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Lista de abreviaciones.

ACTH: hormona adrenocorticotrépica § corticotropina (adrenocorticatropic hormone)
alfa-MH: alfa-metithistamina

alfa-MSH: hormona alfa estimuladora de melanocitos (alfa melanocyte-stimulating
hormone)

AMPA: 4cido 2-amino 3-hidroxi 5-metil 4-isoxazol propi6nico

beta-END: beta-endorfina

beta-LPH: beta-lipotropina

bp: pares de bases

[Ca2+)i: concentracién intracelular de Ca2+

cAMP: monofosfato ciclico de adenosina

c¢GMP: monofosfato cfclico de guanosina

CRH: hormona liberadora de corticotropina 6 corticoliberina (corticotropin-releasing
hormone)

DA: dopamina

DAG: diacilglicerol

E: epinefrina 6 adrenalina

EEM: error estindar de la media

ERE: elemento responsivo a estrégenos (estrogen responsive element)

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos (fibroblast growth factor)

FSH: hormona estimuladora del folfculo (follicle-stimulating hormone)

GABA: 4cido gamma-aminobutirico (gamma-aminobutyric acid)

GAP: péptido asociado a GnRH (GnRH-associated peptide)

GH: hormona de crecimiento (growth hormone)

GHRH: hormona liberadora de la hormona de crecimiento 6 somatoliberina (grow:h
hormone-releasing hormone)

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas (gonadotropin-releasing hormone),
tambi€n conocida como LHRH ¢ gonadoliberina

HA: histamina

.5-HT: S5-hidroxitriptamina & serotonina.

icv: intracerebroventricularmente

Ins1,3,4P3: inositol 1,3,4 trisfosfato

Ins1,3,4,5P4: inosito! 1,3,4,5 tetraquisfosfato



Ins1,4.5P3: inositol 1,4,5 trisfosfato

IP3R: receptor de Insl,4,5P3

IP1: inositol monofosfato

IP2: inositol bisfosfato

IP3: inositol trisfosfato

IP4: inositol tetraquisfosfato

IPx: fosfatos de inositol (inositol phosphates) '

L-AP4: 4cido 4-aminofosfobutirico

L-Glu: 4cido L-glutdmico (glutamato)

LH: hormona luteinizante (luteinizing hormone)

LHRH: hormona liberadora de hormona luteinizante (luteinizing hormone-releasing
hormone), también conocida como GnRH 6 gonadoliberina

NE: norepinefrina 6 noradrenalina

NGF: factor de crecimiento nervioso (nerve growrth factor)

NMDA: 4cido N-metil D-aspértico

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor)
PKC: cinasa C de protefnas (protein kinase C)

PLC: fosfolipasa C (phospholipase C)

POMC: proopiomelanocortina

PRL: prolactina

SNC: sistema nervioso central

2-TEA: 2-tiazoliletilamina

trans-ACPD: 4cido trans-aminociclopentil 1,1,3-dicarboxflico

TRH: hormona liberadora de tirotropina 6 tiroliberina (thyrotropin-releasing
hormone)

TSH: hormona estimuladora de la tiroides & tirotropina (thyroid-stimulating
hormone)

VIP: péptido intestinal vasoactivo (vasoactive intestinal peptide)



I-Resumen.

Las funciones reproductivas en los mamiferos aparentemente estdn reguladas por
el SNC. En esta regulacién intervienc la comunicacién neuroendé6crina entre el
hipotdlamo y la hip6fisis. Algunas células presentes en la hip6fisis liberan LH y FSH a
la circulacién sistémica en respuesta al decapéptido GnRH. En el hipotilamo, existen
neuronas neuroenddcrinas que son capaces de liberar GnRH a la circulacién del
sistema porta hipofisiario en respuesta a estimulos nerviosos, como potenciales de
accién (ver Knobil, 1992). Estas células, llamadas ncuronas GnRHérgicas, representan
la via final comin por medio de la cual se controla la secrecién de LH (Clark y
Cummins, 1982). La LH y FSH actdan a su vez sobre las génadas, donde regulan

distintos procesos relacionados con la reproduccién.

Se ha demostrado que una gran variedad de neuromediadores intervienen en la
regulacién de la secrecién de GnRH (ver Weiner et al., 1988; Levine et al.,, 1990); entre
éstos se encuentra la HA (ver Weiner et al.,, 1988; Knigge y Warberg, 1991; Donoso y
Alvarez, 1984). Las regulaciones ejercidas por estos neuromediadores son
generalmente dificiles de estudiar; esto se debe al pequefio ndmero y localizacién
altamente difusa de las neuronas GnRHérgicas (ver Weiner et al., 1988; y Silverman,
1988). Estas caracterfsticas hacen dificil establecer si los efectos de los distintos
neuromediadores estudiados son directos y especfficos, 6 si son mediados por

interneuronas, 6 si son inespecificos.

Con el objeto de contar con un modelo experimental con el cual esclarecer estas
cuestiones, el grupo de Mellon et al. (1990) desarrollé tres lineas neuronales a partir
de neuronas GnRHérgicas por medio de tumorigénesis genéticamente dirigida. Estas
Ifncas, ltamadas GT1-1, GT1-3, y GT1-7, presentan fenotipo neuronal y secretan GnRH
en respuesta a la despolarizacién de la membrana. Estas lfneas representan un modelo
en el cual estudiar diversos aspectos de la biologfa de las neuronas GnRHérgicas,
adem4s de distintos aspectos de la regulacién que sobre la secrecién de éstas ejercen
distintos ncuromediadores.

La HA estimula la secrecién de GnRH por el hipotdlamo mediobasal de rata (Miyake
et al., 1987); cste cfecto parcce cstar mediado por receptores H1. Sin embargo, en esos

estudios no se pudo esclarecer si el efecto es directo, 6 si estd mediado por



interneuronas. Con el objeto de aclarar esa sitvacién y de bidemiﬁcar, en su caso, al
tipo de receptor y a los mecanismos de comunicacién intracelular participantes,
probamos cn el laboratorio el efecto de la HA sobre la secrecién de GnRH, y sobre la
produccién de IPx en fa linea neuronal GT1-1. Resultados del laboratorio indican que

la HA sf cstimula directamente la secrecién de GnRH en esta linea celular.

En el preseate trabajo encontramos que la HA estimula la produccién de IPx en la
Ifnca GTI1-1. Este efecto es dependiente del tiempo y de la concentracién de HA. La 2-
TEA (agonista H1), mas no el dimaprit ni la alfa-MH (agonistas H2 y H3,
respectivamente), es capaz de provocar un incremento en los niveles de IPx. Por otro
fado, la pirilamina, la triprolidina y la clorfeniramina (antagonistas H1) bloquean el
efecto estimulador de la HA sobre la produccién de IPx, mientras que ai la ranitidna

(antagonista H2) ni la tioperamida (antagonista H3) bloquean dicho efecto.

Los resuftados del laboratorio y los del presente trabajo, tomados en conjumto,
sugieren que la HA tiene un efecto directo sobre la secrecién de GonRH por la linea
neuronal GT1-1, ¥y que éste efecto estd mediado por receptores H1 acoplados a la
produccién de IPx,

Lo anterior, aunado a los hallazgos de Miyake et al. (1987), sugieren que la regulacién
de la secrecién de GnRH por HA jn vivo podria ejercerse de manera similar a como
parece llevarse a cabo im vitrg. Sin embargo, es preciso temer cautela con respecto a
la generalizacién e interpretacién de hallazgos hechos comn las células GTI1. Estas
células son neuronas transformadas descendicnles de un tumor, por lo que quizd no

reflejen fielmente la naturaleza de las células de las que fueron derivadas.



1I- Introduccién.

2.1- Neuroendocrinologia de la reproduccién.

-Eje hipotialamo-hipéfisis-génadas.

En esta primera seccién discutiremos algunos aspectos relacionados con el
funcionamiento y regulacién del asf llamado eje hipotdlamo-hip6fisis-génadas. Este
eje participa en la regulacién de procesos gonadales que hacen posible la
reproduccién. .

En el hipotilamo se sintetiza y secreta GnRH (también conocido como LHRH), un
decapéptido que actia sobre células hipofisiarias a las que estimula a producir
gonadotropinas (LH y FSH). Las gonadotropinas viajan por la circulacién sistémica y
finalmente interactian con sus células blanco en las gdnadas. Las gonadotropinas
regulan distintas funciones gonadales, como la gametogénesis y la produccién de
hormonas esteroides sexuales. El eje participa ademds en el control de varios eventos
fisiolégicos tales como la maduracién de las génadas, el inicio de la pubertad, la

regulacién de la ovulacién, etc.

Este eje estd regulado, adem&s de por otros tipos de control, por retroalimentacién
positiva y ncgativa. Por ejemplo, los esteroides sexuales modulan la respuesta dc la
hip6fisis a GnRH, y participan en el control de la secrecién de esta hormona en el
hipotdlamo (retroalimentacién de asa larga). Niveles altos de LH y FSH en sangre
posiblemente inhiban la secrecién de GnRH (retroalimentacién de asa corta), y quizd
una tasa elevada de sfntesis y produccién de GnRH autoinhiba su propic metabolismo
(retroalimentacién de asa ultracorta). Aparte de las regulaciones menionadas, el eje
es también susceptible de ser regulado por diversas seiflales, como por ejemplo la
insulina u hormonas tiroideas, relacionadas con otros aspectos fisiol6gicos del animal.

A continuacién se describirdn con mayor detalle los distintos componentes del eje

hipotdlamo-hip6fisis-génadas.



+)El hipotédlamo.

El hipotdlamo es una regién rclativamente pequeiia pero inmensamente compleja

del diencéfalo, que sc extiende desde la l4mina terminal hasta un plano vertical
inmediatamente caudal a los cuerpos mamilares, y dorsoventralmente, desde el surco
hipotaldmico para incluir las estructuras situadas en la pared y piso del III
ventriculo.
El hipotdlamo estd compuesto por distintas poblaciones de neuronas. Algunas de ellas
se agrupan en niicleos, algunos mis claramente definidos que otros. Algunas
regiones de esta zona est4n atravesadas por una compleja serie de interconexiones e
hileras de fibras difusas que entran, salen, pasan a través de, 6 son intrinsecas a la
regién. El hipotdlamo se puede dividir, a grandes lineas, en tres zonas:

-La zona berivenlricular, que consta de parte del nicleo preéptico, del nicleo
supraquiasmético, del nicleo paraventricular, y de los micleos infundibular y
posterior del hipotdlamo,

-La zona intermedia, que consta de parte del nicleo preéptico, del nicleo anterior, del
dorsomedial y ventromedial, y de pequefios nicleos premamilares.

-La zona lateral, que consta de porciones del nicleo pre6ptico, del nicleo supraéptico,

del nicleo lateral, del nicleo tuberomamilar, y de los niicleos tuberolaterales.

Ademds de otras funciones, el hipotdlamo participa en el control de la hipéfisis y sus
secreciones hormonales, entre ellas la de gonadotropinas, asi como en el de la
secrecién de oxitocina y vasopresina. Este control se lleva a cabo por medio de las
neuronas neuroend6crinas y de la neurosecrecién. La hip6fisis, a su vez, regula un
gran ndmero de funciones corporales por medio de las hormonas que secreta.

Las neuronas neuroend6crinas presentan fenotipo neuronal, ademds de lo cual se
parecen a las células endbécrinas en cuanto a que sintetizan y secretan a la
circulacién mensajeros qufmicos; éstos no siempre pertenecen a la definicién cldsica
de neurotransmisores. La importancia de estas neuronas. comparadas con otras,
radica en el hecho de que pueden secretar a la sangre mensajeros quimicos en
respuesta a una sefial eléctrica, como lo son los potenciales de accién. De esta manera,
actian como una interfase directa entre el sistema nervioso y el endécrino: la
actividad nerviosa dec las células se traduce en actividad enddcrina.

Muchas otras células enddcrinas, de naturaleza no neural, también liberan sus

contenidos en respuesta a estimulos eléctricos.
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Algunas de estas células mandan proyecciones hacia la hip6fisis posterior 6

ncurchipéfisis, mientras quc otras proyectan hacia otras zonas y hacia una
protuberancia del hipotdlamo llamada eminencia media. En la eminencia media hay
una gran abundancia de vasos capilares fenestrados integrantes del sistema porta
hipofisiario; es en esta zona donde los axones de las neuronas neurosccretoras liberan
sus contenidos al sistema porta en respuesta a estimulos eléctricos.
Otros tipos de células neuroendGcrinas secrctan a la sangre substancias que actdan
directamente sobre 6rganos periféficos. Tal es el caso de la neurohip6fisis, en la que
una seriec de axones provenientes del hipotdlamo secretan directamente oxitocina y
vasopresina, quizd entre otros productos, a la circulacién.

Las neuronas neuroenddcrinas que sintetizan y secretan GnRH a la circulacién
porta, son conocidas como neuronas GnRHérgicas. Algunos aspectos relacionades con
ellas sc discutirdn a continuacién.

++)Neuronas GnRHérgicas: su origen, distribucién y conexiones.
+++) Origen.

Las neuronas con capacidad de sintetizar y secretar GnRH tienen su origen
embrionario en la placa olfatoria del animal y de ahf migran hacia la base del
cerebro anterior. En el ratén fetal, las neuronas GnRHérgicas se diferencian en Ia
placa olfatoria en el dia Ell 6 inmediatamente después, y muchas de ellas llegan al, 6
cerca del, 4rea predptica alrededor de los dias E16-20 (Schwanzel-Fukuda y Pfaff,
1989). Al parecer, cste fenémeno no es exclusivo del ratén (Pfaff et al., 1990), y es
probable que en el hombre ocurra de la misma manera. Estas observaciones han
lievado a postular hipétesis acerca del significado evolutivo del origen embrionario
de estas células: existe la posibilidad de que, en organismos primitivos, la informacién

olfatoria regulara directamente las funciones reproductivas.
+4+) Distribucidn,
En todas las especies de mamiferos estudiados en detalle, se pueden identificar

distintas subpoblaciones de neuronas GuRHérgicas dentro del SNC. Las neuronas

GnRHérgicas no se observan agrupadas cn nicleos, sino que més bien aparecen como
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integrantes de redes neuronales difusas que se extienden a través de varias

estructuras citoarquitecténicas definidas cldsicamente.

La red mds prominente, que es la que con mayor probabilidad contribuye a la
regulacién de la secrecién de gonadotropinas, se compone de neuronas que forman
un continuo difuso. Esta se extiende desde la banda diagonal de Broca en el
telencéfalo, a la que comprende, hacia niicleos septales més dorsales, entre los que se
encuentran los nicleos septales medial y triangular; este continuo también se
extiende hacia la gsiria terminalis. y hacia las 4reas diencefélicas, que incluyen las
dreas pre6pticas periventricular, medial y latcral. La red alcanza algunas d4reas del
hipotdlamo anterior, y la zona retroquiasmética. Dentro de este continuo hay grupos 6
agregaciones de células que yacen dorsalmente con relacién al nicleo supradptico, y
a veces dentro de ¢él. También es posible encontrar grupos de estas células en el
hipotdlamo lateral (Silverman, 1988).

Al parecer, existen diferencias especie-especificas relacionadas con la presencia 6
ausencia de neurd;;as GnRHérgicas en el hipotdlamo mediobasal, en el que se
encuentra el nicleo arcuato. En la rata estin aparentemente ausentes, mientras que
lo contrario ocurre en el hombre. En el ratén es posible encontrar, dentro de esa

drea, un pequeiio numero de estas células (Silverman, 1988).
+++) Conexiones:

La principal proyeccién de este laxo continuo tele-diencefilico de neuronas

GnRHérgicas se dirige hacia la eminencia media. Las fibras GnRHérgicas llegan a esta
zona por mds dec una ruta; la principal es la via septo-predptica-infundibular, comin
a la mayoria de las especies estudiadas (Silverman, 1988). Esta es un haz de fibras, que
se origina a partir de componentes septales, que se comienza a definir al nivel de la
banda diagonal de Broca.
En aquellas especies que contienen neuronas GnRHérgicas en el nicleo arcuatu, se
observan axones que se extienden desde dichas células hasta la eminencia media.
Algunos de éstos inclusive se extienden por el tallo infundibular para entrar a la
neurohipéfisis. Entre 50 y 60% de las neuronas GnRHérgicas enm las dreas septal,
pre6ptica e hipotalimica contribuyen a la proyeccién hacia la eminencia media
(Silverman, 1988).
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Ademds de la proyeccién hacia la eminencia media, existen proyecciones hacia
otros sitios del SNC, como el érgano vasculoso de la lamina terminal. La participacién
de esta estructura en la regulacién de la secrecién de gonadotropinas es controversial
(Silverman, 1i988). Las neuronas GnRHérgicas también proyectan hacia otras
regiones extrahipotaldmicas tales como el drgano subfornical, la stria medullaris. y la
amigdala medial; algunas fibras llegan hasta el 4rea tegmental ventral del cerebro
medio. Ademés, algunas neuronas GnRHérgicas se encuentran asociadas, como es de
esperar, con estructuras olfativas, tales como el pervus terminalis. los bulbos
olfatorios, etc. (Ibid.).

