el tiempo de apertura del canal (Hess et
al., 1984) de la misma forma como lo realiza la fosforilacidén. En
otras palabras, se ha observado que esta droga altera la cinética
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y cambia la dependencia de voltaje de la compuerta lo que se ve
reflejado en cambios de las corrientes macroscédpicas de calcio
(Josephseon y Speralakis, 1990). Para evitar el desencadenamiento
de toda la cascada de eventos que se da normalmente dentro de la
célula cuando se suspende a la DA y aislar solamente el efecto
sobre los canales de calcio, esta droga se administrd en presencia
ténica de DA para ver si su aplicacidén junto con TRH produce el
mismo efecto que se dd cuando se suspende transitoriamente a la
catecolamina, y de esta manera, tratar de mostrar la participacién
de la fosforilacidén de los canales de calcio sobre la secreciédn
potenciada de PRL.

® [AMPc] +
‘j’KA . {l TRH

Ca++ 21———+ 2
b:) 1
2 1
Ca++ Ca++ ) jh

LY

Fig. 1.- Esquema qgue muestra la hipdtesis planteada en el trabajo de tesis. Go=

Proteina G; DA= Dopamina; AC= Adenilato ciclasa; AMPc= AMP ciclico; PKA= Proteina

Cinasa A; TRH= Hormona liberadora de tirotropina; PO4= Grupo fosfato; OH= Grupo
oxidrilo; PRL= Prolactina; Ca++= ién calcio.

24



RESULTADOS

Como se menciond previamente, la secrecidn potenciada de PRL
que se da en respuesta a TRH después de un periodo transitorio de
suspensidén dopaminérgica, es la resultante de una compleja
interaccidén espacio temporal entre la cascada evocada por la
suspensidén transitoria del tono dopaminérgico y aquella evocada por
la TRH. La informacidn transmitida por estas dos vias de segundos
mensajeros, convergen en un punto donde se regulan los mecanismos
responsables de incrementar los niveles de calcio intracelular, por
ejemplo el inositol trifosfato y los canales de calcio. Asi, en
este trabajo se propone gue la fosforilacidén de los canales de
calcio es el mecanismo involucrado en potenciar la capacidad de TRH
para secretar PRL (ver fig. 1).

Para abordar la pregunta planteada en el trabajo de tesis, es
necesario el uti.lizar cultivos celulares de lactotropos para poder
disecar el efecto de la suspensidén de DA sobre: 1) la capacidad
estimulatoria de la TRH para secretar PRL y, 2) mostrar que la
fosforilacidn de los canales de calcio es el mecanismo responsable
de dar lugar a la secrecidn potenciada de PRL.

Los experimentos se realizaron sobre cultivos celulares de
lactotropos enriquecidos. Cada experimento se realizd en tres
periodos consecutivos de 30 minutos cada uno y con seis grupos
experimentales. Asi, el primer periode (0-30 minutos) consistid en
mantener a todos los grupos celulares en presencia ténica de
dopamina; en el segundo periodo (30-60 minutos) se suspendid a la
DA (-DA) por 30 minutos y en este mismo periodo se administré al
activador de canales de calcio Bay K 8644 (10 uM) y, en el tercer
periodo (60-90 minutos) se reincorpordé la DA a los grupos gue
carecieron de ella en el periodo anterior (30-60 minutos) y se
administré TRH (1 puM) a grupos que: a) estuvieron en presencia
ténica de DA (TRH+DA), b) que carecieron de DA en el segundo
periodo (-DA) y, c) a células que estuvieron en presencia tdnica de
DA vy con el activador de canales de calcio Bay K 8644 (DA+BAY+TRH),
este Ultimo grupo imitaria la respuesta de potenciacién que se da
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'pof la suspensidén transitoria de DA.

Para mostraf que la fosforilacidn de los canales de calcio es
uno de todos los mecanismos intracelulares que estd participando en
la secrecidén potenciada de PRL, se utilizaron los bloqueadores de
canales de calcio nifedipina (10 pM) y metoxiverapamil (10 pM) va
que como se ha mostrado en otros trabajos, estos blocueadores
actian reduciendo el tiempo de apertura del canal, que reproduce el
efecto que se observa cuando un canal de calcio se encuentra en un
estado desfosforilado. Asi, estas drogas se administraron en el
tercer periodo de experimentacidn, ya que es en este periodo en
donde se observa la potenciacién. Los resultados que se presentan
mids adelante, corresponden a la medicidén por radiocinmunoensayo
(RIA) del tercer periodo de experimentacidn (60-90minutos). EL
coeficiente de variacidn intraensayo fué de 3% vy el interensayo fué
de 8%. Estos resultados fueron sometidos a la prueba estadistica t
de Student y a la prueba de Andlisis de Varianza. La significancia
se marca con: * = p<0.05 con respecto a su grupo control (dopamina
ténica= DA) ** = p<0.05 con respecto al grupo con dopamina tdénica
mas TRH (DA+TRH) (para mayores detalles ver apéndice 1).