Las neuronas GnRHérgicas reciben aferencias de otras neuronas y probablemente
estdn asociadas con terminales que contienen DA, NE, y E. Ademds, estas células
posiblemente estén en contacto con terminales que contienen 5-HT, neurotensina,
neuropéptido Y, péptidos opioides, endotelina, y substancia P. Se ha demostrado la
existencia de contactos sindpticos entre neuronas GnRHérgicas y células que
contienen descarboxilasa del 4cido glutdmico -y muy probablemente GABA-, en el
4rea predptica (Leranth et al.,, 1985). Las neuronas GnRHérgicas también forman
contactos sindpticos entre sf, y con otras neuronas. »

La GnRH puede tener un papel como neurotransmisor 6 como neuromodulador, ya
que inyecciones de GnRH a ratas hipofisectomizadas, dentro de un tratamiento
experimental especffico, tienen el efecto de producir conducta de lordosis (ver Pfaff
et al, 1990). Es posible distinguir farmacolégicamente los efectos conductuales de los
hipofisiarios causados por el decapéptido. Esto sugiere la existercia de al menos dos
tipos distintos de receptores para esta molécula, uno asociado a sus acciones centrales
en ¢l SNC, y otro a sus efectos hipofisiarios (ibid).

En los roedores, muchas de las neuronas GnRHérgicas se encuentran en el érea
predptica, que es una regién del cerebro adyacente al hipotdlamo.
++)Regulacién de la biosfntesis y secrecién de GnRH.

La GnRH es biosintetizada en las neuronas GnRHérgicas a partir de un precursor de

mayor tamafio (Fig.1). La sfntesis se inicia con la transcripcién del gen que codifica

para la pro-GnRH; este gen ya ha sido clonado y secuenciado (e.g. Hayflick et al.,
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Fig.1. Representacién esquemdética del DNA complementario (cDNA) de pro-GnRH
humano y de la estructura del péptido al que codifica (a), y (b) secuencia de
amino4acidos del precursor de la GnRH.

(a) La regién codificadora de este cDNA se localiza entre el codén de iniciacién ATG, y
el coddén de terminaciéon TAA. Se muestran algunos sitios de restriccién. En este
esquema se pueden identificar los tres principales dominios del péptido precursor,
viz., el péptido senial, la GnRH, y el GAP (péptido asociado a GnRH), con sus respectivos
tamarios en residuos de aminoacidos. -

(b) Secuencia de amino#cidos de la GnRH y del GAP, con el sitio de procesamiento
enzimdatico que separa a ambos péptidos. Los niimeros se refieren a las posiciones de
los aminoacidos dentro de la GnRH}.10, 6 del GAPj.5¢6. (Tomado de Fink, G. (1988).
Gonadotropin secretion and its control. En "The Physiology of Reproduction", Knobil,
E. y Neill, J. et al., eds. Raven Press Ltd., New York, USA.)
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1989). Sin embargo, la GnRH parece sintetizarse también en otros tejidos; a este
respecto, se ha encontrado mRNA de GnRH en la hipéfisis anterior (Pagesy et al.,
1992).

El transcrito codifica para un péptido precursor, la pro-GnRH, que tiene un peso
molecular aproximado de 10 kDa. La pro-GnRH presenta en su extremo N-terminal
una secuencia "lider" 6 “seiial”, que es caracteristica en muchas protefnas de
secrecién. Dicha secuencia estd seguida, en direccién C-terminal, por otra secuencia
de 10 aminoécidos, mismos que componen a la GnRH, Una pequefia secuencia
compuesta por tres aminodcidos, Gly, Lys, y Arg, separa al extremo C-terminal de la
GnRH del resto del precursor. Este iltimo estd compuesto por 56 aminodcidos, y se
conoce como GAP.

Aparentemente, la pro-GnRH es procesada de varias maneras: a partir de dicho

precursor, parecen generarse un numero grande de productos. Parece existir
también un ndmero grande de intermediarios metabdlicos en la via por la que se
genera GnRH a partir de pro-GnRH.
Con respecto a lo anterior, l1a secuencia de tres residuos entre la GnRH y el GAP es al
parecer un sitio de procesamiento enzimdtico, al menos en la lfnea neuronal
hipotaldmica GT1 (Wetsel et al,,1991), que es la misma que se emple6 en el presente
trabajo. El! resultado de ecste procesamiento es la generacién de la GnRH y de sus
intermediarios GnRH (Glyli), GnRH (Glyll, Lysl12), y GnRH (Glyll, Lysl2, Arg 13),
ademds del GAP (1-56) (Wetsel et al,,1991). Las células GT1 contienen y secretan
miltiples formas de la pro-GnRH.

La GnRH, ya procesada, es almacenada en grénulos dentro del citoplasma. Ante un
estfmulo apropiado, los grénulos viajan hacia y se funden con zonas especializadas de
la membrana plasmética para liberar 6 secretar sus contenidos. El proceso de
secrecion en estas células estd altamente tegulado (ver seccién 2.3 de esta tesis).

Las neuronas GnRHérgicas parecen secretar también a la galanina (Merchenthaler
et al., 1990).
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+)La hipéfisis.

La hip6fisis 6 pituitaria es una glindula bilobulada que consiste en una amalgama
de células endécrinas y de terminales de células nerviosas. En alguncs animales se
presenta ademds un ISbulo intermedio entre el I6bulo anterior y el posterior. Estos
son anatémica y funcionalmente distintos, y tienen un origen embriol6gico
diferente. La irrigacién de- la hip6fisis se lleva al cabo por un microsistema de
circulacién porta.

Las células end6crinas se agrupan en el I6bulo anterior, también llamado
adenohipéfisis. Estas células producen un nimero importante de hormonas que
regulan distintos aspectos end6crinos y fisiol6gicos. Las células adenohipofisiarias
estdn generalmente rcguladas, en cuanto a la sintesis y secrecién de sus productos,
por distintos factores hipotaldmicos neurosecretados al sistema porta.

El I6bulo posterior 6 neurohip6fisis estd compuesto por axones de neuronas que los
proyectan desde el hipotdlamo; estos axones también liberan hormonas a la

circulacién.

La hip6fisis se localiza en una estructura peculiar de la base del crdneo llamada
"silla turca", que tiene forma de media esfera. Esta gléndula estd separada del
hipotdlamo por una estructura de la duramadre llamada diafragma, excepto en la
parte por donde cruza el tallo neural, que comprende a los axones integrantes de la

neurohipéfisis.

++)Hipofisis anterior.

En la hip6fisis anterior se han distinguido, mediante diferentes técnicas como
histoquimica, inmunocitoquimica, microscopfa electrénica de transmisién, e
hibridizacién in situ (ver Page, 1988), distintas poblaciones de células que al parecer
sintetizan cada una de manera prefercncial un tipo de hormona. Estas células se han

identificado como:

1-lactotropos, en los que se sintetizarfa preferentemente PRL;
2-tirotropos, que secretarian principalmente TSH;

3-gonadotropos, que liberarfan LH y FSH:
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4-corticotropos, que contienen un péptido llamado POMC cuya degradacién enzimética
parcial da origen a ACTH, beta-LPH, y beta-End; y
S-somatotropos, que producirian la GH.

A pesar de lo anterior, no es posible establecer una refacion biunivoca entre un tipo
de hormona hipotaldmica y un tipo de célula blanco en la hipéfisis. Esto se debe a que
un mismo factor hipotaldimico puede modular fa actividad de wvarios tipos celulares
hipofisiarios, aungue modulec predominantemente a uno, y un mismo tipo celular
hipofisiario puede responder a varios factores hipotaldmicos, aunque responda

principalmente ante uno (ver Page, 1988).

++)Hip6fisis posterior,

La neurohip6fisis estd constitufda por fibras (axones) que provienen de cuerpos
celulares de neuronas magnocclulares localizadas en los niicleos suprabptico y
paraventricular del hipotdlamo. Estas fibras terminan en capilares sanguineos del
sistema porta y de la circulacién sistémica. La direccién del flujo sanguineo es tal que
la sangre que pasa por la neurohipéfisis entra casi inmediatamente a la circulacién

periférica.

Las ncuronas cuyos axones integran a la neurohip6fisis sintetizan y secretan
oxitocina 'y vasopresina asociadas a sus respectivas neurofisinas (I y II,
respectivamente). Recientemente s¢ ha obscrvado la presencia de la variante de 16K
de la PRL en medios en los que fueron incubadas neurohipdfisis de rata (Clapp et al.,
1994).

++)Gonadotropos: produccién de LH y FSH.

Los gonadotropos, cuya principal funcién es la secrecién de LH y FSH, son de
tamafio variable y constituyen aproximadamente un 14% de la poblacién celular total
de la adenohipdfisis de la rata adulta, tanto en machos como en hembras (ver Tougard
y Tixier-Vidal, 1988). De estas células, aproximadamente un 80% contiene LH y FSH;
10% contienen s6lo LH, y el restante 10% contienen sélo FSH.
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La LH y la FSH, de naturaleza glicoproteinica, han sido secuenciadas y ambas tienen
un peso molecular aproximado de 28-29 kDa. Cada una de ellas estd compuesta por dos
subunidades distintas entre sf, llamadas alfa y beta, mismas que estdn unidas por
enlaces no covalentes. Las subunidades son ricas en puentes disuifuro
intramoleculares (cinco en la subunidad alfa y seis en la subunidad beta), y estdn
glicosiladas en residuos especificos de serina y asparagina por distintos carbohidratos
como N-acetil galactosamina, N-acetil glucosamina, etc. (ver Pierce, 1988). Es muy
probable que los carbohidratos jueguen un papclv determinante en el reconocimiento
de la hormona por el receptor. Esto lo sugieren distintos experimentos en los que la
modificacién del nimero, posicién, y tipo de oligosacdridos se pueden correlacionar
con cambios en la bioactividad de las proteinas (ver Pierce, 1988).

La secrecién de estas hormonas, estimulada por GnRH, es pulsdtil: en ovejas

ovariectomizadas, es posible establecer una correlacién directa entre los pulsos de
GnRH y los de LH. Estos pulsos son sincrénicos (Clark y Cummnins, 1982). Sin
embargo, la GnRH aparentemente no es tan potente para estimular la secrecién de
FSH como lo es para la de LH.
La GnRH tiene un efecto directo sobre la sfntesis de mRNA de las subunidades beta de
LH y FSH, y del mRNA de la subunidad aifa comin a ambas; el incremento en la tasa de
sintesis de estos mensajeros parece depender de la amplitud de los pulsos de GnRH
(Haisenleder et al.,, 1993).

Los gonadotropos presentan en sus membranas receptores de GnRH; el receptor
parece ser una glicoproteina con un peso molecular aproximado de 60 kDa
(Hazum,1982).

La secrecion de LH estimulada por GnRH depende, al menos parcialmente, de los

niveles de Ca2+ intracelulares (ver Hawes y Conn, 1990). Esto sugiere que el efecto de
GnRH estd mediado por una activacién directa de los canales de Ca2+. Ademis, es muy
probable la participacién directa de agentes movilizadores de Ca2+ intracelular,
principalmente en la fase temprana de la respuesta.
En los gonadotropos, la activacién del receptor de GnRH estd también acoplada a la
hidrélisis de fosfoinosftidos. La produccién de 1Ins1,4,5P3 en estas cé€lulas es
dependiente de la dosis de GnRH y puede ser bloqueada con antagonistas GnRHérgicos
(Hawes y Conn, 1990).



+)Goénadas: Regulacion de funciones reproductivas y eéteroidogénesis.

Las génadas son drganos| en los que se realizan funciones distintas pero
relacionadas: la gametogénesis, y la produccién de hormonas esteroides 6
esteroidogénesis.

Las hormonas esteroides sexuales se sintetizan a partir del colesterol mediante vias
que son comunes cn ambas gonadas; estas vias son esencialmente idénticas a aquellas
existenles en la corteza suprarrenal. En las gdénadas se producen andrégenos,
estrégenos y progestidgenos; Las principales hormonas androgénicas son la
testosterona, la dihidrotestostefona, y el androstanediol., mientras que los principales
estrégenos son el estradiol y la estrona. El principal progestdgeno es la progesterona.
Estas hormonas tienen efectos sobre las génadas, principalmente en la regulaci6n y
facilitacién de la gametogénesis. Ademds, tienem una gran variedad de efectos
extragonadales, como lo son| la aparicién y mantenimiento de caracteres sexuales
secundarios, y la modulacién de algunos aspectos del SNC, entre ellos la conducta y ia
libido. Estas hormonas estin también involucradas, entre otras cosas, en la
estimulacion de la hematopoiesis, y en la coordinacién de cambios en el itero, vagina
y glindulas mamarias como preparacién para la fertilizacién e implantacién.

La gametogénesis es un proceso complejo por medio del cual las células de las lfneas
germinales se transforman en dvulos 6 espermatozoides. En este proceso las células
sufren, entre otras cosas, ung serie de alteraciones morfolégicas profundas, asf como

una reducciéon en el mimero de sus cromosomas por medio de la meiosis.

La LH y la FSH actian jobre sobre las génadas, donde modulan distintas funciones.
En el testiculo, la FSH |actia sobre las células de Sertoli, y estimula la
espermatogénesis. La LH aqgtia principalmente sobre las células de Leydig, donde
estimula la produccién de testosterona y de estradiol por conversién de testosterona a
este ultimo.

En el ovario, la FSH estimula a las células de la granulosa, e induce el desarrollo de los
foliculos y la sintesis de est:&liol. La FSH ademéis aumenta la responsividad a la LH en

las células de la granulosa sobre las que la LH actia. La LH, ademds de estimular a

la sintesis de estradiol, pro

éstas iltimas, también estimula a células de la teca y a células liteas, donde promueve
esterona y testosterona.
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La LH también promueve la ovulacién mediante una serie de eventos muy complejos
que, entre otras cosas, estdn relacionados con la degradacién de ‘la estructura del

foliculo de Graaf por medio de la activacién de proteasas séricas.

Los perfiles de los niveles” de todas estas hormonas durante el ciclo menstrual 6
estral en las hembras son muy distintos a los que presentan los machos. Debido a que
en el macho 1la produccién de espermatozoides y la disposicién para la reproduccién
es pricticamente constante, no parece haber oscilaciones ciclicas infradianas en los
niveles de las hormonas mencionadas. Lo contrario es lo que se observa en las
hembras (fig. 2). Por esta razém, en la siguiente secci6n se discutiri con mayor dectalle

el ciclo ovdrico y su control neuroendécrino.

-Integracién: el cicloe ovirico.

En el humano, el ciclo ovirico se divide en tres fases: la fase folicular, la ovulatoria,
y la litea. En la rata, que tiene un ciclo estral, se divide en cuatro: proestro, estro,

metaestro y diestro.

En el humano, la fase folicular principia con el comicnzo del sangrado, producto del

desprendimiento del endometrio uterino. La duraciébn de esta fase es variable. La fase
ovulatoria dura de uno a tres dias, y culmina con la ovulacién. La fase hitea tiene una
duracién méds 6 menos constante de 13 a 14 dias y termina con el principio de la
menstruacién. La duracién total del ciclo es de 21 a 35 dias, con un promedio de 28;
ésta depende principalmente de la duracién de la fase folicular.
Durante el ciclo se observan oscilaciones en los niveles de esteroides sexuales
circulantes. Estas son en parte la consecuencia de fluctuaciones en los niveles de las
gonadotropinas, que a su vez son regulados por niveles oscilantes de GnrRH. Las
oscilaciones en los niveles de esteroides sexuales también son provocadas por los
mismos esteroides. Esto se lleva a cabo por medio de retroalimentaciones positivas y
negativas que ejercen dichas hormonas sobre el hipotdlamo y la hip6fisis (Clark y
Cummins, 1982).
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Fig.2. Variacién diaria en los niveles de GnRH (LHRH) y LH en plasma en mujeres
normales (A). (B) Perfiles de LH, FSH, estradiol, progesterona, 17-OH-progesterona,
testosterona y androstenediona en plasma durante el ciclo menstrual en la mujer. (A,
tomado de Sarda, AK. et al. 1981. J. Clin. Endocrinol. 15, 265. B, tomado de Yen, S.S.C. y
Jaffe, R.B. 1978. "Reproductive endocrinology"; W.B. Saunders Co., Philadelphia, PA
US.AL).
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Al comienzo del ciclo, los niveles de LH y FSH estin en su nivel mds bajo. al igual
que los niveles de cstradiol, estrona, progesterona y 17-OH-progesterona. En este
momento, la relacién (cociente) entre la concentracién de LH y la de FSH es un poco
mayor que 1. Durante la primera mitad de la fase folicular, los niveles de FSH
comicnzan a elevarse, seguidos por los de LH. Los niveles de estradiol y estrona
comienzan a incrementarse ligeramente, mientras que los de progesterona y 17-OH-
progesterona permanecen bajos y sin cambios durante estos 6 a 8 dias; lo mismo
sucede con la androstanediona y la testosterona.

Durante la segunda mitad de la fase folicuiar, los niveles de FSH disminuyen
ligeramente, mientras que los de LH contindan aumentando lentamente, De esta
manera, la relacién LH/FSH aumenta a aprox. 2. Los niveles de LH siguen
cercanamente a los de GnRH, que tienen un comportamiento oscilatorio y pulsétil. En
la rata, los picos de LH se correlacionan directamente con picos dec GnRH (Levine y
Duffy, 1988).

Concurrentemente, los niveles en plasma de estradiol, que es secretado directamente
por los ovarios, y de estrona, que es producida por conversién periférica de estradiol
y androstanediona, aumentan marcadamente y alcanzan un nivel pico 5 a 9 veces
mayor que el nivel previo. Esto sucede justo antes de la ovulacién, como consecuencia
de la previa estimulacién del ovario por LH y FSH. Los niveles de progesterona y de
17-OH-progesterona durante esta segunda mitad se mantienen bajos hasta justo antes
de la fase ovulatoria, cuando la progesterona empieza a ser secretada por los ovarios.
Los niveles de testosterona y androstanediona siguen un perfil parecido al de la 17-
OH-progesterona.