Efecto de la suspensién de DA sobre la secrecién de PRL inducida
por TRH. Los resultados de la segunda figura muestran que los
niveles de PRL son semejantes a los encontrados en el grupo control
(células en presencia ténica de DA) posterior a la reincorporacidn
de DA en el tercer periodo a células que en periode anterior
carecieron de DA (-DA), lo que demuestra que el efecto blogueador
que DA tiene sobre la secrecidn de PRL, se recupera muy rdpidamente
al agregar a la catecolamina al medio nuevamente. La administracidn
de TRH, en el tercer periodo, a células que estuvieron en presencia
ténica de DA, estimula significativamente la secrecién de PRL
comparada con su grupo control (DA; * =p<0.05). Mientras que la
administracién del mismo junto con DA, a células que en el periodo
anterior carecieron de la misma, muestran una secrecién de PRL
significativamente mayor cuando se compara tanto con su grupo
control como con el grupo de DA ténica (DA+TRH; ** =p<0.05), es
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decir, el efecto de la TRH se potencia cuando fué precedido de una
suspensidn transitoria del tono dopaminérgico.

Efecto de la administracidn del activador de canales de calcio Bay
K 8644 sobre la secrecidén de PRL inducida por TRH. La figura tres
nmuestra que la administracidn del activador de canales de calcio
BayK 8644 a células que estuvieron en presencia tdénica de DA (DA+
BAY), por si sola no estimula la secrecidén de PRL. Nuevamente, la
administracién de TRH a células con DA ténica (DA+TRH), estimula
significativamente la secrecidén de PRL cuando se compara con el
grupo control (DA; * =p<0.05). Sin embargo, su efecto se ve
potenciado cuando se administra a células que en el periodo
inmediato anterior estuvieron en presencia del activador de canales
de calcio Bay K 8644 (DA+BAY+TRH). Asi, el efecto de la TRH es
estadisticamente significativo cuando se compara con su grupo
control (DA; * '=p<0.05) o con el grupc que tuvo dopamina y TRH
(DA+TRH; ** =p<0.,05). Incluso, la secrecidén de PRL que se obtuvo
bajo estas condiciones, fué mucho mayor que la obtenida cuando se
supendid a la dopamina y se administré TRH (fig. 2).

Como se muestra en la figura, la utilizacidn del activador de
canales de calcio Bay K 8644 suplanta la secrecidn potenciada de

PRL inducida por la suspensidén transitoria de DA.

Efecto de la a@ministracidén del blogqueador de canales de calcio
Methiverapamil gobre la secrecién potenciada de PRL inducida por
la suspensién transiﬁoria de DA. Como se muestra en la figura
cuatro, la administracidn de 10 uM de metoxiverapamil (una droga
que pertenece al grupo del las fenilalguilamidas) inhibe
completamente la secrecidn de PRL inducida por la administracidn de
TRH tanto a células que estuvieron en presencia tdénica de Da
(DA+TRH) como en agquellas gue carecieron de la misma en el periodo
anterior. Los valores que se obtuvieron en todos los grupos fueron

similares al los del grupo control {DA).
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FIG. 2.~ Sacrecidén potenciada de prolactina por TRE (100 nM) en respuesta a la
suspensién transitoria de DA. lLa figura muestra la secrecién de prolactina del
tercer periodo de experimentacién (60-90 minutos) de cultivos celulares primarios,
preincubados por toda la noche con dopafiina (500 nM). Las células fueron obtenidas
de ratas tratadas con estrdégenos por 30 dias. Se sembraron 3.3 X 10° ¢élulas por
pozo. Los valores se muestran como la media *+ error estandar de cinco experimentos
independientes con determinaciones por cuadruplicado cada uno. DA= dopamina; -DA=
suspensidén de dopamina; TRH= hormona liberadora de tirotrecpina; PRL= prolactina; *=
diferencias significativas con respecto a su control [presencia ténica de DA (DA);
p<0.05}] y **= diferencias significativas con respecto al grupo con dopamina ténica
mds TRH (DA+TRH; p<0.05).
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BAY K 8644
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FIG. 3.- Becrecidén potenciada de PRL inducida por TRH (100 nM) en respussta a la
administracién del activador de canales de calcio Bay K 8644 (10 uM). La figura
muestra la secrecidén de prolactina del tercer periodo de experimentacidén (60-90
minutos) de cultivos celulares primarios, preincubados por toda la noche con
dopamina (500 nM). Las células se obtuvieron de ratas tratadas con estrégenocs por
30 dfas. Se sembraron 3.3X 105 células por pozo. Los valores se muestran como la
media * error estandar de cinco experimentos independientes con determinaciones por
cuadruplicado cada uno. DA= dopamina; -DA= suspensién de dopamina; TRH= hormona
liberadora de tirotropina; B= bayk 8644; PRL= prolactina; *= diferencilas
significativas con respecto a su control [presencia tdénica de DA (DA); p<0.05)] ¥y
**= diferencias significativas con respecto al grupo con dopamina ténica m&s TRH
(DA+TRH; p<0.05).
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F1G. 4.- Blogueo por Metoxiverapamil (10 M) sobre la secrecién potenciada de
prolactina inducida por la suspensién transitoria de dopamina. La figura muestra la
secrecién de prolactina del tercer perfo8o de experimentacidén de cultivos celulares
primarios, preincubados por toda la noche con dopamina (500 nM). Las células se
obtuvieron de ratas tratadas con estrégenos por 30 dfas. Se sembraron 3.3X 105
células por pozo. Los valores se muestran como la media * error estandar de cinco
experimentos independientes con determinaciones por cuadruplicado cada uno. DA=

dopamina; -DA= suspensién de dopamina; TRH= hormona liberadora de tirotropina; PRL=
prolactina; *= diferencias significativas con respecto a su control [presencia
ténica de DA (DA); p<0.0S)] y **= diferencias significativas con respecto al grupo

con dopamina ténica mds TRH (DA+TRH; p<0.05).
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Efecto de la administracidén del blogqueador de canales de calcio
Nifedipina sobre la secrecidén potenciada de PRL inducida por 1la
suspensién transitoria de dopamina. En la figura cinco, se muestra
que la administracién de 10 UM de nifedipina (una droga que
pertenece al grupo de las dihidropiridinas) bloquea completamente
la secrecién de PRL estimulada por TRH tanto en células gque
estuvieron en presencia ténica de DA (DA+TRH) como en aquellas que
carecieron de la misma en el periodo anterior. Los valores que se
obtuvieron en todos los grupos fueron semejantes a los del grupo
control (DA).

Efecto de la administracién del blogqueador de canales de calcio
Metoxiverapamil sobre la secrecidn potenciada de PRL inducida por
la administracidén del activador de canales de calcio Bay K 8644. En
la figura seis, se muestra el efecto que la administracién de 10 puM
de metoxiverapaﬁil tiene sobre la secrecidén de PRL. Como se puede
observar, la administracidén del bloqueador inhibe completamente la
secrecidén de PRL inducida por la administracidén de TRH a células
que estuvieron en presencia tdénica de DA (DA+TRH), los valores que
muestran son semejantes a los del grupo control y no son

estadisticamente significativos. La administracién de 10 UM del - -

mismo blogueador a células que estuvieron en presencia del
activador de canales de calcio Bay K 8644 v de TRH (DA+§AY+TRH), no

inhibe completamente la secrecidén de PRL inducida por estos dos
secretagogos, va que la secrecidn presentada por este grupo, ain
sigue siendo estadisticamente significativa cuando se compara tanto
con el grupo control (DA; * =p<0}05) como con aguel que estuvo con
DA y TRH (DA+TRH; ** =p<0.05). Una posible explicacidén a este
resultado puede darse por el hecho de que a concentraciones
equimolares tanto del activador de canales de calcio Bay K 8644
como del bloqueador de canales de calcio metoxiverapamil, el efecto
de éste Ultimo no es lo suficiente como para impedir completamente
la secrecidén de la hormona. Sin embargo, se puede decir que la
respuesta de secrecidén en presencia de estos secretagogos es
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disminuida, ya que esta no fué tan grande como la que se obtuvo
cuando dicho bloqueador no estuvo presente (ver fig. 2).

Efecto de la administracidén del blogueador de canales de calcio
Nifedipina sobre la secrecidn potenciada de PRL inducida por 1la
administracién del activador de canales de calcio Bay K 8644. Como
se muestra en la figura siete, la administracién de 10 pM de
nifedipina inhibié completamente la secrecién de PRL inducida por
la adicidén de TRH a células que estuvieron en presencia tdénica de
DA (DA+TRH) ya que sus valores son semejantes a los del grupo
control (DA). Sin embargo, la administracidén del mismo blogueadox
(a la misma concentracidén) a células que estuvieron en presencia de
DA y del activador de canales de calcio Bay K 8644 (DA+BAY+TRH), no
blogued completamente la secrecidén de PRL inducida por estos dos
secretagogos, ya que el Qalor obtenido en este grupo fué
estadisticamente significativo cuando se comparé tanto con el grupo
control (DA; * =p<0.05) o con aquel que sélo estuvo en presencia de
DA y TRH (DA+TRH; ** =p<0.05). Aungque la secrecidn de PRL no fué
blocueda completamente en presencia de estos dos secretagogos, su

secrecidén fué disminuida, ya que si se compara con agquel gque- .-
carecié del bloqueador la respuesta obtenida aqui es menor (ver ..:-7:

fig. 2). En este caso, también podemos decir que concentraciones
equimolares tanto del activador como del blogqueador, no son lo
suficiente como para que este Ultimo inhiba completamente 1la

secrecién de PRL.
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FPIG. 5.- Blogueo de Nifedipina (10 uM) scbre la secrecidn potenciada de prolactina
inducida por la suspensién transitoria de dopamina. La figura muestra la secrecién
de prolactina del tercer perfodo de experimentacién (60-30 minutos) de cultivos
celulares primarjios, preincubados por toda la noche con dopamina (500 nM). Las
células se obtuvieron de ratas tratadas con estrégenos por 30 dfas. Se sembraron
3.3X 105 células por pozo. Los valores se muestran como la media + error estandar
de cinco experimentos independientes con determinaciones por cuadruplicado cada uno.
DA= dopamina; -DA= suspensién de dopamina; TRH= hormona liberadora de tirotropina;
PRL= prolactina; *= diferencias significativas con respecto a su control [presencia
ténica de DA {DA); p<0.05)] y **= diferencias significativas con respecto al grupo
con dopamina ténica mds TRH (DA+TRH; p<0.05).
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FIG. 6.- Decramento por Metoxiverapamil (10 M) sobre la saecrecién potenciada de
prolactina inducida por la suspensién transitoria de dopamina. La figura muestra la
secrecidén de prolactina del tercer periodo de experimentacidén (60-90 minutos) de
cultivos celulares primarios, preincubados por toda la noche con dopamina (500 .nmM).
Las células se obtuvieron de ratas tratadas con estrégenos por 30 dias. Se sembraron
3.3X 105 células por pozo. Los valores se muestran como la media i error estandar
de cinco experimentos independientes con determinaciones por cuadruplicade cada uno.
DA= dopamina; -DA= suspensién de dopamina; TRH= hormona liberadora de tirotropina;
PRL= prolactina; *= diferencias significativas con respecto a su control [presencia
ténica de DA (DA); p<0.05)] y **= diferencias significativas con respecto al grupo
con dopamina ténica mas TRH (DA+TRH; p<0.05). '
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FIG. 7.~ Decremento por Nifedipina (10 puM) sobre la sescrecién potenciada de
preolactina inducida por la suspensién transitoria de dopamina. La figura muestra la
secrecidén de prolactina del tercer periodo de experimentacién de cultivoes celulares
primarios, preincubados por toda la noche con dopamina (500 nM). Las células se
obtuvieron de ratas tratadas con estrdégenos por 30 dias. Se sembraron 3.3X 105 -
células por pozo. Los valores se muestran come la media * error estandar de cinco
experimentos independientes con determinaciones por cuadruplicado cada uno. DA=
dopamina; -DA= suspensién de dopamina; TRH = hormona liberadora de tirotropina;
PRL= prolactina; *= diferencias significativas con respecto a su control (presencia
ténica de DA {DA); p<0.05)] y ** = diferencias significativas con respecto al.grupo
con dopamina ténica mis TRH (DA+TRH; p<0.05) )
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 DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se investigaron los mecanismos intracelulares
involucrados en producir una secrecidn potenciada de PRL en
respuesta a estimulos naturales entre los gue destaca la succidn.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran,
indirectamente, que la fosforilacidén de los canales de calcio
dependientes de voltaje podria ser un punto de convergencia de la
informacidén que se transmite por dos de los factores superiores de
control, es decir, 1la suspénsién transitoria de DA asi como 1la
informacidn transmitida por la TRH, y cuya interaccidn reéulta en
la potenciacién de la secrecién de PRL.