La fase ovulatoria, que dura de uno a tres dfas, sc caracteriza por un aumento
abrupto y transitorio en los niveles de las gonadotropinas (LH surge 6 pico de LH); el
aumento de LH es relativamente mayor que el de FSH. De esta manera, la relacién
LH/FSH llega a alrededor de 5. Este aumento abrupto en los niveles de LH es
normalmente precedido por un aumento con las mismas caracteristicas (abrupto y
transitorio) en los niveles de GnRH. Los niveles clevados de gonadotropinas persisten
por alrededor de un dfa, y después comienzan a disminuir.

Los niveles de estradiol disminuyen marcadamente durante esta fase, al mismo tiempo
que tiene lugar el incremento en los niveles de las gonadotropinas. Los niveles en
sangre de estrona, 17-OH-progesterona, Llestosterona y androstanediona comienzan a
disminufr, pero a un ritmo més lento que el del estradiol. Por otro lado, es posible

observar un pequefio aumento en la progesterona.
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Durante la fase litea, los niveles de LH y FSH siguen disminuyendo hasta alcanzar su

valor més bajo al final de la fase, justo antes del comienzo de la menstruacién. En esta
fase, se observa un incremento de 10 veces en los niveles de progesterona, que es
sintetizada activamente cn el cuerpo Idteo. Hacia el final de la fase, los niveles de esta
hormona comienzan a disminuir hasta alcanzar su nivel mds bajo.
También se observa un segundo pico en los niveles de estradiol, estrona y 17-OH-
progesterona, que termina - al final de la fase. Los niveles de androstanediona y
testosterona disminuyen durante la fase lhitea hasta alcanzar su nivel mds bajo justo
antes de la menstruacién.

Los estrégenos parecen tener diferentes efectos sobre la regulacién de la secrecién
de GnRH y de gonadotropinas. Esto parece depender de la fase del ciclo ovérico en la
que se encuentre el animal. Aparentemente, el pequefio aumento en los niveles de
estrégenos en la fase folicular, al principio del ciclo, estimula la secrecién de GnRH y
aumenta la responsividad de los gonadotropos a la GnRH. En estas células, los
estrégenos también participan, al parecer directamente, en el control de la sintesis y
secrecién de gonadotropinas; éstas iltimas estimulan a su vez la produccién de
estrégenos.

Los estrégenos, cuyos niveles aumentan de manera importante durante la segunda
mitad de la fase folicular, parecen inhibir la secrecién de GnRH y de gonadotropinas
(opuestamente a lo descrito anteriormente) después de dicha fase fase.

Asf, al principio de la fasc, cuando sus niveles son bajos y comienzan a subir
lentamente, los estrégenos tienen un efecto positivo sobre el control de la secrecién
de gonadotropinas. Después dec la segunda mitad de la fase, cuando los niveles se han
inctementado de 5 a 9 veces, los estrégenos tienen un efecto negativo.

A pesar de la existencia de distintas hip6tesis, hasta el momento no se ha logrado
establecer claramente el mecanismo por el cual estos esteroides ejercen, al parecer
paradGjicamente, ambos tipos de control.

Ademss de los estrégenos, cxisten otros factores que estdn involucrados en la
regulacién del ciclo ovérico, como lo son las seiiales medioambientales, el estado
interno del organismo, el control neuronal sobre las neuronas GnRHérgicas, y la
actividad intrinseca de éstas. Las entidades y/o mecanismos que regulan la ritmicidad -

del fenémeno no se han identificado con absoluta precisién; sin embargo, se postula
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la existencia de un oscilador ovérico, de un oscilador neural, 6 de una combinacién de
€stos.

Los ciclos estrales son muy parecidos, en sus eventos y componentes, a los
menstruales, con la diferencia de que la periodicidad es mds corta (duran 4 6 5 dfas).
En los ciclos estrales, como en los menstruales, también es posible observar
fluctuaciones periédicas en los niveles de esteroides gonadales y de gonadotropinas.
En estos ciclos también existe la sccrecién abrupta y tramsitoria de LH (pico de LH),
ademds de estar presentes las oscilaciones en los niveles de GnRH.

Es posible que muchos de los mecanismos de regulacién de los ciclos estrales y
menstruales sean idénticos.
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2'.2-T'ransducci6n de sefiales celulares: AMP ciclico e hidrélisis de fosfo-
inositidos.

-Consideraciones generales sobre la transduccién de sefiales y los

segundos mensajeros: el caso del AMP ciclico.

En la década de los 50's, Rall y Sutherland, al tratar de esclarecer el mccanismo
mediante el cual la E causa la liberaci6én de glucosa por células hepdticas,
encontraron que la adicién de ese compuesto a fragmentos de hepatocitos provoca la
formacién de un compuesto, hasta entonces desconocido, identificado como cAMP.
Estos y otros estudios llevaron a la identificacién de una enzima, la adenilato ciclasa,
que cataliza la ciclizacién del AMP (ver Linder y Gilman, 1992) en respuesta a la E.

Al principio se postulé que el receptor de E y la adenilato ciclasa eran una sola
entidad; sin embargo, esto resulté no ser cierto. Lo anterior motivé la bisqueda de
algin elemento que comunicara a estas dos moléculas, y llevé a la identificacién de
las protefnas que se unen al GTP, 6 protefnas G, como intermediadoras entre la
activacién del receptor y la estimulacién de la adenilato ciclasa. La elevacién en los
niveles de cAMP provoca, por medio de una cascada enziméitica que involucra la
fosforilacién de un ndmero de substratos, una mayor degradacién de glucégeno.

De esta manera es como una seiial extracelular, mediante el proceso de transduccién,
que consiste en la conversi6én de una sefial extracelular en una intracelular, ejerce

sus efeclos metabdlicos.

Ahora se sabe que el cAMP estd involucrado, principalmente de manera regulatoria,
en un ndimero importante de aspectos del funcionamiento celular, tales como
secrecién, contraccién, metabolismo, etc.

La transduccién consta de una scrie de eventos, en cada uno de los cuales se puede

amplificar la sefial. Estos son, brevemente:

-la estimulacién del receptor por su ligando;

-la activacién de la protefna G participante, mediante su interaccién con el receptor
estimulado; .

-la activacién, por la proteina G, de los "efectores” 6 enzimas que generan sefiales

intracelulares; y
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-la modificacién de distintos aspectos de la fisiologfa de la célula, como efecto de la

accién de las sefiales intracelulares asf generadas.

Estas ultimas son llamadas generalmente “segundos mensajeros”. Un solo ligando
puede estimular a varios receptores; un receptor puede activar a varias proteinas G;
una protefna G activada puede estimular a varios efectores; y un solo segundo
mensajero puede actuar sobre mds de uno de sus substratos de accién (ver, por

ejemplo, fig. 3).

Ahora se sabe que un mimero importante de hormonas, neurotransmisores y
factores de crecimiento, que son impermeables a la membrana plasmética, ejercen
sus acciones intracelulares por medio de su unién a receptores especfficos en la
superficie de la célula y la consiguiente activacién de la produccién de segundos
mensajeros. Entre éstos destacan el cAMP, el ¢cGMP, el Ca2+s y la via de la hidrélisis de
fosfoinosftidos, entre otros. Oiros receptores, algunos de ellos de factores de
crecimiento, y aparentemente el de insulina, tienen una actividad intrfnseca de
tirosina cinasa. Estos receptores, cuando se unen a su ligando, son capaces de
fosforilar substratos intracelulares; de esta manera, llevan a cabo la transduccién de
la sefial (Pazin y Williams, 1992).

La vfa de la hidrélisis de fosfoinositidos se discutird con mayor detalle en las

secciones siguientes.

-Hidrélisis de fosfoinositidos.
+)Panorama general.

La hidrdlisis de fosfoinositidos es un mecanismo de transduccién de sefiales
celulares en el que participan dos scgundos mensajeros distintos: el Ins1,4,5P3 y el
DAG. Estos se generan a partir de los fosfoinositidos, que son fosfolfpidos integrantes
de la membrana plasmética, por medio de la accién de la PLC. Esta enzima hidroliza a
los fosfoinositidos precursores en respuesta a la activacién de ciertos receptores por
sus ligandos. En la mayoria de los casos, la activacién de la PLC estd mediada por
protefnas G acopladas a dichos receptores (ver Berridge, 1987: Downes, 1988; Berridge
e Irvine,1989) (fig.3).
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Fig.3. Representacién esquematica del mecanismo de transduccién empleado por la
via de la hidrélisis de fosfoinositidos. La unién de ciertos ligandos (como hormonas,
neurotransmisores, etc.) con sus receptores provoca, mediante un cambio
conformacional, la activacién de éstos. la interaccion de proteinas G especificas con
los receptores activados tiene la consecuencia de que en la subunidad alfa de la
proteina G se intercambie GDP por GTP. Esto provoca que la subunidad alfa se disocie
de las subunidades beta-gamma. La subunidad alfa unida a GTP es entonces capaz de
estimular a la fosfolipasa C. Esta iltima, al estar activada, hidroliza a los fosfoinositidos
de la membrana con la consecuente liberacién de inositol 1,4,5 trisfosfato (Ins1,4,5P3)
y de diacilglicerol (DAG).

El Ins1,4,5P3 provoca un aumento en los niveles intracelulares de CaZ+ al estimular la
salida de Ca2+ de pozas intracelulares tales como el reticulo endopldsmico. El Ca2+, a
su vez, funciona como un segundo mensajero. Por su lado, el DAG activa a la cinasa C
de proteinas (PKC), la cual es entonces capaz de fosforilar a diversas proteinas
celulares. (Tomado de Alberts, B. et al. 1989. "Molecular Biology of the Cell" 22 ed.
Garland Publishing Inc. New York, USA)
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El Ins1,4,5P3 y el DAG tienen distintos efectos intracelulares. El Ins1,4,5P3 libera Ca2+
de pozas intracelulares, como el retfculo endopldsmico. El Ca?*, a su vez, funciona
como un importante scgundo mensajero al modular la actividad de distintos elementos
celulares. Por otro lado, el DAG activa a la PKC. Esta enzima. al fosforilar a un ndmero
importante de substratos, regula algunas funciones de la célula. Es posible que estos
dos segundos mensajeros interactien en cuanto a sus efectos (ver Berridge, 1987).

+)Estructura y metabolismo de los fosfoinosftidos.

Los fosfoinositidos constituyen de un 2 a un 8% de los fosfolfpidos que integran a la
membrana plasmética (ver Majerus et al,, 1986). El grupo polar de los fosfoinosftidos
cstd conformado por una molécula de mioinositol, el cual es un polialcohol ciclico
compuesto por 6 4dtomos de C. La unién de esta molécula al é4cido fosfatidico, mediante
un enlace fosfodiéster en 1la posicion 1 del inositol, genera fosfatidilinositol. Este
dltimo se puede fosforilar hacia fosfatidilinositol 4 fosfato, mismo que puede ser
subsecuentemente fosforilado hacia fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato. En muchas
células es posible encontrar formas adn méds fosforiladas que este ultimo (ver Majerus
et al., 1986). Los polifosfoinositidos representan aprox. de un 10 a un 20% de los

fosfoinos{tidos presentes en la membrana (idem.).

+)Generacién de IPx y DAG.

Numerosos estudios indican que en diversas células los fosfoinositidos pueden ser
hidrolizados por la PLC en respuesta a una variedad de estimulos tales como hormonas,
luz, neurotransmisores, y factores de crecimiento, entre otros (ver por ejemplo
Berridge, 1987; Downes, 1988; Berridge e Irvine, 1989; Rhee y Choi, 1992). Los
productos de esta hidrélisis son principalmente Ins1,4,5P3 y DAG. La hidrélisis de
fosfoinosftidos por la PLC parece estar acoplada, por medio de proteinas G, a la
activacién "de algunos tipos de receptores (ver Berridge, 1987), aunque hay otros
receptores que activan directamente a la PLC (ver Rhee y Choi, 1992), como se veré
méas adelante.

El metabolismo de los IPx es sumamente complejo (ver Putney et al., 1989). Solamente

del IP3 existen 20 posibles isémeros; ademds, los fosfoinositidos pueden tener enlaces
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ciclicos de fosfato, por cjemplo, inositol 1:2 ciclico 5 bisfosfato. De loé més de 63 IPx
quc pueden existir, mds de 20 se han identificado en distintos tejidos (ver Fisher et al.,
1992).

El ins1,4.5P3, que es el inico de losIPx al que hasta ahora se le ha asignado un
inequivoco papel como segundo menssjero, puede ser inactivado mediante la
remocién de un fosfato en la posicién 5 por una polifosfoinositol 5 fosfatasa, 6 por ia
adicién de wun fosfato en la posicién 3, por una polifosfoinositol 3 cinasa. Los
productios resultantes pueden ser subsecuentemente fosforilados y/o desfosforilados,
lo que genera un ndmero enorme de intermediarios del polifosfoinositol cuyos casos
extremos son el inositol hexaquisfosfato (4cido fitico), y el mioinositol. Este Gltimo se
puede unir al 4cido fosfatfdico para regenerar las pozas de fosfoinosftidos (ver
Berridge, 1987; Berridge ¢ Irvine, 1989; Downes, 1988; Fisher et al., 1992; y Puiney et
al., 1989).

El mioinositol se genera a partir de la desfosforilacién de distintos isémeros del IP1

por la inositol monofosfatasa, y también se puede sintetizar de povo a partir de la
glucosa 6-fosfato (ver Parthasarathy y Eisenberg, 1986). .
La inositol monofosfatasa es susceptible de ser inbibida no competitivamente por Lit
(ver Nahorski et al.,, 1988; Nahorski,1991; Berridge, 1987; y Parthasarathy y
Eisenberg, 1986). El bloqueo por Li* provoca una acumulacién de los productos de
degradacién del Insl,4,5P3. La medicién de estos productos €s una medida indirecta de
la produccién de Ins!,4,5P3 en respuesta a algin estimulo. En el presente trabajo se
empled Li* por estas razones.

Por otro lado, se ha postulado que algunos isémeros del Insi,4,5P3, tal como el

Ins1,3,4P3, asf como algunos intermediarios de! metabolismo del Insi,4,5P3,
particutarmente el Ins1,3.4,5P4, tienen también funciones biol6gicas como segundos
mensajeros, 6 como mensajeros extracelulares (ver Irvine,1992; Downes, 1988;
Nahorski, 1988; y Fink y Kaczmarek, 1988).
La via de la hidrélisis de fosfoinosftidos estd relacionada con un nimero importante
de aspectos de la fisiologfa celular, tales como metabolismo, secrecién, contraccién,
proliferacién celular, cambios en la dinfmica citoesquelética, y actividad neuronal
{ver Berridge ¢ Irvine, 1989: Moolenaar, 1991; Forscher, 1989), entre otros.



29

+)PLC, proteinas que se unen a GTP, y receptores acoplados a la PLC.

++) PLC

La PLC hidroliza el enlace entre el fosfato que une al fosfoinositol con el
diacilglicerol, y el tercer C de este \uitimo. Recientemente se han clonado y
secuenciado 16 PLCs distintas; éstas pueden ser agrupadas en tres tiposi PLC beta, PLC
gamma, y PLC delta (ver Rhee y Choi, 1992). Los tres tipos de PLCs comparten dos
regiones de homologfa, denominadas X y Y. Las PLC gamma tienen ademéds dominios
que tienen homologia con e! proto-oncogén src ; esto es, dominios SH2 y SH3 que
fueron identificados originalmente como regiones no catalfticas comunes a un
nimero de tirosinas cinasas de la familia src (ver Rhec y Choi, 1992; Irvine. 1992; y
Fisher et al., 1992).

Las PLC beta parecen ser activadas por proteinas G. In yitro, la subunidad alfa de
una protefna G, G alfa q, pudo estimular la hidrélisis de fosfoinositidos por medio de la
PLC beta 1, mas no por medio de la PLC gamma 1 ni de la PLC deita 1 (ver Rhee y Choi,
1992; e Irvine, 1992). La activacién de las PLC gamma parece ser independiente de las
protefnas G, y estar dada por fosforilaci6bn en ciertos residuos de tirosina de la enzima
por algunos receptores que tienen actividad intrinseca de tirosina cinasa. Muchos de
estos receptores se unen a factores de crecimiento tales como PDGF, NGF, y FGF, entre
otros. Los mecanismos de accién de las PLC delta son desconocidos (ver Rhee y Choi,
1992; Irvine 1992; y Widmer et al., 1993).

+ +) Protefnas que se unen a GTP.

Algunas proteinas que se unen a GTP, también llamadas proteinas G, acoplan a
varios tipos de receptores con la PLC y la producciéon de IPx. Las protefnas G son
heterotrimeros de aprox. 90 kDa compuestos por tres subunidades distintas: alfa, beta,
y gamma, Estas protefnas tienen actividad de GTPasa (i.e., capacidad de unirse, ¢
hidrolizar, al GTP); el dominio catalitico estdi en la subundad alfa. Las protefnas G
difunden sobre el plano citopldsmico de la membrana plasmdtica.

La subunidad alfa generalmente estd unida a GDP. Cuando la proteina G entra en
contacto con un receplor activado al cual ella es capaz de reconocer, en la subunidad
alfa se intercambia el GDP por GTP. Esto tiene al parecer la consecuencia de que la

subunidad alfa se disocie de las subunidades beta y gamma, que permanecen
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constantementc unidas. La subunidad alfa. unida a GTP, sufre aparentemente un
cambio conformacional tal que su interaccién con algin efector (en este caso la PLC

beta) tiene el efecto de activar a este dltimo.

La rapidez con la que la subunidad alfa lleva a cabo la hidrélisis de GTP determina
en parte la duraciéon de la respuesta, ya quc al estar activada puede activar a mds de
un efector. Cuando la subunidad alfa hidroliza al GTP, vuelve a sufrir un cambio
conformacional que la hace de nuevo mdés affn por el complejo beta-gamma, y de esta
manera se inactiva. Asf, la subunidad alfa funciona como un "interruptor" y como un
“timer" de las seifiales extracelulares (ver Hepler y Gilman, 1992; Linder y Gilman,
1992). Ademds, un solo tipo de subunidad alfa puede regular la actividad de m4s de un
efector (ver Hepler y Gilman,1992).

Al parecer, es la subunidad alfa de estas protefnas ia que lleva a cabo la
transduccién de la sefial, aunque se ha postulado que el complejo beta-gamma
también tiene funciones importantes. Hasta la fecha, se han identificado 21 genes que
codifican a subunidades alfa diferentes. Estas se pueden dividir en 4 grandes
subfamilias: Go, Gi, Gi2 y Gq. Las subunidades G alfa q son las que aparentemente
interactian con la PLC beta (ver Deckmin et al., 1993; Hepler y Gilman, 1992) Ademds,
se han identificado 4 formas distintas de la subunidad beta y 6 de la gamma (ibids.; ver
Irvine, 1992).

Por lo menos algunas de las protefnas G parecen ser sensibles a ciertas toxinas
bacterianas. Por ejemplo, la toxina del célera impide la hidrélisis del GTP por la
subunidad alfa, y mantiene a ésta constantemente activada, mientras que la toxina
pertussis bloquea la interaccién entre la proteina G y el receptor activado. Estas
toxinas son utilizadas ampliamente para determinar si algin proceso de transducci6n
involucra a alguna proteina G. Ademds, las protecinas G varfan en su sensibilidad a las
toxinas (ver Linder y Gilman, 1992).

Algunas de las protefnas G tienen una funcién inhibidora: su activacién inhibe al
efector. Se ha planteado la existencia de protefnas G inhibidoras de la PLC (ver
Berridge, 1987; Fisher, 1992; Hepler y Gilman, 1992). Por otro lado, algunas proteinas G
tienen como efectores a canales idnicos en el SNC; de esta manera, la unién de un
neurotransmisor a su recepltor provoca um cambio en la conductancia postsindptica
sin que ese receptor sea a la vez un canal iénico (ver Hepler y Gilman, 1992).
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La transmisién de la sedial por las proteinas G constituye una instancia més de
regulacién y de modulacién en la transduccién y en la comunicacién celular. De
hecho, experimentos hechos por Ashkenazi et al. (1989) sugieren que distintas
protefnas G pueden acoplar a distintos receptores con la hidrélisis de fosfoinosftidos
en una misma célula; estos receptores pueden inclusive interactuar con el mismo
ligando. En esc estudio, sc analizaron las respuestas a la estimulacién de los receptores
muscarinicos colinérgicos M1, M2 y M4 (entre otros). Estos tres receplores, que
reconocen al mismo ligando, estin acoplados a la PLC aparentemente por medio de
distintas  proteinas G, en la misma célula (ibid.).

++) Receptores acoplados a la PLC.

Muchos de los receptores que estdn acoplados a la hidrélisis de fosfoinosftidos,

pertenecen a la gran familia de protefnas de membrana que presentan siete dominios
transmembranales y que estdn acoplados a la activacién de protefnas G. Otros, como ya
se menciond, fosforilan directamente a la PLC gamma. Entre estos ultimos se
encuentran receptores de diversos factores de crecimiento.
Entre los receptores acoplados a la hidrélisis de fosfoinosftidos por medio de protefnas
G se encuentran receptores de diversos neurotransmisores, lales como los de
acetilcolina  (muscarfnicos), adrenérgicos (alfa-1A y alfa-1B), serotoninérgicos (5-
HT-2 y 5-HT-1C), glutamatérgicos (melabotrépicos), e histaminérgicos (H1). También
acoplados a la PLC por proteinas G, se encuentran los rcceptores de distintos péptidos,
tales como la endotelina, bradicinina, vasopresina, TRH, oxitocina, angiotensina, y
VIP, entre otros (ver Fisher et al. 1992; Rhee y Choi, 1992; Nahorski, 1988).

+)Acciones del Ins1,4,5P3 y del DAG.

Una vez separado del DAG por la PLC, el Ins1,4,5P3 puede difundirse en el citoplasma.
Allf, se une a receptores especificos, llamados IP3R's, localizados aparentemente en el
reticulo endopldsmico (Ross et al, 1989). Los IP3R's parecen funcionar también como
canales de Ca2*. La unién del Ins1,4,5P3 a estos receptores provoca una salida de Ca2+
de esa poza intracelular, y una consecuente elevacién en la [Ca2+}i. El Ca?* tiene un
nimero de funciones importantes en la regulacién de varios procesos celulares, tales
como contraccién, secrecién y metabolismo. De este modo, el Insl,4,5P3 traduce
ulteriormente la sefial extracelular a cambios en la [Ca2*]i. Por otro lado, el DAG
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activa a la PKC, que al fosforilar a un nimero importante de componentes celulares,

modifica también el funcionamiento de la célula (ver Berridge, 1987).

El IP3R es aparentemente una proteina homotetramérica compuesta por

subunidades de 313 kDa de peso molecular cada una. Esta protefna tiene dominios de
unién al Ins1,4,5P3 en la regién N-terminal de cada subunidad. El canal de Ca2+ estd
constitufdo por regiones transmembranales localizadas en la regién C-terminal. Entre
estas dos regiones existe un dominio llamado "dominio de enlace”, en el que estin
presentes dos sitios de fosforilacién (Irvine,1992; Schell et al., 1993).
Parecen existir diferentes genes que codifican a distintos IP3R's; ademds, los
transcritos de estos genes parecen tener distintos sitios de edicién & splicing. Las
formas generadas por edici6én alternativa muestran diferentes patrones de
fosforilacion (Schell et al., 1993; Irvine,1992), por lo que distintas cinasas podrian
regular la actividad de las distintas isoformas del IP3R. Aparentemente, las diferentes
formas se expresan de manera tejido-especifica (Schell et al., 1993). Lo anterior
pareceria adaptar el funcionamiento del IP3R a las condiciones de un tipo celular
dado.

+)Acciones del Ca?* y de la PKC.

+

++) CaZ+,

Un nimero importante de aspectos de la fisiologfa celular estin regulados por el
Ca2+. Algunas de las acciones intracclularcs de este catién estdn mediadas por su
uni6n a la calmodulina, una protcfna que al unirse al Ca2* es capaz de aclivar a
distintas cinasas de protefnas. Un pardmetro importante que determina las acciones
de este catién es su concentracién intracelular, la cual varfa de manera compleja
tanto en el espacio como en el tiempo, en respuesta a un nimero de est{mulos.
Muchas enzimas y protefnas, tales como la PKC, son moduladas por, pero no
absolutamente dependientes de, Ca2* en su actividad. En este caso, el Ca2* actia como
una especie de cofactor.

El Ca2+* también parece regular procesos que movilizan al propio Ca2* de pozas
intracelulares, asf{ como procesos que controlan la entrada de Ca2* extracelular. Entre
estos udltimos estdn, por ejemplo, la activacién de canales de Ca2* activados por voltaje,

y de canales de Ca2*+ operados por ligando (ver Forscher, 1989).
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Un hecho bien conocido es el que generalmente un aumento en la [Ca2+]i provoca
secrecién por células secretoras. Esta secrecién se lleva a cabo al parecer por medio
de exocitosis. A este respecto, los canales de Ca2+ operados por voltaje localizados en
las membranas de las tcrminales nerviosas necurosecretoras juegan un papel crucial
en la secrecién exocitdtica de neuropéptidos y/o neurotransmisores (ver Wang et al.,
1993). Sin embargo, los mecanismos precisos por medio de los cuales el Ca2+ ejerce su
accién sobre la exocitosis son, hasta donde se sabe, desconocidos.

El Cal* también parece estar involucrado en la regulacién de la estructura celular
al modular la actividad de un ndmero importante de protefnas que regulan la
dindmica del citoesquelelo, tales como la profilina y la gelsolina. Estas protefnas
regulan y modulan la polimerizacién de la actina, la organizacién macromolecular de
redes de polimeros de actina, y la interaccién entre filamentos de actina y la matriz
extracelular a través de la membrana plasméitica (Forscher, 1989). Estas modulaciones
subyacen muchos procesos celulares tales como el crecimiento axonal, y quizds estén
involucradas en la proliferacién celular asociada a la hidr6lisis de fosfoinosftidos
provocada por factores de crecimiento (ver Moolenaar, 1991).

Se ha planteado que las proteinas reguladoras del citoesqueleto participan

directamente en la secrecién mediada por Cal*. Algunas de estas protefnas
reguladoras, como la sinapsina y la fodrina, enlazan a los filamentos de actina e
interactian con la membrana. Las redes de actina organizadas por esas proteinas
podrian restringir la difusién de las vesfculas sindpticas y quizds detenerlas, El Cal+,
al actuar sobre las protefnas reguladoras, podrfa tener el efecto de “"disolver" la malla
de actina, y facilitar el acceso de las vesiculas a la membrana plasmética (ver
Forscher, 1989; Fisher et al,, 1992).
Por otro lado, se ha postulado que los fosfoinositidos, especialmente aquellos que estén
glicosilados, sirven como sitios de anclaje para protefnas periféricas tanto
extracelulares como intracelulares (ver Berridge, 1987; Fisher et al.,, 1992). Algunas
de estas protefnas probablemente anclan el citoesqueleto a !a membrana. En este
modelo, la hidrélisis de fosfoinositidos podria tener también la consecuencia de
provocar directamente (jademds de la mediacién por Ca2+?) un rearreglo en el
citoesqueleto y en la estructura celular, al hidrolizar la PLC el sitio de anclaje.

En muchos sistemas, la movilizacién de Cal*+ activada por receptores comprende una
fase inicial rdpida (normalmente segundos) de liberacién de Ca2* de pozas
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intracelulares, aparentemente mediada pof el Ins1,4,5P3. Esta fase es seguida por otra
mas prolongada de entrada de Ca2+ a la célula a través de canales de CaZ+ en la
membrana plasmiética (ver Putney et al.,, 1989; Taylor y Marshall, 1992; Berridge, 1987;
y Hanley et al., 1988). Aparentemente, el Ca?* liberado del reticulo endoplésmico
interactia con los canales de Ca2* en la membrana plasmitica, con la consecuencia de
fa apertura de éstos; sin embargo, se desconocen los detalles (Hanley et al, 1988).

La [Ca2*]i, que normalmente es de 50-100 nM, varia de manera compleja en
respuesta a estfmulos como el Ins1,4,5P3 6 a la apertura de canales de Ca2* en la
membrana plasmética (e.g. por despolarizacién). Frecuentemente se han observado
oscilaciones en los niveles de Ca2+ en forma de picos repetitivos en la [Ca?*]i, y de
ondas u olas de Ca2+ que se propagan a través de la célula y a veces hacia células
vecinas (ver Taylor y Marshall, 1992; Amundson y Clapham, 1993; Berridge ¢ Irvine,
1989). El significado funcional de este tipo de seiializacién es desconocido, aunque
dada la cantidad de pardmetros que pueden variar y controlarse en una respuesta tan
compleja (entre ellos pardmetros espacio-temporales), es posible imaginar que estas
oscilaciones codifican mucha informacién, y que seguramente la sensibilidad en la

graduacién de la respuesta es muy fina.
++) PKC.

La PKC es una protefna periférica de membrana, con un peso molecular de aprox. 80
kDa (Bell, 1986). Al menos 7 subtipos distintos de esta enzima han sido identificados
(Nishizuka, 1988).

El DAG aumenta la afinidad de la PKC por el Ca?*: la unién de la enzima con el DAG le
confiere a ésta la capacidad de activarse en presencia de niveles intracelulares de
CaZ2+, Aparentemente, el Ca2* controla la asociacién de la PKC con la membrana,
mientras que el DAG coatrola la activacién de la enzima y también la asociacién de
ésta a la membrana (ver Nishizuka, 1988). )
La PKC también puede ser activada por DAG proveniecnte de la hidrélisis de otros
fosfolipidos (como fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina). Estos fosfolfpidos son
hidrolizados por fosfolipasas distintas a la PLC, como por ejemplo la fosfolipasa D. Por
lo tanto, las otras fosfolipasas también contribuyen a la estimulacién de la PKC (ver
Asaoka et al., 1992),

La PKC puede ser estimulada experimentalmente con ésteres de forbol, que son

agentes promotores de tumores.
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-Hidrélisis de fosfoinositidos en el sistema nervioso,

El sistema nervioso no es ninguna excepcién en cuanto a la hidrélisis de
fosfoinositidos; de hecho, mds de 25 receptores farmacolégicamente distintos
acoplados a esta via han sido identificados en neuronas y/o glia (MNahorski, 1988;
Fisher, 1992). Se ha observado hidrélisis de fosfoinositidos en rebanadas de cerebro,
en cultivos primarios, y en lineas celulares tanto neuronales como gliales (ver
Fisher, 1992; Krsmanovic et al., 1991). '

La hidrélisis de fosfoinosftidos en las neuronas parece tener efectos
electrofisiolégicos. Muchas neuronas responden a neurotransmisores que achian por
medio de la PLC, con una hiperpolarizacién transitoria (Fink y Kaczmarek, 1988). Esta
hiperpolarizacién aparentemente estd dada por un aumento en la [Ca2+1i, que a su vez
parece facilitar la apertura de canales de K* dependientes de Ca2*. Subsecuentemente
la membrana se despolariza, aparentemente por el cierre de una conductancia de K*
sensible a voltaje (corriente M). Esta conductancia parece estar controlada por
DAG/PKC. Al parécer, algunas neuronas son capaces de secretar sus contenidos aln al
estar hiperpolarizadas; esta accién se debe seguramente al Ca2* liberado por el
Ins1,4,5P3 (ver Fink y Kaczmarek, 1988). Sin embargo, no todas las neuronas
responden al Insl1,4,5P3 con un aumento en la conductancia de K* dependiente de
Ca2+ (ver Berridge, 1987; Fink y Kaczmarek, 1988; y Nahorski, 1988).

Otra posible accién del Ins1,4,5P3 en el sistema nervioso es la de modular los niveles
de Ca2+ intracelular, y de esta manera ejercer una neuromodulacién. En algunas
células, el Ins1,4,5P3 posiblemente module 6 ajuste los niveles de reposo de Ca2+
intracelular, de tal modo que con la entrada de més Ca2+ (por canales de CaZ+ operados
por voltaje en respuesta a un estimulo), se alcance un nivel de Ca2* igual 6 superior
al necesario para transpasar el nivel umbral requerido para provocar una secrecién

(ver Nahorski, 1988; Berridge, 1987), mismo que de otra manera no se podrfa alcanzar.

En el sistema nervioso, el receptor H1 también estd acoplado a la hidrélisis de
fosfoinositidos. Se ha visto que este receptor estd acoplado a la PLC en cultivos
primarios gliales, en cullivos primarios hipotaldmicos, en las lineas de neuroblastoma
y NIE-115, y en las Ifneas de glioma y C6 (ver Fisher et al.,, 1992; Krsmanovic et al.,
1991). Krsmanovic et al. (1991) demostraron también la produccién de IPx en

respuesta a endotelina en la linea neuronal GT!. Hasta donde sabemos, dicho estudio es
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el tnico previo al nuestro en el que se ha medido la produccién de IPx en esa linea

celular. )

El presente trabajo sugicre que la linea linea neuronal GTI es un modelo ideal para
- estudiar la regulaciébn neuroespecifica de la via de la hidr6lisis de fosfoinositidos.
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2.3- Control neuroendécrino de las funciones reproductivas: papeles de
distintos neuromediadores en general, y de la histamina en particular,

en la regulacion de la secrecion de GnRH por el hipotdlamo.

-Consideraciones generales sobre la secrecién de GnRH.
+)Importancia de la pulsatilidad de la secrecibn de GnRH.

La secrecién de GnRH y de las gonadotropinas es pulsdtil; de hecho, cada pico en los

niveles periféricos de LH parece ser la consecuencia de un pico en los niveles de
GnRH en la circulacién porta (Clarke y Cummins,1982; Levine y Duffy, 1988). Estas
oscilaciones parecen ser peri6édicas y sincrénicas.
La pulsatilidad de la secrecién de GnRH es aparentemente necesaria para una
respuesta adecuada de la hipéfisis. Esto lo sugieren experimentos en los que la
administracién continua de GnRH a células hipofisiarias de rata en perfusién abate, a
partir de 2 horas de tratamiento, la secrecién de LH y FSH. Por otro lado, la
administracién de GnRH en la misma concentracién, pero en forma pulséatil, tiene el
efecto de provocar una secrecién pulsdtil d¢e LH y FSH que se mantiene hasta 24 horas
después de iniciado el tratamiento (Smith y Vale, 1981).

Haisenleder et al. (1993) reportan que la amplitud de los pulsos de LH secretados por
células hipofisiarias de rata cn perfusién depende de la amplitud de los pulsos de
GnRH aplicados al medio. Estos autores ademds reportan que la amplitud de los pulsos
de GnRH también tiene el efecto de regular la sintesis de mRNA de las cadenas alfa y
de las cadenas beta especificas para FSH y LH. Por ejemplo, al utilizar pulsos de GnRH
con una amplitud de 70 pg/ml, se observa una cantidad de mRNA de la cadena beta de
FSH dos veces mds grande que la observada al aplicar pulsos de 175 pg/ml. La

frecuencia de aplicacién en ambos casos fue de 1 pulso/30 min.