Los estudios realizados en ratas lactantes indican que la
secrecidn masiva de PRL que se da por la aplicaciédn del estimulo de
la succidn, no se explica por la sola disminucidn transitoria del
tono dopaminérgico. Sin embargo, esta disminucidén es parte integral
de un mecanismo complejo que incluye la participacién de otras
hormonas hipotaldmicas que dan lugar a dicha respuesta. El breve

decremento en la concentracidén de DA en sangre portal que ocurre . :--:

como una respuesta temprana a diversos estimulos secretores de PRL, ... :

potencia la eficacia de factores hipotaldmicos facilitadores entre
los que se encuentra la TRH, para estimular la secrecién de PRL
(Grosvenor y Mena, 1980).

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que la
efectividad de TRH para estimular la secrecidn de PRL aumenta como
consecuencia de una interrupcién breve y transitoria de . la
concentracidén dopaminérgica en el medio que bafia a las células
(Eigura 1). Estos resultados confirman aquellos obtenidos
anteriormente en ratas lactantes in vivo (Grosvenbr y Mena, 1980;
deGreef y Visser, 1981) y en condiciones in vitro (Fagin y Neill,
1981; Martinez de la Escalera y Weiner, 1988).

Los estudios encaminados a analizar las vias de sefialamiento
transmembranal, indican que la disociacidn momentdnea de DA de sus
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receptores activa tanto a la adenilato ciclasa k-como a I‘La‘ '
fosfolipasa C, y como consecuencia, se produce un incremento en los
niveles de AMP ciclico y de los fosfatos de inositol (Martinez de
la Escalera y Weiner, 1988). Por otro lado, la accidn estimulante
de la TRH parece ser mediada por la activacidén del sistema del
calcio v de la fosfolipasa C, enzima encargada de hidrolizar a los
fosfoinositidos de membrana para generar inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) vy diacilglicerol (DG). Resultados prevics obtenidos en este
laboratorio, han mostrado que la secrecidn potenciada de PRL por la
TRH, que se da en respuesta a la suspensidn transitoria de DA, es
especifica para la activacidén del calcio y de la via de 1la
fosfolipasa C y no para la de la adenilato ciclasa. Asi, el efecto
potenciado de la TRH se reproduce cuando en lugar de ésta se
administra el ionoforo de calcio A23187 y/o TPA (activador de la
proteina cinasa C) después‘ de una breve suspensidén del tono
dopaminérgico (Martinez de la Escalera, Gutrie y Weiner, 1988).
Esta secrecidén potenciada de PRL no se obtiene cuando se administra
al VIP, B8-Br-AMP ciclico o forskolina después de suspender
transitoriamente al inhibidor dopaminérgico (Martinez de ia
Escalera y Weiner, 1988). Sin embargo, tanto el VIP como ‘los
agonistas y activadores del AMP ciclico son capaces de potenciar la
eficacia de la TRH en forma andloga a la producida por 1la
suspensién del tono dopaminérgico (Martinez de la Escalera y
Weiner, 1988).

La importancia de los iones calcio para la secrecidén hormonal
. ha sido ampliamente establecida. Su participacidn como regulador de
la secrecidén de hormonas, ha sido estudiada en células secretoras
como aguellas de las géndulas salivales, de la médula adrenal y de
la glandula hipéfisis, entre muchas otras. La unidén de la TRH a sus
receptores membranales produce un aumento en la concentracidn de
calcio intracelular tanto en células GH3 (Tan y Tashjian, 1984;
Geshengorn; Thaw, 1985) como en células adenohipofisiarias normales
(Scherey et al., 1986). Esta respuesta se da de forma bifdsica
donde la primera fase obedece a la movilizacidén de calcio de
almacenes intracelulares mediado por IP3 (Albert y Tashjian, 1984;
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Guillemette et al., 1987), mientras que la segunda se d& en
respuesta a la entrada del mismo (Albert y Tashjian, 1984;
Gerhergon y Thaw, 1985) a través de canales de calcio localizados
en la membrana celular. El paso de estos iones a través de los
canales de calcio estd regulado por la activacidn de estos canales
por cambios de voltaje en la membrana celular (Reuter, 1983;
Armstrong vy Eckert, 1987) y por cambios conformacionales del canal
inducidos por la fosforilacién de una subunidad componente del
canal de calcio (Josephson et al., 1990). Armstrong y Eckert (1987)
demostraron que la fosforilacidén de los canales de calcio activados
por voltaje, o moléculas asociadas a estos canales, modula la
funcidn de la compuerta. Bajo estas condiciones, se ha observado un
aumento en las corrientes de calcio que se explica por un aumento
en la probabilidad de apertura del canal (Reuter, 1983; Josephson
y Sperelakis, 1991). '

Recientemente, se ha mostrado que cinasas dependientes de AMP
ciclico, fosforilan canales de calcio en células GH3 (Armstrong y
Eckert, 1987), cardiacas (Sperelakis y Wahler, 1988) y musculares
(Lai et al., 1990), y se ha propuesto que la subunidad alfa del
canal es el sustrato para estas enzimas, aunque con esto no se
puede descartar la participacidn de otras cinasas. La fosforilacidn
del canal de calcio del misculo esquelético, via una proteina
cinasa dependiente de AMPc, incrementa la probabilidad de encontrar
un canal de calcio en un estado abierto (Lazdunski et al., 1988).
Cuando los canales de calcioco del misculo esqueletico son
. purificados y ©reconstituidos en. bicapas o vesiculas = de
‘fosfolipidos, la fosforilacidn por la proteina cinasa dependiente
de AMPc en las subunidades alfa 1 y beta activa corrientes de
calcio, demostrando gue la fosforilacidén de estas subunidades es
suficiente para regular la actividad del canal de calcio en estas
células, asi como en celulas GH3 (Taraskevich y Douglas, 1978; Dufy
et al., 1979).

De acuerdo a los datos anteriores, en este trabajo se propuso
analizar la participacién de la fosforilacidén de los canales de
calcio sobre la secrecidén potenciada de PRL. Para tratar de
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demostrar la participacidn de este mecanismo, como estrategia se
utilizé al activador de canales de calcio Bay K 8644. Asi, 1los
resultados obtenidos (figura 3) muestran que la aplicacidén del
activador de canales de calecio Bay K 8644 no estimula por si sola
la secrecién de PRL cuando se administra en presencia tonica de DA,
como era de esperarse. Por estudios electrofisioldgicos, uno de los
mecanismos utilizados por DA para inhibir la secrecidén de PRL es
mediante la generacidén de una hiperpolariz.acio'n membranal (Israel
Y Vincent, 1987). Bay K 8644 produce un incremento en el tiempo de
apertura de los canales de calcio (Armstrong y Eckert, 1987). En
nuestro estudio, el pretratarhiento con Bay K 8644 ain en presencia
ténica de DA potencidé 1la eficacia de la TRH para secretar PRL
(figura 2). Incluso, su efecto es mayor que el obtenido por la
suspensién de DA (Figura 2). Estos resultados se refuerzan con
aquellos obtenidos por Enyeaft y Hinkle (1985) donde muestran que
una concentracidén de 10 UM de Bay K 8644 produce un incremento de
hasta 300% en la secreciédn de PRL, cuando las c¢élulas se
depolarizan con concentraciones altas de potasio. Por otra parte,
la falta de efecto de la Bay K 8644 administrada por si sola,
previamente descrita, coincide con resultados negativos cuando el -
activador se administra a células GH3 en presencia —de -
concentraciones normales de potasio (Enyeart y Hinkle, 1985). Este
efecto de Bay K 8644 se puede explicar si consideramos que, como se
describié anteriormente, la TRH tiene la propiedad de producir
depolarizacidén membranal (Israel y Vincent, 1987), y de esta forma,
activar canales de calcio dependientes de voltaje. Asi, el efecto
de - la TRH se expresaria mediante un aumento masivo en .la
concentracidn de calcio intracelular, al permitir el paso de los
iones calcio a través de canales de calcio dependientes de voltaje,
que se encontrarian en un estado "activado" por la presencia del
Bay K 8644. Este estado activado proponemos que seria andlogo al
producido por la fosforilacién de los canales que ocurre en
respuesta a la activacién de la cinasa A por la suspensidn
dopaminérgica. Estas activaciones podrian explicarse en parte
quizds por un incremento en el tiempo de apertura del canal como lo
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muestra el trabajo de Nunoki y col. (1989) o quizds por un
incremento en el numero de canales funcionales como es el caso de
la estimulacidn R-adrenérgica en miocitos ventriculares de cobayo
(Bean et al., 1984). Una posible explicacidén a la respuesta tan
grande gque se obtuvo de secrecidn de PRL al utilizar al activador
de canales de calcio Bay K 8644 puede ser dada en el sentido de cue
la unidén de Bay K 8644 con su receptor pudiera provocar un cambio
conformacional en la estructura del canal de tal forma que podria
limitar la interaccidén de las fosfatasas enddgenas con el sitio de
fosforilacidn y evitar, de esta forma, un decaimiento rdpido en la
apertura del canal (Armstrong y Eckert, 1987).