El significado fisiol6gico de la secrecién pulsitil de GnRH puede apreciarse al
observar que es posible reestablecer la secrecién de gonadotropinas en monos rhesus
con lesiones en el nidcleo arcuato (por lo tamto deficientes de GnRH), por medio de la
administracién intermitente de GnRH con una frecuencia fisiolégica de 1 pulso/hr.
La administracién continua del decapéptido provoca una respuesta muy tenue seguida
de una aparente desensibilizacién de los gonadotropos., De hecho, mediante la
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aplicacién pulsdtii de GnRH con una frecuencia invariante de 1 pulso/hr, se p'udo'
lograr que algunos de esos animales tuvieran ciclos menstruales normales (Nakai ct
al., 1978). Esta observacién, y otras, obscurccen cl significado fisiolégico del pico pre-
ovulatorio de GnRH.

Estudios en mujeres con amenorrea hipogonadotrépica demuestran que la
administracién de GnRH en forma pulsitil induce la ovulacién en la mayoria de ecllas
(70-90% de los casos). La amplitud y la frecuencia de los pulsos parecen ser factores
fundamentales que determinan la respuesta. Ciertas combinaciones de estos dos
pardmetros fisiol6gicos son claramente mas cficaces que otras (Filicori et al.,, 1989).
Algo similar se puede observar en ovejas ovariectomizadas y en las que se ha
desconectado al hipotdlamo de la hip6fisis. En estos animales también es posible ver
un incremento en los niveles de LH, que corresponderian con el pico pre-ovulatorio,
al aplicar GnRH en forma pulsitil. De manera parecida a lo observado en el estudio de
Filicori et al., ciertas combinaciones de dosis dc GnRH y de frecuencias dec inyeccién
son mucho mds eficaces que otras para producir una respuesta adecuada (Clarke et al.,
1990).

Por lo discutido anteriormente, resulta claro que la modulacién de la amplitud, la
frecuencia, y la duracién de los pulsos de GnRH constituye un mecanismo de
regulacién fisiolégica y cronobiolégica muy importante. El cémo interpretan 6
descodifican las células blanco en general la informacion contenida en la modulacién
de éstos pardmetros e€s un lema muy interesante y aparentemente poco explorado. El
estudio de este tlipo de regulacién probablemente tendrid repercusiones clinicas
importantes, sobre todo en los problemas relacionados con la infertilidad 6 con el
control de la natalidad.

+)El "generador de pulsos" de GnRH.

Tanto en el mono como en la rata el aislamiento, por medios quirdrgicos, del
hipotilamo mediobasal, no elimina la secrecion pulstil de gonadotropinas. Esto
sugiere que el mecanismo encargado de generar la secrecién pulsédlil de GnRH reside

en esa parte del hipotilamo (Knobil, 1990a).
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Al basarsc en estc hecho y en la su;')osic.ién de que la liberacién de GnRH es la
consecuencia de la existencia de potenciales de accién en las neuronas GnRHérgicas,
Knobil et al. (revisado en Knobil, 1990a, 1990b, y 1992) supusieron que un nimero
relativamente grande de neuronas GnRHérgicas localizadas en el hipotdlamo
mediobasal (especificamente en la regién del nicleo arcuato en el caso del mono
rhesus) deberfan despolarizarse més 6 menos periédica y sincrénicamente, y que
seria posible medir esa actividad neuronal.

En efecto, al introducir un celectrodo de registro multiunitario a esta zona, se
registr6 una actividad multiunitaria pulsdtil. Este grupo observé un incremento en la
cantidad de potenciales de accién aproximadamente cada hora, seguido, de manera
periédica, por una actividad basal que se interrumpfa para dar lugar a otro
incremento en Jla actividad multiunitaria. Interesantemente, los picos de actividad
multiunitaria se correlacionaron directamente con los picos de secrecién pulsétil de
LH detectados en la circulacién (Fig.4) .

Estos incrementos pudieron haber sido provocados por un nimero relativamente
pequeiio 6 fijo de neuronas con una frecuencia de disparo aumentada, 6 por un
nimero aumentado de neuronas con una frecuencia de disparo menor que la
mencionada anteriormente.

La entidad encargada de generar esta actividad peri6dica, localizada en el hipotdlamo
mediobasal y definida con criterios electrofisiolégicos, pudiera ser parte de, 6
comprender totalmente a, otra entidad cuya existencia ha sido postulada desde hace
muchos afios y que se conoce como “generador de pulsos de GnRH" (ver Knobil, 1992).

La frecuencia del generador de pulsos parcce poder ser modulada por una serie de
factores, como las fases dc los ciclos reproductivo y circadiano en la que se encuentre
el animal estudiado, 6 como la administracién de diversas hormonas y
neuromediadores, como se verd en esta seccién.

El generador de pulsos ha sido identificado con criterios electrofisiol6gicos; sin
embargo, hasta la fecha no se ha podido identificar el substrato anatémico preciso de
dicha entidad. Por lo tanlto, no se conoce con absoluta precisién en qué lugar reside el
oscilador que genera los pulsos. Tampoco se sabe si dicho oscilador estd conformado
en su totalidad por neuronas GnRHérgicas, 6 si éstas estdn acopladas a un oscilador u
osciladores externos. Asimismo, se desconoce la naturaleza celular y molecular del
generador de pulsos (ver Knobil 1990a, 1990b. 1992).
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Fig.4. Curso temporal de la actividad electrofisiolégica del "generador de pulsos de
GnRH", y la correlacién de ésta con el perfil de secrecién de LH durante el ciclo
menstrual en el mono rhesus, Ver texto (seccién 2.3) para mayores detalles, (Tomado
de Knobil, 1990. Electrophysiological approaches to the hypothalamic GnRH pulse
generator. En "Neuroendocrine regulation of reproduction“; Yen, S.S.C,, y Vale, W.W,
eds. Serono Symposia USA, Norwell, MA, U.S.A.).
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+)Propicdades intrinsecas de la secrecién de GnRH.

Martinez de la Escalera et al. (1992¢), Wetsel et al. (1992), y Krsmanovic et al. (1992),
demostraron, de manera independiente, que las células GT1 son capaces de
sincronizarse para generar, de manera intrinseca, pulsos de secrecién de GnRH con
una frecuencia parecida a la observada en ratas ovariectomizadas. Esta secrecién es

dependiente de los niveles de Ca2Z* en ¢! medio.

Krsmanovic et al. (1992) ademds demostraron la existencia de una secrecién pulsitil
¢ intrfnseca de GnRH en explantes hipotdlamicos, adultos y fetales, y en cultivos
primarios de células hipotalimicas. Este grupo mostré que la amplitud de los pulsos de
GnRH generados de manera intrinseca por explantes hipotaldmicos adultos, cultivos
primarios, y células GTIl, disminuye considerablemente al aplicar nifedipina, un
bloqueador de los canales de Ca2* operados por voltaje. Al menos en las células GTI,
este efecto fue dependiente de la concentracién. Por otro lado, la adicién de Bay K
8644, que es un agonista de los canales de Ca%*, estimulé significativamente en éstas
dltimas preparaciones la secrecién de GnRH.

Estos investigadores también observaron que la despolarizacién, con alto K%, de
explantes hipotaldmicos adultos, cultivos primarios, y células GT1, produjo un
incremento en la secrecién, tal y como reportaron originalmente Mellon et al. (1990)
en las células GT1. Al menos en estas células, dicho efecto fue bloqueado por la adicién
simultinea de nifedipina. La adicién de este bloqueador a las células GT1 tuvo el efecto
de disminufr considerablemente los niveles de Ca2+ intracelular.

Krsmanovic et al. (1992) concluyen que la secrecién puisitil de GnRH, al menos en las
préparaciones empleadas, es producto de la despolarizacién espontdnea y ritmica de
las neuronas GnRHérgicas, y que la secrecion estd mediada por la entrada de Cal+
extracelular a través de canales de Ca2* operados por voltaje. De hecho, Martinez de la
Escalera et al. (1992c) ya habfan demostrado que la presencia de Ca+ en el medio de

incubacién de las células GT1 es necesario para la secrecién pulsdtil de GnRH.

La actividad intrinseca de las distintas preparaciones emplcadas en el estudio de
Krsmanovic et al. (1992), asi como la de las células GT1 (Ibid.; Martinez de la Escalera
et al., 1992c; Wetsel et al.,, 1992) posiblemente refleje lo que ocurre jn yivo. Si esto
fuera asi, se podria pensar que muy probablemente la identidad del generador de
pulsos de GnRH reside en las mismas neuronas GnRHérgicas, y que esas células
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contienen mecanismos necesarios y suficientes para generar oscilaciones periddicas
en los niveles circulantes de la hormona.

El estudio dc los mecanismos responsables de la generacién y sincronizacién de pulsos
de GnRH seguramente dard mucha luz acerca de los fenémenos oscilatorios que
ocurren en los seres vivos. En este contexto, las células GT1 serian un importante

modelo para estudios cronobiolégicos.

-Control neuroendécrino de las funcines reproductivas.
+)Necuromediadores peptidicos.

Algunos estudios sugieren que la GnRH tiene un efecto autorregulador sobre su
propio metabolismo al ejercer una retroalimentacion negativa de asa ultracorta (e.g.
DePaolo ct al., 1987; Sarkar, 1987). El grupo de Krsmanovic et al. (1993) demostré Ia
presencia de receptores de GnRH en las células GT1. La periperfusién de estas células
con agonistas GnRHérgicos tiene distintos efectos sobre la secrecién del decapéptido.
Al principio hay un aumento en la secrecién, seguido del abatimiento de la secrecibn
pulsitil basal; a continuacién se inducen pulsos de menor frecuencia pero de mayor
amplitud, y finalmente se pueden observar episodios aislados en los que se secreta
una gran cantidad de hormona (ibid.). Este estudio sugiere la existencia de acciones

autécrinas directas de la hormona sobre las neuronas que la secrelan.

El mismo grupo (Krsmanovic et al., 1991) reporté la produccién dc endotelina, un
péptido originalmente identificado en células endoteliales (Yanagisawa et al., 1988),
en cultivos primarios hipotaldmicos. En ese estudio se demostré también la presencia
de receptores de endotelina tanto en los cultivos hipotaldmicos como en células GTI.
Al menos en esas dos preparaciones, la unién de la endotelina con sus receptores
estimula la hidrélisis de fosfoinositidos y la produccién de IPx, asi como la secrecién
de GnRH. Este fue el primer trabajo en el que se determiné la produccién de IPx en las
células GTI.

La endotelina también tiene efectos sobre la secrecién de gonadotropinas por la
hip6fisis. De hecho, la potencia del péptido para provocar secrecién de LH en la
hip6fisis es comparable a la de GnRH. Probablemente la endotelina también juegue

un papel importante a ese nivel (Stojilkovic et al., 1990).
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La activina-A, 'una protefna parecida a la inhibina, también estimula la secrecién de
GnRH en la lfnea GT1 (Gonzédlez-Manchén et al., 1991).

Dentro de los neuropéptidos, se ha postulado que al menos 30 de ellos participan en
la regulacién de la produccién de gonadotropinas (ver Weiner et al.,, 1988). Entre ellos

se encuentran:

-Somatostatina (SS14 y SS28).
-Substancia P.
-Neurocininas A y B.
-Neurotensina.

-Factor natriurético atrial.
-Neuropéptido Y.

-Péptido YY.

-Péptido  pancreitico.
-Galanina.

-Oxitocina.

-Vasopresina.

-TRH.

-CRH.

-Colecistocininas.

-VIP.

-Glucagon.

~-GHRH.

Para una revisibn mé4s extensa del tema, ver Weiner et al. (1988). Los péptidos
opioides, que al parecer también juegan un papel importante, se disculirdn a
continuacién.

++)Péptidos opioides.

Los péptidos opioides se generan aparentemente a partir de tres precursores
distintos, cada uno de los cuales es codificado por su propio gen. Estos precursores son:

-La proencefalina A, que da origen, entre otros, a la Met-encefalina y la Leu-

encefalina;
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-la dinorfina 6 proencefalina B, que genera a las dinorfinas A y B, entre otros; y
-L.a POMC, que da origen a la beta-END.

Cada tpo de precursor parece ser sintetizado por y en un sistema neuronal
especifico. Los tres sistemas parecen estar representados en el hipotdlamo; en el f4rea
predptica y en la eminencia media existe una alta densidad de receptores a opioides
(ver Bicknell, 1985). Existen al menos tres tipos de receptores de opioides,
denominados kappa, delta y mu. Los opioides derivados de la proencefalina A se unen
preferencialmente a los rcceptores delta; aquellos derivados de la prodinorfina se
unen preferentemente a los receptores kappa, y los producidos a partir de la POMC se
unen principalmente a los receptores delta y mu. ‘

Estos péptidos participan, al parecer de mancra importante, en la regulacién de la
actividad de varios tipos de neuronas neuroend6crinas. Una serie de trabajos, que
comienzan en 1955 (ver Bicknell, 1985), sugieren que los opioides enddégenos
participan en el control de la secrecion de GnRH al ejercer una inhibicién ténica
sobre las neuronas GnRHérgicas (e.g., Drouva et al., 1981; ver Weiner et al., 1988).
Como ejemplo de lo anterior estd la observacién de que en monos rhesus
ovariectomizados, la aplicacién de morfina elimina significativamente el
funcionamicnto del generador de pulsos de GnRH. Esta accién es bloqueada por la
adicién simultdnea de naloxona, un antagonista mu opioidérgico. La administracién
de naloxona sola no tiene efectos distinguibles sobre el generador de pulsos en estos
animales (Knobil, 1990a).

Lo anterior sugierc que en ausencia de las génadas (y de los esteroides sexuales), los
opioides tienen un efecto inhibidor ténico pricticamente inexistente sobre la
secrecién de GnRH. Probablemente los opioides y los esteroides sexuales interactiian
para regular inhibidoramente a la secrecién de GnRH.

Por otro lado, Levine et al. (1990) reportan gque la administracién de naloxona a ratas
tanto intactas como gonadectomizadas tiene el efecto de aumentar la frecuencia y la
ampitud de los pulsos de GnRH y de LH. En un estudio parecido, Leposavic et al. (1991)
demostraron que una sola inyeccién de naloxona, pero no una de ICI 174864 (un
antagonista delta opioidérgico) ni otra de MR2266 (un bloqueador kappa
opioidérgico), a ratas adultas produce una hipersecreci6n de LH y de testosterona en

los animales experimentales.
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En el mismo estudio, sc probd el efecto de los tres bloqueadores sobre la secrecién de
GnRH por hipotdlamos in yitro obtenidos de ratas aduitas e inmaduras. La adicién de
naloxona provoca cn ambas preparaciones un incremento en la secrecién del
decapéptido, mientras que la aplicaciones de ICI 174864 y de MR2266 tienen un efecto
muy pequefio. La aplicacién simultinca de naloxona y de alfuzosina (un antagonista
alfa-adrenérgico) suprime el efecto estimulatorio de la primera, mientras que la
administracién dc alfuzosina sola no ticne ningin efecto sobre la secrecién de GnRH
(Leposavic et al,, 1991).

Lo amterior sugiere que los efectos inhibidores de los péptidos opioides se ejercen, al

menos de manera indirecta, por medio de la unién de éstos a receptores mu presentes
en neuronas reguladoras de las funciones reproductivas., Esta unién bloquearia, de
manera ténica, la actividad (estimuiadora 6 por lo menos permisiva 6 facilitadora), de
neuronas adrenérgicas, y muy probablemente de otros tipos de neuronas. En este
sentido, hasta Ja fecha no existen estudios relacionados con la posible existencia de
receptores opioidérgicos en neuronas GnRHérgicas; seguramente este aspeclto se
estudiard en la Ifnea GTI.
La nocién mencionada arriba estd apoyada por la observacién de que varios
antagonistas atfa-adrenérgicos, asf{ como inhibidores de la sintesis de noradrenalina,
bloguean la estimulacién de la secrecién de LH provocada por naloxona (ver Bicknell,
1985). asf como por el hecho de que un nimero de neuronas adrenérgicas poseen
terminales que terminan cerca de neuronas GnRHérgicas en la regién predptica.

Por otro lado, Masotto et al. (1989) reportaron que la adicién de baclofén (un
agonista GABAp) a fragmentos de hipotilamo de rata que incluyen al nicleo arcuato y
a la eminencia media incubados in yitro. tiene el efecto de bloguear la estimulacién
de la secrecién de GnRH provocada por naloxona. Este efecto inhibidor del baclofén
fue contrarrestado por la adiciébn simultinea de S-aminovalerato, un férmaco que
aparentemente bloquea el efecto inhibidor del baclofén sobre la secreci6n de NE por
terminales noradrenérgicas. Este efecto no fue bloqueado por la adicién simultédnea
de bicuclina, un antagonista GABAA. La adicién de baclofén solo no tuvo ningin
efecto sobre la secrecién de GnRH (Ibid).

Estos resultados sugieren que algunas neuronas GABAdrgicas co-participan con
neuronas opioidérgicas en la regulacién, principalmente inhibidora, de las neuronas
adrenérgicas que modulan a su vez la secrecion de GnRH. Probablemente esta accién
estd mediada por receptores GABAp. En el 4rea predptica medial/anterior del
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hipotdlamo de la rata existen neuronas GABAérgicas que concentran ecstrégenos
(Flugge et al.,, 1986). Quiz4 estas neuronas medien algunos de los efectos de los
estr6genos al inhibir a las neuronas adrenérgicas ya mencionadas.