A pesar que los resultados que se han mostrado hasta el
momento son muy sugerentes de que la fosforilacidn de los canales
de calcio es un mecanismo gue estd participando en la secrecidn
potenciada de PRL, no se puedén descartar la participacidn de otros
mecanismos celulares paralelos o redundantes. Tampoco nuestros
datos proporcionan evidencia directa de que el mecanismo de
fosforilacidén sea el responsable de la potenciacidn, sino que
constituyen solamente una evidencia indirecta. Sin embargo, en
apoyo a la participacién del mecanismo de fosforilacidn en la
potenciacidén, la utilizacidn de blogueadores de canales de calcio
metoxiverapamil y nifedipina bloquearon la potenciacidn inducida
por la suspensidn transitoria del tono dopaminérgico (figuras 4 y
5). La observacién de que la potenciacidén del efecto de TRH
inducida por Bay K 8644 no fué completamente blogueada por
nifedipina y metoxiverapamil (figuras 6 y 7), si no parcialmente
inhibida, puede tener dos explicaciones: 1) en vista de que las
concentraciones que se utilizaron tanto del activador como de los
bloqueadores fueron equimolares, podemos pensar en un fendémeno de
competencia parcial; o 2) gque cocmo . se habia mencionado
anteriormente, gquizds estas drogas impiden la accidén de las
fosfatasas, donde la desactivacidn de los canales de calcio resulta
de la defosforilacidn de los mismos por una fosfatasa dependiente
de calcio. El mecanismo de accidén propuesto para las
dihidropiridinas inhibitorias, implica el blogueo de la apertura
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del canal cuando este es estimulado por una depolarizacidn
membranal (Cohen y McCarthy, 1987), lo que se traduce en un blogueo
del flujo entrante de calcio extracelular al espacio intracelular
(Catterall et al., 1990). Estos resultados coinciden con 1los
reportados en las celulas GH3 y GH4Cl donde nimodipina inhibe 1la
secrecidén de PRL estimulada por Bay K 8644 de una manera
competitiva (Enyeart y Hinkle, 1985).

En resumen podemos decir que los datos obtenidos por otros
investigadores, aunados a los obtenidos en este laboratorio, apoyan
la hipdtesis planteada de que la suspensidén transitoria de DA es un
estimulo importante en la regulacidn de la secrecidén de PRL. Las
concentraciones de DA encontradas en la circulacién del sistema
porta hipofisiario se ha reportado son suficientes para inhibir
ténicamente la secrecidn de PRL (Ben-Jonathan et al., 1977) y para
ocupar la mayoria de los receptores localizados en la membrana
celular del lactotropo (Caron, 1978). El efecto inhibitorio tdénico
que DA tiene sobre la secrecidn de PRL lo realiza mediante su unién
a receptores denominados D2 (Caron, 1978). De esta manera inhibe la
secrecidén de PRL al inactivar tanto a la adenilato cilclasa como a
la fosfolipasa C (Martinez de la Escalera, Guthrie y Weiner, 1988),
al impedir la generacidn de potenciales de accidn por mantener a la
membrana celular en un estado hiperpolarizado (Dufy et al., 1979;
Israel y Vincent, 1987), y al impedir la activacidén de los canales
de calcio dependientes de voltaje (Schofield, 1983). Por el
contrario, un breve decremento en la concentracidén de DA en sangre
portal tanto en condiciones in vivo (Plotsky y Neill, 1982} como in
vitro (Martinez de la Escalera y Weiner, 1988), resulta en la
activacidén de la adenilato ciclasa y el consecuente incremento en
los niveles de AMPc (Martinez de la Escalera Weiner, 1988) y
presumiblemente en la activacidén de la proteina cinasa A, lo que
hipoteticamente resultaria en la fosforilacidén de los canales de
calcio. De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, se
puede concluir gue Bay K 8644 potencia la acapacidad de TRH para
secretar PRL (ver fig. 8) al incrementar el tiempo de apertura del
canal de una manera similar a como lo realiza la fosforilacidn, va
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que al administrar TRH en presencia ténica de DA y del activador de
canales de calcio Bay K 8644 se observa la respuesta de secrecidn
potenciada de PRL (ver fig 3). De manera indirecta se puede decir
que la fosforilacidén de los canales de calcio es el mecanismo que
estd participando en potenciar la capacidad estimulante de la TRH
cuando hay una suspensidn transitoria del tono dopoaminérgico (ver
fig. 1) v que da lugar a la secrecién potenciada de PRL.

Fig. 8.- Esguema que muestra la secrecidn potenciada de PRL inducida por el agonista
de canales de calcio Bay K 8644, como estrategia para mostrar que los canales de
calcio pueden ser fosforilados durante la suspensidn transitoria de DA por la cinasa
A. Go= Proteina G; DA= Dopamina; AC= Adenilato ciclasa; TRH= Hormona liberadora de
tirotropina; OH= Grupo oxidrilo; BK= Bay K 8644; PRL= Prolactina; Ca++= ién calcio.
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Para finaliéar, cabe aclarar que en este trabajo se ha
hipotetizado que el aumento en la efectividad de la TRH involucfa
la activacién de canales de calcio dependientes de voltaje que se
encuentran en un estado defosforilado, por la accidén de la cinasa
A en respuesta a 1la suspensidén dopaminérgica. 8Si bién los
resultados que aqui se presentan al utilizar al activador de
canales de calcio Bay K 8644, son bastante sugerentes de que la
fosforilacidén de los canales de calcio dependientes de voltaje, ¥y
en particular los canales de calcio tipo L (que se sabe son lo
inicos sensibles a las dihidropiridinas), estd participando en la
secrecidn potenciada de PRL, es necesario demostrar que la proteina
cinasa dependiente de AMP ciclico es la responsable de fosforilar
a dichos canales, y que estos canales efectivamente se encuentran
fosforilados en lactotropos.
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APENDICE I