Por iltimo, los opioides end6genos parecen mediar, al menos en parte, los efectos
reguladores de los esteroides sexuales sobre la secreciébn y quizd la sintesis de GnRH.
Algunas neuronas opioidérgicas situadas en el hipotdlamo tienen receptores de
estrégenos (ver Bicknell, 1985). Esta noci6n es apoyada por los hallazgos del grupo de
Knobil (1990b), en relacién a los efectos de la naloxona sobre el generador de pulsos
de GnRH en monos rhesus gonadectomizados.

+)Esteroides sexuales.

Los esteroides sexuales ejercen sus efectos principalmente al controlar, mediante su
unién a receptores especfficos y la consecuente activacién de éstos, la transcripcién
de genes que poseen secuencias reguladoras susceptibles de ser reconocidas por estos
complejos. El curso temporal de este efecto es relativamente largo (de horas a dias).
Sin embargo, los csteroides aparentemente median respuestas mucho mds rdpidas:
durante la fase de proestro en la rata, los niveles de estrégenos se elevan
considerablemente, seguidos, al cabo de solo unas cuantas horas, por el pico de
secrecion de LH. Los estrégenos, en esa fase, ejercen una retroalimentacién positiva
sobre los niveles de GnRH y de LH.

Otro ejemplo de respuesta rapida, es la observacién de quc la adicién de estradiol a
hipotdlamos mediobasales periperfundidos in yitro tiene la consecuencia deb elevar,
en 10 minutos, la liberacién de GnRH (Miyake et al., 1987).

Los esteroides sexuales parecen jugar un papel muy importante en el control de las
funciones reproductivas. Se han reportado efectos de retroalimentacién positiva y
negativa de estas hormonas sobre la produccién de GnRH (ver Fink, 1988); esto
plantea, aparentemente, una paradoja.

Posiblemente el tipo de retroalimentacién esté determinado por la ubicacién del
animal dentro de su ciclo reproductivo, al menos en el caso de las hembras. Lo mis
probable es que los mecanismos por los cuales los esteroides sexuales ejercen sus
efectos sean muy complejos e involucren un gran nidmero de elementos, redes

neuronales, ¢ interacciones con otros neuromediadores. Es posible plantear
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mecanismos hipotéticos por medio de los cuales explicar los efectos positivos y

negativos de estas hormonas, sin incurrir en paradojas.

El efecto mas directo de los estrégenos sobre la sintesis de GnRH consistiria en su
control directo de la sfntesis del decapéptido en las neuronas GnRHérgicas. Sin
embargo, estas células aparentemente no concentran estradiol (Shivers et al. 1983).
Contrastantemente, Radovick et al. (1991) demostraron, mediante estudios de
transfeccién, que el gen de GnRH contiene una secuencia ERE. Estos estudios
consistieron en la construcciébn de vectores de expresién que contenfan varias
secuencias pertenecientes a la regién 5' del gen de GnRH humano, seguidas en la
direccién 3' por un gen reportero. Con estos vectores se transfectd a células JEG-3
(una linea de coriocarcinoma humano), y se midi6é la actividad del gen reportero en
respuesta a lratamiento con varias concentraciones de estradiol.

Ademés, se hicieron estudios de "huellas digitales" 6 footprinting, con el empleo de
DNasa I y un receptor de estrégenos bovino. Estos anélisis confirmaron la existencia
del ERE en el gen de GnRH. E! ERE estd situado entre -547 y -516 bp. Esto indica que la
posibilidad existe de que la GnRH sea regulada directamente por los estrogenos.

Por otro lado, se ha observado que las neuronas GnRHérgicas son susceptibles de
sufrir cambios morfolégicos en respuesta a fluctuaciones en los niveles de esteroides

gonadales presentes en el liquido intersticial que las bafia (Witkin et al. 1991).

En el drea prebptica/anterior de! hipotdlamo existen neuronas GABAérgicas que

concentran estrégenos (Flugge et al 1986). Quizd e! GABA participe como
intermediario en la regulacién de la GnRH por los estrégenos, posiblemente al
inhibir a las neuronas adrenérgicas mencionadas en la seccién precedente, y
seguramente al modular, inhibidoramente, la actividad de otras interneuronas que a
su vez regulan (excitadora ¢ inhibidoramente) a las neuronas GnRHérgicas.
Los aminodcidos enddgenos excitadores, como el glutamato, también parecen jugar un
papel importante en la mediacién de los efectos de los estrégenos. Por ejemplo, la
aplicacién de MKS80! (un antagonista de los receptores tipo NMDA) a ratas
ovariectomizadas tratadas con estrogenos, abate la capacidad de la progesterona de
inducir picos de LH y FSH en estos animales (Brann y Mahesh 1991a; Brann y Mahesh
1991b).

Al parecer, los efectos de los esteroides gonadales sobre la secrecién de GnRH

también estin mediados por ncuronas opioidérgicas: algunos de los efectos ejercidos
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por dichos esteroides sobre la secreci6n de LH pueden ser revertidos médiamc cl
tratamiento con naloxona. Ademds, en ¢l hipotdlamo mediobasal es posible encontrar
ncuronas que concentran estrégenos y que al mismo tiempo contienen beta-END ¢
dinorfina (ver Bicknell, 1985).

También se ha implicado a los sistemas dopaminérgicos, noradrenérgicos, Yy
serotoninérgicos en la mediacién del control que ejercen los esteroides gonadales
sobre la GnRH (ver Bicknell, 1985). Ohtsuka et al. (1989) demostraron que en un
sistema de perfusién de hipotdlamos mediobasales de rata jn vitro, la adicién de
estradiol al medio de perfusién provoca un incremento grande (>70%) en los niveles
de secreci6n tanto de GnRH como de NE, DA e HA. La adici6én de HA no estimulé la
secrecién de las catecolaminas, ni la adicién de éstas estimulé la secrecién de HA. Estos
autores habfan previamente demostrado que la adicién de NE 6 HA estimula la
secrecién de GnRH en el hipotdlamo mediobasal (Miyake et al.,, 1987). Por lo tanto,
concluyen que cl estradiol estimula la secrecién de NE e HA, mismas que a su vez
estimulan la secrecién de GnRH (Ohtsuka et al.,, 1989). De esta manera, el sistema
histaminérgico también sc ve relacionado con la mediacién de las acciones

regulatorias de los esteroides sexuales.

+)Monoaminas y otros neurotransmisores.

Sobre este tema también hay una gran abundancia de estudios, que a menudo son
controversiales entre sf (ver Weiner et al.,, 1988). Pricticamente todos los principales
neurotransmisores conocidos han sido implicados en la regulacién de la GnRH por
medio de una complicada red de impulsos aferentes. En esta seccién discutiremos los
papeles de las catecolaminas (DA, E y NE), de la 5-HT, y de los aminodcidos excitadores
e inhibidores end6genos y exégenos (como glutamato y GABA). La HA se discutird en

la siguiente seccién.
++) Catecolaminas.

En el hipotdlamo estdn presentes fibras, de origen extrinseco, que contienen NE.
Algunas de é&stas terminan cerca de neuronas que contienen GnRH en el 4rea
preSptica. Un nimero de estas fibras hacen sinapsis, aparentemente, con neuronas
GABACérgicas (ver Weiner et al., 1988).
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La innervacién adrenérgica del hipotdlamo también es extrinseca. Es posible
observar una alta concentracién de E en distintos niicleos hipotalamicos, tales como el
arcuato, supradptico, paraventricular, etc. (ibid.).

En el hipotdlamo estdn también presentes neuronas dopaminérgicas: los cuerpos
celulares de algunas de cllas se encuentran en el nicleo arcuato. Las terminales de
éstas Gltimas terminan cerca de los capilares del sistema porta hipofisiario en la
eminencia media, donde podrian interactvar con terminales GnRHérgicas. Estas
neuronas pueden ademds secrctar dopamina a la circulacién porta (ver Weiner et al.,
1988).

+++) E y NE.

La administracién de bloqueadores alfa-adrenérgicos a monos rhesus
ovariectomizados disminuye en ellos las frecuencias del as{ llamado generador de
pulsos de GnRH, y de los consccuentes pulsos de LH (referido en Knobil, 1990a). En
estos animales, la aplicaci6én de propranolol, un bloqueador beta-adrenérgico, no tuvo
ningin efecto.

En ratas ovariectomizadas, la administracién de bloqueadores de la sintesis de NE 6 de
bloqueadores alfa, 6 la destruccién de las vias noradrenérgicas provenientes del tallo
cerebral, tienen el efecto de suprimir la secrecién pulsitil de LH. El bloqueo con
propranolol de los receptores beta no suprime la secrecion de LH. En estos animales,
la aplicacién de clonidina (un agonista alfa) restituye la secrecién pulsatil de LH
interrumpida por cl tratamiento con FLA-63 (un inhibidor de la sintesis de NE) (ver
Weiner et al.,, 1988; Levine et al., 1990). )
Las neuronas que contienen E aparentemente no participan en la regulacién de Ia
secrecion de GnRH, ya que la inhibicién de la sfntesis de ese compuesto no tiene
ninglin efecto sobre la secrecién pulsdtil de LH (ibids.).

Martinez de la Escalera et al. (1992b) demostraron que en la linea neuronal GT1, la
NE es capaz de estimular la secrecién de GnRH por medio de receptores beta-1
adrenérgicos acoplados positivamente a la adenilato ciclasa. En estos estudios, la
estimulacién noradrenérgica de la secrecién del decapéptido no se vio bloqueada por
la adicién simultinea de bloqueadores beta-2, alfa, alfa-1 y alfa-2, pero si por la
adicién de propranolol 6 de CGP 20712A (un antagonista selectivo beta-1). La acci6n de
la NE fue mimetizada por el isoproterenol (un agonista beta).
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La produccién de cAMP fue estimulada por la presencia de isoproterenol, e inhibida
por la aplicacién tanto de propranolol como de CGP 20712A; la aplicacién conjunta de
NE ¢ ICI 118.551 (un antagonista selectivo beta-2) no tuvo ningin efecto sobre la
estimulacion del cAMP por NE.

Ademis, sc ha demostrado, de manera independiente, la existencia de receptores
funcionales beta-1 acoplados positivamente a la adenilato ciclasa en esta linea
neuronal (Findell et al., 1993; Martinez de la Escalera et al.,, 1992b). La activacién
experimental de esta via de comunicacién intracelular mediante la aplicacién de
forskolina también produce un incremento en la secrecién de GnRH en las células
GT1 (Wetsel et al., 1993).

Los estudios mencionados en esta secci6n sugieren que la NE, y quizds la E, podrfan
tener un efecto directo sobre la regulacién de las neuronas GnRHérgicas,
probablemente por medio de sinapsis entre éstas dltimas y neuronas
noradrenérgicas. Esta regulaciébn parecerfa estar mediada por receptores beta-1,
aunque algunos trabajos sugieren que los efectos de estas catecolaminas estin
mediados por receptores alfa, especificamente alfa-1. Las neuronas adrenérgicas
estdn también involucradas como mediadoras de las acciones dec los péptidos opioides y
de los esteroides sexuales sobre la sintesis y secrecién de GnRH.

En resumen, de un gran nimero de estudios parece desprenderse la conclusién de
que la NE, y quizds la E, participan de manera importante en la regulacién de las
funciones reproductivas.

+++) DA

Knobil et al. (referido en Knobil, 1990a) observaron que el bloqueo dopaminérgico,
al igual que el adrenérgico, disminuye la frecuencia de los pulsos tanto del generador
de GnRH como los de secrecién de LH. Sin embargo, por razones ya mencionadas es
dificil precisar si los efectos de estos compuestos son directos 6 indirectos.

El papel que juega la DA en la regulacién de los pulsos de LH no estd claro (ver Weiner
et al., 1988). Recientemente, Martinez de la Escalera et al. (1992a) demostraron que la
DA estimula la secrecién de GnRH por medio de receptores D1 acoplados positivamente
a la adenilato ciclasa en la linea necuronal GT1. Estos investigadores, y el grupo de
Findell et al. (1993), demostraron independientemente, por medio de estudios de
expresibn & Northern blot y de cinélica de unién 6 binding, la presencia de
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receptores funcionales D1 acoplados positivamente a la adenilato ciclasa en estas
células.

++)5 -HT.

Al igual que con las catecolaminas, se han reportado efectos positivos y negativos de
la 5-HT sobre la secrecion de LH. Aparentemente, el tipo de efecto depende de las
concentraciones de estrégenos, al menos en las ratas hembras (ver Weiner et al.,
1988).

++) Aminodcidos excitadores e inhibidores.
+++) Aminodcidos excitadores:

Existen varios trabajos que sugieren que los neurotransmisores excitadores, al actuar
por medio de receptores especificos, participan de manera importante en la
regulacién de la secrecién de LH. El L-Glu es considerado como el principal
neurotransmisor excitador del SNC. Al parecer, otros aminoicidos endégenos Llambién
participan en este tipo de neurotransmision. Entre ellos se encuentran los 4cidos
homocistéico, quinolinico y piroglutdmico.

Aparentemente, existen distintos tipos de receptores de L-Glu; algunos son
metabotrépicos y otros ionotrépicos. Los receptores metabotrépicos son aquellos que
al ser activados producen un cambio en el metabolismo celular, normalmente al
activar alguna vfa de comunicacién intracelular; los receptores ionotrépicos
generalmente facilitan el trénsito de ionmes a través de la membrana plasmética. Estos
dltimos generalmente son canales i6nicos operados por ligando, es decir, protefnas

que funcionan como receptor y canal i6nico al mismo tiempo.

Los receptores pueden ser activados selectivamente por distintos ligandos, que

generalmente son aminodcidos exégenos, y se han clasificado en 5 clases:

1-Los receptores senmsibles a NMDA, que funcionan como canales de Ca2* operados por
ligando;
2-los receptores sensibles al 4cido kafnico, involucrados en 1la neurotransmisén
rdpida:
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3-los receptlores scnsibles al AMPA, que también son sensibles al 4cido quiscudlico;
4-los receptores reconocidos por el L-AP4, involucrados en la inhibicién de la
transmisién sindptica en algunas regiones del cerebro; y

5-los receptores metabotr6picos, que son activados por el quiscualato y por el trans-
ACPD.

La activacién de esta dltima clase de receptores estd aparentemente acoplada a la
hidré6lisis de fosfoinositidos.

Lépez et al. (1992) probaron los efectos y potencias de distintos aminodcidos
excitadores, endégenos y ex6genos, sobre la secrecibn de GnRH por fragmentos
hipotaldmicos que comprendicron al nicleo arcuato y la eminencia media in yitro.
Estos autores observaron que AMPA> &4cido homocistéico > 4cido quinolinico > 4cido
piroglutdmico. Lo anterior sugiere que, en esta zona del hipotdlamo, los receptores de
tipo no-NMDA son los principales involucrados en la mediacién de la respuesta. En
este estudio se indica que el trans-ACPD no tiene ningin efecto sobre la secrecién de
GnRH.

Por otro lado, Bourgignon et al. (1989a,1989b) demostraron que la secrecion pulsétil
y espontdnea de GnRH por explantes hipotaldmicos de rata in yitro puede ser abatida
mediante la administracién de MK-801, un antagonista potente y especifico de los
receptores tipo NMDA. La secrecién de GnRH no pudo ser bloqueada al adicionar 6,7-
dinitroquinoxalina-2,3-diona, un bloqueador selectivo de los receptores de
quiscualato y kainato. Estos autores concluyen que el L-Glu participa directamente

sobre la secrecién de GnRH, mediante receptores tipo NMDA.

En estudios in.yivo, Brann y Mahesh (1991a, 1991b) mostraron que la
administraci6én de MK-801 a ratas intactas ciclantes en la fase de proestro provoca
una marcada reduccién de los picos de LH y FSH. En este mismo estudio se observé que
el MK-801 inhibe la capacidad de la progesterona de generar picos de gonadotropinas
en ratas ovariectomizadas tratadas con estrégenos. También se observé que el NMDA
provoca un aumento en las cantidades de LH y FSH detectadas en plasma, en ratas
inmaduras ovariectomizadas y tratadas con estrégenos (ibids.).

En otros estudios se ha observado que inyecciones de NMDA a monos rhesus machos
prepiberes, tienen el efecto de aumentar la secrecién de GuRH (Medhamurty et al.
1992).



53

Recientemente s¢ ha demostrado en la linea GT1-1 que el NMDA eslimula la
secrecién de GnRH. Estas células ademds presentan el mRNA del receplor a NMDA
(Mahachoklertwattana et al,, comunicacién personal); lo que sugiere que jnyive muy
probablemente el L-Glu ejerza acciones directas en la regulacién de las neuronas
GnRH¢érgicas.

Todos estos estudios sugieren que el NMDA participa de manera importante en la
regulacién de la secrecién de GnRH. '

Parecce existir comunicacién cruzada (“cross-talk”) entre las vias de los aminoécidos

excitadores ¢ inhibidores en la regulacién de la secrecién de GnRH. Donoso et al.
(1992) mostraron, en fragmentos hipotaldmicos [n vitro, que el muscimol (un
agonista GABA,), tiene el efecto de estimular la secrecién de GnRH, al igual que el L-
Glu. Al aplicar simultdneamente muscimol y L-Glu, la estimulacién observada parece
ser la suma de las estimulaciones producidas por cada uno de los compuestos por
separado.
En estos estudios, no se observé ningin cambio en la secrecion de GnRH al agregar
bicuculina sola (antagonista GABAA) a los fragmentos. Sin embargo, la adicién
simultdnea de bicuculina y L-Glu tuvo el efecto de eliminar la estimulacién provocada
por este ultimo. Por otro lado, la aplicacién simultdnea de L-Glu y baclofén (un
agonista GABAPR) provocé, de manera parecida, una disminucién en la secrecién de.
GnRH hasta niveles controles. Este efecto pudo ser revertido al afadir también
faclofén (un antagonista GABAR).

Al parecer, existen efectos reguladores estimuladores e inhibidores del GABA sobre
las neuronas glutamatérgicas (y viceversa, probablemente), cada uno mediado por un
tipo especifico y distinto de receptor. Esto sugiere que los sistemas de aminodcidos
excitadores que intervienen en la regulacién de la secrecién de GnRH estin
modulados por neuronas GABAérgicas. Estas dltimas parecen modular también a otros
sistemas de necurotransmisores involucrados en la regulacién de la GnRH, y mediar los

efectos de retroalimentacién de los esteroides gonadales.

En conclusi6n, los aminodcidos excitadores también juegan un papel importante en
la regulacién de las funciones reproductivas. Muy probablemente esta accién estd

mediada por receptores tipo NMDA, aunque no se puede descartar la participacién de
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otros lipos tipos de receplores. Es probable quc este sisiema esté modulado a su vez por

neuronas GABAérgicas, con las que parecen tener comunicacién cruzada.

+++)Aminodcidos inhibidores.

El GABA es considerado como el principal neurotransmisor inhibidor del SNC. En el
hipotdlamo existen numerosas neuronas que conticnen‘ka la descarboxilasa del 4cido

glutdmico, una enzima que parlic'ipa en la biosintesis de] GABA. Se ha demostrado que

algunas de esas neuronas establecen contactos sinépti\tos con neuronas GnRHérgicas
r Weiner et al.,, 1988).

Se considera que el GABA participa de manera importante en la regulacién de la

en las dreas predptica medial/anterior del hipotilamo (

secrecién de GnRH. Posiblemente, las ncuronas GABAérgicas ejerzan esta accién
mediante sus contactos sindpticos con las neuronas GnRHérgicas. Ademds, en muchos
modelos, las neuronas GABAérgicas ejercen un efedto inhibidor ténico sobre la
actividad de otras neuronas (e.g., noradrenérgicas) dque a su vez regulan a las
neuronas GnRHérgicas.

En el drea pre6ptica/anterior del hipotilamo existen neuronas GABAérgicas
receptivas a estrégenos (Flugge et al. 1986). Probablemente estas neuronas medien los
efectos reguladores que tienen los estrégenos en la secrecion de GnRH.

Ya se mencion6 que el baclofén es capaz de inhibir la|secrecion de GnRH provocada

por naloxona en fragmentos hipotaldmicos jn . Esta inhibicién puede ser
revertida por la adicién de S5S-aminovalerato {(que antagoniza el efecto del baclofén
sobre la secreci6n (?e NE jn vitro) (Masotto et al., 1989). Esto indica que,
probablemente, las neuronas GABAérgicas ejercen un |control, junto con neuronas
opioidérgicas, sobre neuronas noradrenérgicas que parlicipan en la regulacién de
las neuronas GnRHérgicas. El control sobre las necuronas noradrenérgicas parece
estar mediado por receptores GABAB.

Por otro lado, este mismo grupo también reporta que e¢] GABA y el muscimol tienen
¢l efecto de aumentar la secrecion de GnRH signilficativameme; la aplicaci6n
simultdnea de muscimol y bicuculina tiene el efecto de bloquear la estimulacién
(Masotto et al.,, 1989). Estos resultados estén de acuerdo con los obtenidos por Donoso et
al. (1992) relacionados con los posibles efectos de comunicacién cruzada entre el

glutamato y el GABA.
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In vivo, inyecciones intraventriculares de baclofén primero detienen la secrecién
pulsétil de LH. Al cabo de un tiempo se restituye ésta pero disminuye la frecuencia e
incrementa la amplitud (Akema y Kimura, 1992). Owos estudios también indican que
el GABA ejerce influencias inhibidoras sobre la secrecion pulsdtit de LH (ver Weiner
et al., 1988).

En las células GTl1, Hales et al. (Comunicaciébn personal) han demostrado que el GABA
ticne efectos excitadores directos sobre la secrecion de GnRH. Mediante el empieo de
técnicas electrofisiolégicas, estos autores observan que la adicion de GABA produce
potenciales de accién. En las células GT1, el potencial electroquimico del Cl° parece
ser tal que la apertura de canales de Cl° operados por GABA tiene la consecuencia de
generar una corricnte de ese anién hacia afuera de la célula, lo que provoca una
despolarizacién suficiente para llegar al umbral necesario para la generacién de un
potencial de accion. La apertura de canales de Ca* dependientes de voltaje
posiblemente tiene la consecuencia de provocar un episodio de secrecién.

En este sentido, Martinez de la Escalera et al. (1994), también con las células GTI,
demostraron un efecto bifdsico del GABA sobre la secrecién de GnRH. La adicién de
GABA provoca un aumento en la secrecién de GnRH, que es seguido inmediatamente
por una disminucién en la amplitud de los pulsos espontdneos de secrecién del
decapéptido, y la posterior desaparicién de éstos. La adicién de muscimol tuvo el efecto
de estimular la secrecién, tal y como reportan Masotto et al. (1989) en fragmentos
hipotaldmicos, mientras que la de baclofén tuvo el efecto de inhibir la secreci6n
pulsitil de GnRH.

Estos autores concluyen que existe la posibilidad de que el GABA tenga una doble
accién sobre la secrecién de GnRH: wna excitatdora y rdpida, mediada por receptores
GABA,, y otra inhibidora y relativamente mds lenta, mediada por receplores GABASR.

En conclusién, las neuronas GABAérgicas parecen tener acciones directas sobre las
neuronas GnRHérgicas, como lo sugieren los hechos de que ambos tipos de células
establecen contactos sindpticos entre sf, y de que el GABA tienc distintos efectos
directos sobre las células GT1. Ademds, las neuronas GABAérgicas muy probablemente
median y/o modulan, al regula}r la actividad de distintas neuronas, los efectos de otros
neuromediadores sobre la secrecién de GnRH. Ei 6 los tipos de receptores GABAérgicos
presentes en las células postsindpticas también parece ser un elemento determinante
en cuanto al tipo de efecto provocado por el GABA.
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Es posible que, in vivo. las neuronas GABAérgicas que hacen sinapsis con las
neuronas GnRHérgicas, estimulen y/o inhiban directamente a estas ‘iltimas. Si estas
acciones fueran ciclicas, posiblemente el GABA podria funcionar como un

sincronizador de las oscilaciones de la secrcciones de las neuronas GnRHérgicas.

+)HA.
++)Consideraciones generales.

La HA es una amina biogénica que estd asociada con células cebadas preser.nes en

casi todos los tejidos. En éstos, la HA tiene un nimero imporiante de acciones
biol6gicas (Hill, 1990). La HA también se encuentra presente en el SNC, donde ha sido
postulada como un neurotransmisor 6 neuromodulador (ver Wada et al., 1991; Prell y
Green, 1986; Rusell et al,, 1990; Hill, 1990).
La HA es sintetizada a partir del aminodcido esencial L-histidina por la L-histidina
descarboxilasa, y es inactivada mediante su conversién a tele-metilhistamina por la
histamina metiltransferasa. Al parecer, la HA es el unico substrato endégeno de esta
iltima enzima. La tele-metilhistamina puede ser subsecuentemente desaminada
oxidativamente para convertirse en 4cido tele-metilimidazolacético; esta reaccién estd
catalizada principalmente por la monoaminooxidasa B (ver Prell y Green, 1986).

Las primeras acciones biolégicas de ila HA fueron descritas a principios de siglo (ver
Parsons, 1991). Dentro de éstas se pueden contar la contraccién de varios muisculos
(e.g. de los tractos gastrointestinal y respiratorio), la disminucién de la presién
arterial en animales experimentales, y la estimulacién de la sccrecién de 4cido
géstrico, entre otras.

La HA tiene un nimero de acciones en €l SNC (ver Wada et al.,, 1991). Este compuesto

se halla también involucrado, de manera importante, con el sistema inmune.

La HA juega un papel importante en procesos inflamatorios y en alergias. Este
hecho motivé la bisqueda de compuestos que antagonizaran las acciones de la HA en
esas reacciones. Los primeros de ellos en ser desarrollados fueron los asi llamados
antihistamfnicos cl4sicos. Actualmente se sabe que los antihistaminicos antagonizan
la accion de la HA sobre un tipo de receptor, farmacolégicamente identificado y

denominado H1. A partir del desarrollo de esos primeros fdrmacos, se han desarrollado
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otros antagonistas mds potentes, como fla pirilamina (también conocida como
mepiramina) y la difenhidramina, ademds de algunos agonistas (ver Hill, 1990).

Sin embargo, los antihistamfnicos no son capaces de bloquear todos los efectos

farmacolégicos de la HA, como por ejemplo la secrecién de 4cido gdstrico estimulada
por HA, 6 la contraccién del itero de rata aisiado. Esta observacién, y la analogfa con
los receptores adrenérgicos, llevé a la postulacién de la existencia de un segundo tipo
de receptor de HA. )
El desarrollo de farmacos especfficos, como la burimamida, capaces de bloquear
aquellas respuestas a HA no antagonizadas por los antihistaminicos clédsicos, hizo
posible determinar farmacol6gicamente la existencia de un segundo tipo de receplor
a HA, que fue denominado H2. A partir de entonces, se han desarrollado férmacos que
agonizan 6 antagonizan, con una mayor especificidad y selectividad, los efectos de la
HA sobre los receptores H2 (ver Parsons, 1991; Hill, 1990).

Mds 6 menos recientemente se ha identificado farmacolégicamente un tercer tipo de
receptor de HA. Este fue originalmente encontrado en el SNC, donde aparentemente
funciona como autorreceptor presindptico al modular la secrecién de HA y
probablemente de otros neurotransmisores. El receptor H3 también se encuentra en
G6rganos periféricos (ver Parsons, 1991; Hill, 1990; Pollard et al.,, 1993; Mitsuhashi y
Payan, 1992).

Con respecto al arsenal farmacoldgico disponible para el estudio de los distintos

receptores histaminérgicos, existe un nimero relativamente grande de agonistas y
antagonistas de los receptores H1, H2 y H3. Salvo en el caso de los agonistas HI, que no
presentan una especificidad alta, los demds compuestos exhiben una relativamente
alta especificidad, selectividad, y potencia relativa a la HA (tabla 1).
En el caso de los receptores Hl, los principales agonistas son la 2-metilhistamina y la
2-tiazoliletilamina. Los principales antagonistas son la pirilamina, la (-)-
clorfeniramina, y la trans-triprolidina. En cuanto a los receptores H2, los principales
agonistas son la 4-metilhistamina, el dimaprit, y la impromidina. Los principales
antagonistas, algunos de los cuales son usados clinicamente en el tratamiento de la
dlcera péptica, son la cimetidina (Tagamet), la ranitidina (Azantac) y la zolantidina;
este dltimo es capaz de cruzar la barrera hematoencefdlica. Con respecto a los
recepiores H3, el principal agonista es la R-(alfa)-metilhistamina, y el principal
antagonista es la tioperamida (Fig.5).



A Antagonist potencies of histamine receptor antagonists*

Ko (nM)
Antagonist
H, H, H;
Mepyramine 0.8° 5,200° >3,000°
Cyclizine 5.0° 1,600° >580/
(+)-Chlorpheniramine 0.4¢ 1,200t >58¢
(=)-Chlorpheniramine 204¢ >58/
Cimetidine 450,000" 800" 33,000°
Ranitidine >100,000° 200° >1,200/
Tiotidine >30,000/ 15* 17,000°
Burimamide 290,000 7,800 70/
Impromidine Agonist/ Agonist/ 65/
Thioperamide >100,000™ >10,000™ 4.3™

* Source of data: ® Hill and Young (1981), ¢ Trendelenburg (1960"
< Arrang et al. (1985¢), ¢ Ganellin (1982), ©Johnson et al. (19790
! Arrang et al. (1983), ¢ Hill et al. (1981), * Brimblecombe et al (1975

*Cavannagh et al. (1983), ' Donaldson et al. (1988b), * Yellin et g
(1979), ' Black et al. (1972), ™ Arrang et al. (1987a).

+ Data from racemic mixture.

B Relative potencies of histamine receptor agonists*®
Agonist H, H. Hy
Histamine 100 100 100
Na-Methylhistamine 72 74 270
Na-,Na-Dimethylhistamine 44 51 170
2-Methylhistamine 16.5 4.4 <0.08
2-Thiazolylethylamine 26 2.2 <0.01
4-Methylhistamine 0,23 43 <0.008
Dimaprit <0.0001 71 <0.008
Impromidine <0.001 4810 Antagonist
R-(«)-Methylhistamine 0.5 1.0 1550
S-{a)-Methylhistamine 0.5 1.7 13

* H; and H, data from Ganellin (1982); H, data from Arrang et al.

(1983, 1987a, 1985¢).
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Tablg 1. Potencias de distintos antagonistas histaminérgicos (A), y potencias relativas
de distintos agonistas histaminérgicos (B). (Tomado de Hill, S.].” 1990. Distribution,
properties and functional characteristics of three classes of histamine receptor.

Pharmacol. Rev. 42, 45-83).
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i

Fig.5. Estructuras de diversos agonistas y antagonistas H1, H2 y H3. (Tomado de Hill,
S.J.. 1992. Histamine Receptor Agonists and Antagonists. Neurotransmissions VIII,
numero 1, pp. 1-8. Publicado por Research Biochemicals Inc. Natick, Mass. USA)
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‘Sin embargo, casi todos los agonistas histaminérgicos tienen, adem&s de un efecto
principal sobre un tipo de receptor, otros posibles efectos sobre los otros receptores
de HA (aunquc ¢éstos scan relativamente pequefios). Por o tanto, la discriminacién
entre receptores por un fdrmaco es mdas bien cuantitativa y no cualitativa (Prell y
Green 1986). Para una revisién de los fdrmacos existentes, asi como de sus
caracteristicas quimicas y potencias, kd's, etc., el lector es referido a excelentes
revisiones por Hill (1990, 1992), Haaksma et al. (1990), Parsons (1991) y Timmerman
(1989).

En cuanto a los mecanismos de comunicacién intracelular mediante los cuales la HA
ejerce sus cfectos en sus células blanco, miltiples observaciones hechas en distintos
tejidos y células han sugerido que los receptores H1 estdn acoplados positivamente a
la hidrélisis de fosfoinosftidos, y que los receptores H2 estdn acoplados positivamente
a la adenilato ciclasa. Adn se desconoce cudl es la vfa de comunicacién intracelular
empleada por los receptores H3 (ver Hill, 1990; Mitsuhashi y Payan,1992; y
Timmerman, 1989).

La estimulacién de receptores H1 en distintas Ifneas celulares, tales como
astrocitomas humanos, astrocitos primarios de rata, NG108-15 y NI1E-115, también
produce un aumento en los niveles de IPx y un incremento en la [Ca2+]i (ver Fisher et
al., 1992). El cerebro no es ninguna cxcepcién en cuanto a la produccién de IPx en
respuesta & la estimulacién de receptores Hi. Daum et al. (1984) demostraron la
acumulacién de 3H inositol-1-fosfato, en presencia de Li*, en rebanadas de distintas
regiones del cerebro del cuyo en respuesta a la aplicacién de HA al medio de

incubacién.

El Li* se emplea en muchos estudios en los que se desea medir la produccién de IPx,
ya que cste elemento es un inhibidor no comﬁetitivo dc la inositol monofosfatasa. Esta
enzima remueve el grupo fosfato del inositol monofosfato, para convertirlo en
inositol. De esta manera, la enzima contribuye a regenerar las pozas de inositol libre.
El inositol monofosfato es, a su vez, un producto de la degradacién del Insi,4,5P3 (y de
otros IPx mds fosforilados que el IP1).

Normalmente el metabolismo de los IPx es tan rdpido que, si no se usara este inhidor,
diffcilmente se podrfa detectar su produccién. Mediante el empleo del Li*, se logra
provocar una acumulacién mesurable de IP{, que a su vez es un indicador indirecto

de la tasa de produccién de Insl,4,5P3.
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La prdduccién de IPx en respuesta a HA en distintas lineas ncuronales (Fisher et al.,
1992), asi como la observacién de Daum et al. (1984), son relevantes para el presente
trabajo. Esto se debe a que el modelo experimental empleado en este estudio es de
naturaleza neural, y a que la técnica empleada para medir la acumulacién de IPx es

similar a la empleada por nosotros.

El gen del receptor H1 ha sido ya clonado y secuenciado en el bovino (Yamashita et

al,, 1991) y en la rata (Fujimoto et al, 1993; también ver Timmerman, 1992). El! grado
de homologfa entre los genes de las dos especies es de 73% en total, y de 94% en las
supuestas regiones transmembranales. El gen del receptor H1 de rata ha sido también
expresado exitosamente en un sistema de transfeccién (Fujimoto et al. 1993).
El gen del receptor H1 carece de intrones y en la rata codifica a una protefna de
aproximadamente 486 aminodcidos, con un peso molecular estimado de 55690 Da. El
andlisis de la secuencia de aminodcidos sugiere que esta protefna tiene 7 dominios
transmembranales, lo que es caracterfstico de receptores acoplados a protefnas G. Este
gen presenta también sitios conservados que se encuentran en otros genes de
receptores de aminas biogénicas. Por medio de estudios de expresién se pudo observar
la presencia del transcrito de este gen en ¢l cerebro de rata.