METODOLOGIA

ANIMALES

En todos los experimentos se utilizaron ratas ciclantes de la
cepa Wistar, con pesos entre 180 y 200 gramos. Los animales fueron
ovariectomizados bilateralmente e implantadas subcutédneamente en el
dorso por 30 dias antes del.experimento con cdpsulas de silastic
conteniendo 1 cm de estradiol (E,). Este tratamiento incrementa
tanto el numero de células de la adenohipdfisis (de aproximadamente
1.5 millones a 10 millones de células por pituitaria), asi como la
proporcién de lactotropos, de un 30% a un 90% (Martinez de la
Escalera et al., 1989). Las células tratadas con E, responden tanto
a los estimulos de DA y TRH como a la potenciacidén por 1la
suspensidén transitoria del tono dopaminérgico, lo que permite que
se puedan identificar los fendémenos bioquimicos intracelulares que
se correlacionan con la secrecidn potenciada de PRL mediante la
utilizacién de fdrmacos. ‘

CULTIVO DE CELULAS ADENOHIPOFISIARIAS

En cada experimento se utilizaron entre 3 y 9 adenohipdfisis
que  fueron colocadas en una solucién salina balanceada de Hanks
libre de Ca*" y de magnesio (Mg?*') y conteniendo dcido ascdédrbico (AA;
100 MM) y DA (500 nM). Las hipdéfisis fueron trituradas en
fragmentos de aproximadamente 1 mm, se lavaron dos veces y se
incubaron en 2.5 ml de Hanks con colagenasa (2mg/ml) y DNAsa
(40 uM/ml) durante una hora en una incubadora metabdlica a 37°C.
Los fragmentos fueron disociados a células individuales por
trituracidn suave con pipetas pasteur siliconizadas. La suspensidn
fué precipitada por centrifugacién (200Xg) durante 10 minutos y
lavada dos veces con DME, conteniendo suero (10%), AA (100 uM) y DA
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(500 nM). Las células se sembraron en placas Thernamox de 24 pPoOzZOoSs
con una concentracién de 300,000 células/ml en cada pozo.
Previamente los pozos se cubrieron con una matriz extracelular de
células endoteliales de cérnea bovina (Matrigel). Las células
colocadas sobre el matrigel se adhieren ripidamente al
"portaobjetos" (coverlips) y permanecen adheridas a este durante el
tiempo en que dura el experimento. Las células se incuban por toda
la noche con oxigeno (95%) y bidéxido de carbono (5%) en presencia
de Aa (100 uM) y DA (500 nM) a 37°C.

ESTUDIOS FARMACOLOGICOS )

Después del periodo de incubacidn, se agregd 1 pl de DA a cada
pozo durante una hora. A continuacién el medio fué cambiado por DME
sin suero con DA (500nM) y se esperd una hora mds. Posteriormente
se realizaron las pruebas farmacoldgicas.

Estos estudios se realizaron para determinar si la secrecidn
potenciada de PRL cque se dd en respuesta a la breve suspensién de
DA ¥y que se expresa cuando TRH estimula la secrecidn de la hormona,
involucra la fosforilacidn de los canales de calcio dependientes de
voltaje y sensibles a las dihidropiridinas. Para ello, las células
fueron sometidas a dos tratamientos diferentes. En el primer
tratamiento se utilizd al agonista de canal de calcio Bay K 8644,
mientras que en el segundo se utilizaron blogueadores de canales de
calcio como fueron el metoxiverapamil y la nifedipina tanto en la
secrecidn potenciada de PRL inducida por la suspensién de DA como
en la secrecidén potenciada de PRL inducida por el activador de
canales de calcio Bay K 8644. El procedimiento gque se siguid fué el
siguiente:

Primer tratamiento
Después del periodo de incubacién, las c¢élulas fueron
sometidas a las siguientes condiciones experimentales:
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ESTA TESIS MO mEpE

‘ SaliR BE A GisiiOTECA
1) Células en presencia ténica de DA
2) Células con suspensidn transitoria del tono dopaminérgico
3) Células en presencia ténica de DA mds TRH
4) células con suspensidn transitoria del tono dopaminérgico

méds TRH

5) Células en presencia ténica de DA mds Bay K 8644
6) Células en presencia tdénica de DA mas Bay k 8644 mids TRH

Los experimentos se realizaron en tres periodos consecutivos
(A,By C) de 30 minutos cada uno. En el periodo A todas las células
estuvieron en presencia tdénica de DA (500 nM); en el segundo
periodo, los pozos 2 y 4 fueron sometidos a la ausencia aguda de DA
vy los grupos restantes estuvieron en presencia tdénica de DA a la
vez, a los pozos de las hileras 5 y 6 se les aplicé el agonista Bay
k 8644 (10° M).. En el periodo C, la DA (500 nM) se reincorpord a
los pozos de las hileras 2 y 4 y en ese mismo momento a los pozos
de las hileras 3, 4y 6 se les aplicé TRH (10°° M) y Bay k 8644 a
los pozos de las hileras 5 y 6 durante 30 min. Después de
terminados los tres periodos de experimentacidén, los medios fueron
colectados, centrifugados a 15,000 rpm en una microfuga eppendorf
y almacenados en tubos eppendorf de 1.5 ml a -70 C hasta su
medicidén por radioinmunoensayo {(RIA). Cada experimento se realizd
por quintuplicado con determinaciones por cuatruplicado. La prueba
estadistica gue se utilizd fué la de t-student.

Segqundo tratamiento

En este caso, las condiciones en las que se trataron a las
células fueron iguales a las utilizadas con el agonista Bay K 8644,
sédlo cque agui, las células estuvieron en presencia de los
blogueadores metoxiverapamil (107° M) y nifedipina (107° M), cada uno
con su respectivo gfupo control por 30 minutos cada periodo. Cada
experimento fué realizado por triplicado con determinaciones por
cuadruplicado y, al igual que con el primer tratamiento, los medios
fueron colectados, centrifugados y almacenados para su posterior
andlisis por RIA.
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RADTOINMUNOENSAYO

El radioinmunoensayo (RIA) es una técnica inmunoldégica que se
desarrolla en una fase liquida. Esta técnica se utilizé para
cuantificar la concentracidn de PRL contenida en cada una de las
muestras obtenidas en los cultivos celulares de cada tratamiento.
Los pasos requeridos para cuantificar la hormona en la muestra
problema de los cultivos a analizar, comprende los siguientes
pasos:

MARCAJE Y SEPARACION DE PROLACTINA

Dos miligramos de sefadex G 50-100 se hincharon en agua
desionizada durante toda la noche. Al dia siguiente, el sefadex se
lavé 2 veces con buffer de fosfatos salino (PBS 0.01 M, pH 7.6) v
se empacd en una columna de 10 ml. Una vez realizado este paso, la
columna se blogqued con un mililitro de albimina de suero bovino
(BSA 1%) y posteriormente con 30 ml de BSA (0.1%). Con este
tratamiento, se asegura que la unién inespecifica sea menor y no
interfiera en la cuantificacién de la hormona.

Yodacién de la hormona

La PRL (2Ug) se diluyé en 20Ul de buffer de fosfatos (PBS
0.05M, pH 7.4). Posteriormente, se le agregd 0.6 mCi de ioduro de
sodio 125 (**°I) y 10 1l de cloramina T. La reaccidn se dejé por 2
minutos a temperatura ambiente; después de este tiempo, esta se.
detuvo al agregar 100ul de metabisulfito de sodio. Después, la
solucidén se colocd sobre la columna de sephadex G 50-100 para
separar la hormona que reacciond con el yodo 125, de aquel que
quedd libre. Una vez que la columna estd corriendo, se obtienen
fracciones de 1lml en tubos de ensaye de 15X75. Después de haber
recolectado 1 ml del eluido, se tomaron 10 pl de cada una de las
fracciones para determinar en cual de ellas se encuentra la hormona
marcada vy en cual el iodo libre. Por dltimo, se seleccionan todos
aquellos tubos que contienen a la hormona marcada y los demas se
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desechan.

Antes de realizar la cuantificacidén de la hormona en 1la
muestra problema, primero se realiza una prueba con cada una de las
fracciones obtenidas para determinar el porcentaje de pegado de
cada una de ellas, es decir, que tanto es reconocida por el primer
anticuerpo. Para esto, se tomaron 100 pNl de cada una de las
fracciones y se colocaron en presencia de 500 gl de BSA 0.01%, 200
1l de primer anticuerpo a una dilucién 1/3000, el complejo se dajé
reaccionar por 24 h a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se
administrd a la pansorbina (15 Ul), como el agente presipitador por
30 minutos, se centrifugd por 30 minutos (3000 zrpm) y el
sobrenadante se desechd y se cuantificd el precipitado. Después de
esto, se realizan los cdlculos necesarios para determinar el
porcentaje de pegado de cada una de las fracciones, se seleccionan
las mejores para cuantificar, posteriormente, la concentracidén de

PRL contenida en la muestra problema.

Cuantificacién de la Hormona

Antes de cuantificar todas las muestras obtenidas en cada uno
de los experimentos, primero se realiza una prueba con una muestra
representante de cada tratamiento para determinar que cantidad de
hormona contenida en ella y asegurar de que esta caiga dentro de la
curva estandar. Para esto, se colocaron diferentes cantidades de
cada muestra seleccionada (1, 10 y 100 pnl) y la prueba se realizd
con los mismos pasos-utilizados para determinar el porcentaje de
unidén. Después, se procedid a cuantificar cada una de las muestras
obtenidas de cada experimento. Para tal efecto, se prepard la curva
estdndar con concentraciones que fueron de 0.05ng a 6ng y se
colocaron las cuentas totales, el pegado no especifico y el pegado
méaximo, todo por duplicado. Una vez realizado este paso, se tomd la
cantidad requerida de la muestra y se colocd en los tubos de
ensaye. Posteriormente, se administraron 2004l de suero normal de
conejo (NRS) a los dos primeros tubocs para obtener el pegado
inespecifico (el cual sbélo contenia PBS-BSA 0.1%) y a los tubos
restantes se les agregd 2004l del primer anticuerpo (S-9 1/3000).
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Por dltimo se les administrd a todos los tubos, 1004l de 125I-~PRL
(esta cantidad contenia lo equivalente a 20,000 cuentas por minuto
de hormona marcada); la mezcla se dejd reaccionar toda la noche a
temperatura ambiente. Al dia siguiente, se agregd a todos los
tubos, excepto a las cuentas totales, 15 1 de pansorbina como
agente precipitante y se dejé reaccionar durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Después de este periodo los tubos se
centrifugaron poxr 30 min. a 3000 rpm, el sobrenadante se desechd y
el precipitado se cuantificé en un contador para radioactividad
gamma . ’
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