El gen del receptor H2 también ha sido ya clonado y secuenciado en el perro (Gantz

et al., 1991) y cn la rata (Ruat et al., 1991; ver también Birdsall, 1991). El grado de
homologia observado cntre estas dos especies es de 82% en total, y de 92% en las
regiones transmembranales. El gen del receptor H2 de rata ha sido expresado en
células CHO, en las que produce una acumulacién de cAMP (Traiffort et al., 1992a).
El gen del receptor H2 se expresa en varios tejidos de rata, como el estémago y el
cerebro (Ruat ct al., 1991). Este gen lambién estd desprovisto de intrones, y en la rata
codifica a una proteina de 358 aminoicidos. El andlisis de la secuencia indica la
presencia de 7 dominios transmembranales, lo que sugiere que este receptor también
pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G.

Hasta la fecha, no existen estudios en los que se haya clonado y secuenciado el gen
del receptor H3; sin embargo, estudios de solubilizacién de protefnas membranales
han indicado que el receptor H3 tiene un peso molecular de 220 kDa, y que puede estar
acoplado a alguna proteina G (Zweig et al., 1992).
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++)Neurobiologfa de la HA.

Mcdiante métodos inmunocitoquimicos, ha sido posible determinar la presencia de
HA y dc histidina descarboxilasa en ¢l SNC (ver Prell y Green, 1986). Estas dos se
encuentran en neuronas y en células cebadas (ver Timmerman, 1989).
Los cuerpos celulares de las neuronas histaminérgicas se encuentran localizados en
el nidcleco tuberomamilar de la parte ventral del hipotdlamo posterior. Estas necuronas
se hallan agrupadas cn 5 pequefios nicleos, llamados E1-E5. Los grupos emiten sus
proyecciones cn una manera similar, por lo que sc considera que todas las neuronas
histaminérgicas constituyen un solo grupo funcional.
Las proyecciones, de naturaleza varicosa, llegan a casi todas las partes del cerebro,
donde se encuentran presentes dc manera difusa y al parecer aleatoria. Muy pocas de
ellas establecen contactos sindpticos (ver Wada et al,, 1991; Rusell et al.,, 1990). Esto
sugiere que sus secrcciones se difunden en el cerebro, donde pueden afectar las

actividades de varias ncuronas y de otros tipos celulares (ver Hill, 1992; Russell et al.,
1990).

Un ndmero de observaciones (Russell et al.,, 1990; ver Prell y Green 1986; Hill, 1992;
y Donoso y Alvarez, 1984; Mochizuki et al., 1992) parecen confirmar que la HA
funciona como un ncurotransmisor 6 un neuromodulador en el SNC:

1-Es posible encontrar HA en el espacio extracelular de algunas regiones del cerebro,
como el hipotdlamo y el cuerpo estriado.

2-La concentracién hallada de HA (aprox. 10 nM) estd dentro del intervalo en el que
se encuentran las concentraciones de otros neurotransmisores, como las
catecolaminas.

3-La HA estd presente principalmente en axones y cuerpos celulares.

4-Al fraccionar al tejido, la HA sc halla principalmente en la fraccién sinaptosomal.
5-La tasa de sfintesis de HA aumenta al elevarse los niveles de L-histidina (la
abundancia de L-histidina es la limitante de la reacci6bn que convierte a ésta en HA).
6-En el SNC es posible detectar a la histidina descarboxilasa.

7-Es posible observar un aumento cn los niveles de HA en liquido extracelular
posteriormente a la despolarizacién de la preparacién estudiada con alto K* (las
células cebadas no secretan HA en respuesta a alto K*). Este aumento es sensible a

tetrodotoxina y depende de Ca2* extracelular.
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Sc ha observado un patrén circadiano de secrecién de HA en el hipotdlamo de la
rata. Los niveles aurﬁeman durante la noche, que es el perfodo activo de estos
animales (Mochizuki et al., 1992: Philippu y Prast, 1991). En estos animales, también
se observan ciclos ultradianos de secrecién, con una frecuencia de 1 ciclo/ 1.5 horas.
Estos ciclos parecen componerse de oscilaciones de menor periodo, mismas que tienen
una frecuencia aprox. de 1 ciclo/10-20 min (Philippu y Prast, 1991).

La HA parece estar involucrada en la regulacién de las funciones enddcrinas,

ejercida por el hipotdlamo. Ademds, parece jugar un importante papel en un nimero
de funciones en el SNC, tales como: nocicepcién, regulacién del estado de alerta,
metabolismo energético, analgesia, funcién vestibular, aumento de la presién
arterial, aumento de los niveles de glucosa, y disminucién de la temperatura corporal,
entre otros (ver Wada et al.,, 1991, y Knigge y Warberg, 1991).
La HA también parece cstar involucrada en la modulacién de algunas conductas, tales
como la actividad locomotora y las conductas sexual, alimentaria y de ingesta de agua.
La conducta exploratoria parece tener un importante componente histaminérgico
(Alvarez y Banzén, 1992; ver Wada et al., 1991; y Knigge y Warberg, 1991).

Dentro del SNC, la HA probablemente también estd involucrada en procesos que no
son propiamente neurales, tales como la inflamacién ¢ la modulacién de la presién

arterial.

++)Participacién de la HA en el control de mecanismos neuroendécrinos.

Se ha postulado que la HA tiene una funcién reguladora en varios mecanismos
neuroendécrinos (ver Donoso y Alvarez, 1984; Weiner et al., 1988; y Knigge y
Warberg, 1991). Muy probablemente las acciones de la HA se ejercen al nivel del
hipotdlamo. En esta zona existe una densidad alta de fibras histaminérgicas, que
muchas veces estin cerca de donde se sintetizan las hormonas hipofisiotr6picas (ver
Knigge y Warberg, 1991).

‘Los niveles mds altos de HA se observan en la eminencia media, aunque también hay
gran abundancia en los nicleos arcuato, supraquiasmitico y tuberomamilar. La
desaferenciacién del hipotdlamo mediobasal no disminuye los niveles de HA en la

eminencia media (ver Weiner et al., 1988).
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Por otro lado, se ha observado, principalmente mediante estudios de cinética de unién,
que en cl hipotdlamo de la rata los receptores Hl son relativamente abundantes y que,
contrastantemente, el nimero de receptores H2 y H3 es comparativamente escaso. La
distribucién de receptores H1 marcados con radioligandos especificos se correlaciona
en buena manera con la distribucién de fibras histaminérgicas (Traiffort et al.,
1992b, Pollard et al., 1993; ver Knigge y Warberg, 1991). Lo anterior sugiere que la
mayorfa de las acciones hipotalimicas de la HA son mediadas por receptores HI.

A este respeclto, Jorgenson ct al. (1989) encontraron que la aplicacién de HA a
rebanadas de hipotdlamo, inclufido en ellas el ndcleo arcuato, tiene el efecto de
provocar en neuronas de dicho mnicleo respuestas electrofisiolégicas excitadoras, y
que este efecto estuvo mediado por receptores HI.

Desde 1914 se sabe que la HA, inyectada intra-arterialmente cerca de la gldndula
adrenal del perro, tiene el efecto de estimular la secrecién de E. Esta estimulacién es
sensible a la presencia de antihistamfnicos. De hecho, la HA tiene el mismo efecto en
tejido adrenal cromafin aislado (ver Donoso y Alvarez, 1984). Esto fue el primer
indicio de que la HA puede participar en la regulaci6bn de la secrecién de algunas
hormonas.

Otras observaciones han sugerido que la HA inyectada icv, ain en concentraciones
que no producen respuestas periféricas, tiene el efecto de incrementar la secrecién
de la corteza adrenal.

Aparentemente, la HA tiene acciones sobre mecanismos hipotaldmicos que controlan
la secrecibn de ACTH via la secrecién de CRH. La HA también estimula la secrecién
(aparentemente mediada por CRH) de péptidos derivados de la POMC en el l6bulo
anterior de la hip6fisis, tales como la beta-END y la alfa-MSH (ver Donoso y Alvarez,
1984; y Knigge y Warberg, 1991).

La microinyecci6n de HA en el micleo supradptico parece tener la consecuencia de
elevar la tasa de secreci6bn de vasopresina, La HA ha sido también implicada en el
contro!l de la oxitocina (ver Donoso y Alvarez, 1984; y Kingge y Warberg, 1991).

La HA parece estar involucrada en la regulacién de la secrecién de PRL: la aplicacién
6 microinyeccién de HA en el édrea anterior/preéptica de la rata induce un pico de
secrecién de PRL. ’

La HA probablemente participe indirectamente en la secrecién de GH, y en la
secrecion de TSH (ver Knigge y Warberg, 1991).
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La secrecién de LH también parece estar regulada por la HA. En 1955, Sawyer
demostré6 que la administracién icv, pero no intravenosa, de HA a conejos tratados con
estrégenos, induce la ovulacién (ver Weiner et al., 1988).

La administracién icv de este compuesto a ratas en proestro y a ratas ovariectomizadas
y tratadas con esir6genos produce una elevacién en los niveles de LH; sin embargo,
este efecto no pudo ser observado al emplear ratas macho 6 hembras en diestro 6 estro
(ver Donoso y Alvarez, 1984; Weiner et al.,, 1988). Esto sugiere que los niveles de

esteroides gonadales determinan el tipo de respuesta.

Los estudios existentes relacionados con tipo de receptor (Hl u H2) que se encuentra
involucrado en la regulacién de LH por la HA, son conflictivos (ver Donoso y Alvarez,
1984; Weiner et al., 1988). La aplicacién de 4-metilhistamina, un agonista H2, tuvo el
mismo efecto estimulatorio que la HA sobre la secrecion de LH; esta respuesta no pudo
ser observada al administrar agonistas HI1 (Donoso y Zirate, 1983; Donoso y Alvarez,
1984). Por otro lado, Horno y Alvarez (1989) observaron que s6lo la aplicacién
conjunta de antagonistas H! y H2 pudo bloquear el pico de LH inducido por estrégenos
en la rata. M4&s ain, en estos animales, la aplicacién de alfa-fluorometilhistamina (un
inhibidor de la sintesis de HA) también bloqueé el pico de secrecién de LH inducido
por estrégenos (Ibid.). En un elegante estudio realizado jn vitro, Miyake et al. (1987)
demostraron que la HA estimula la secrecién de LH por la hipéfisis, y de GnRH por el
hipotdlamo mediobasal, aparentemente por medio de receptores Hl. Los resultados de
Miyake et al. (1987) también sugieren que la HA podria mediar los efectos
estimuladores de los estrégenos sobre la secrecién de GnRH, y que la HA no tiene
acciones directas sobre la hipdfisis en cuanto a la secrecién de LH.

Otros autores (Van Kirk et al. 1989) indican que la HA controla la secrecién de LH en

ovejas hembras también por medio de receptores Hl.

Ohtsuka et al. (1989) demostraron, en hipotdlamos mediobasales de rata in vitro, un
aumento en los niveles de HA, NE, y DA, asf como un incremento en la secrecién de
GnRH, en respuesta a la adicién de estradiol. La HA en estos estudios no produjo un
aumento en la secrecién de NE (cf. Blandina et al., 1989 y Bealer, 1993; ver mas abajo),
ni la NE provocé incrementos en la secrecién de HA. Esos tres neurotransmisores
pueden estimular a su vez la secreciébn de GnRH, como discutimos anteriormente.

Por otro lado, Charli et al. (1978) reportaron que la HA no tuvo ningin efecto sobre la
secrecion de GnRH por el hipotdlamo mediobasal de rata macho jn vitro.
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Es posible que la diferencia cxistente entre los hallazgos de Miyake et al. (1987) y de
Charli et al. (1978) se dcba a la abundancia diferencial de los distintos esteroides
gonadales. en el hipotdlamo de esa especie. Esto indicarfa que la regulacién
histaminérgica dc la secrecibn de GnRH puede ser distinta en ambos sexos (ver
también Weiner et al., 1988; Donoso y Alvarez, 1984).

Todo lo disutido anteriormente sugiere que las neuronas histaminérgicas se
encuentran involucradas, a nivel del hipotdlamo, en la secrecién de GnRH y en Ia
mediacién de la generacién del pico de LH. Probablemente las neuronas
histaminérgicas también medien algunos de los efectos de los estrégenos sobre Ia
secrecién de GnRH, como lo indican los resultados de Ohtsuka et al. (1989). Aquf
hacemos un resumen de todos los hechos que apoyan esta nocién:

1-El bloqueo de los receptores H1 (Miyake et al. 1987; Van Kirk et al. 1989), H2 (Donoso
y Alvarez, 1984), 6 de ambos, as{ como la inhibicién de la sintesis de HA (Horno y
Alvarez 1989), inhiben la secrecién de LH.

2-Las zonas en las que estdn presentes las neuronas GnRHérgicas estdn densamente
innervadas por fibras histaminérgicas (ver Knigge y Warberg, 1991).

3-En las zonas del hipotdlamo donde se encuentran las neuronas GnRHérgicas existe
una relativa abundancia de receptores H1 (Traiffort et al.,, 1992b, Pollard et al., 1993;
ver Knigge y Warberg, 1991).

4-1n vitro. la HA estimula la secrecién de GnRH por el hipotdlamo mediobasal en las
hembras (Miyake et al. 1987; ver también Wada, 1991), pero aparentemente no en los
machos (cf. Charli et al. 1978).

5-La hipSfisis no responde a la HA para liberar LH; la HA estimula la secrecién en
fragmentos hipofisiarios en incubacién sélo en la presencia de tejido hipotaldmico
(Miyake et al., 1987).

6-La pirilamina (antagonista H1) bloquea la estimulacién de la secrecién de GnRH
provocada por estradiol en el hipotdlamo mediobasal in yitro (Ibid.).

En cuanto a la regulacién de las neuronas histaminérgicas por otros sistemas, se ha
observado que éstas reciben impulsos aferentes de fibras provenientes de la corteza
prefrontal, del 4rea preéptica medial y del septum. También reciben aferencias de
fibras quc conticnen neuropéptido Y, substancia P, NE, 5-HT, y E (Wada et al. 1991).
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La adenosina y ¢l GABA modulan la produccién de IPx inducida por HA en rebanadas
corticales; la secrecién de HA por rebanadas hipotaldmicas es suprimida por GABA
(ibid.).

In yiveo, la adicién de L-Glu en el hipotdlamo de rata tienc el efecto de estimular la
secrecién de HA. Esta accion parece estar mediada por receptores tipo NMDA (Okakura
et al., 1992). También jn vivo, la HA estimula aparentemente la secrecién de NE en el
4rea anterior/paraventricular del hipotdlamo, via receptores H1 (Bealer, 1993). Al
parecer existe una interaccién funcional entre los sistemas adrenérgicos e
histaminérgicos centrales.

La observacién de Bealer (1993) contrasta con lo reportado por Ohtsuka et al. (1989),
quienes no observaron incrementos en los niveles de NE en respuesta a HA en
rebanadas de hipotdlamo in yitro. El trabajo de Bealer también difiere de lo reportado
por Blandina et al. (1989), quicnes reportan un incremento en la secrecién de NE en
respuesta a la aplicacién de agonistas H2 a hipotilamos de rata in vivo.

En conclusién, la HA participa de manera importante en la regulacién de la
secrecion de algunas hormonas hipotaldmicas, entre ellas de GnRH.
Al parecer, existe en el hipotdlamo una intrincada red de interacciones entre
diferentes sistemas necuronales que regulan la secrecién de distintos compuestos, que
a su vez controlan la secrecién de GnRH. Descifrar la estructura, el orden y el
funcionamiento de esa red es quizd el reto mis grande de la neuroendocrinologia de
la reproduccién.
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2.4-Las lineas neuronales GTI1.

-Origen y desarrollo.

La técnica de tumorigénesis genéticamente dirigida consiste en 1a induccién de un
tumor de un tipo celular determinado en algin organismo. Esto se puede lograr de
diversas maneras, como por ejemplo en ratones transgénicos, mediante una serie de
pasos. El primero consiste en la construccién de una secuencia de DNA que
comprende a un oncogén ligado a2 una secuencia de DNA que normalmente sélo es
funcional en el tipo celular a transformar (e.g., la regién reguladora de un genm
tejido-especiffico). De esta manera, la expresién del oncogén estd ligada a la expresién
del gen elegido, y restringida por la activacién de la secuencia reguladora escogida.
Esta construccién es después introducida en ovocitos fecundados en su fase de una
sola célula. Posteriormente, los ovocitos son reimplantados en madres
pseudoembarazadas. Los productos se examinan al nacer para determinar en cudles de
ellos sf existe la expresi6n del tramsgén. Al cabo de un tiempo, en algunos individuos
transgénicos probablemente se desarrollard un tumor. De ser el caso, este dltimo es
extirpado y sus células dispersadas. A partir de algunas de éstas se pueden cstablecer

Ifneas celulares inmortalizadas, ya que esas células expresan el oncogén de manera
constitutiva.

En 1990, el grupo de Mellon et al. (1990) desarrollé, mediante el emplec de este
enfoque en ratones, tres Ifneas neuronales hipotaldmicas secretoras de GnRH.
Bidsicamente, se construy6 un gen hibrido que contiene al promotor del gen de GnRH
{-2987 a -1172 y -441 a +104 pares de bases) en la regién 5', ligado al potente oncogén
antfgeno T perteneciente al virus de simio 40 (SV40).

Como resultado de la microinyecci6n de cste gen a un numero de ovocitos fecundados,
se obtuvieron 9 ratones transgénicos, todos ellos estériles. De éstos, dos desarrollaron
tumores hipotaldmicos, y en uno de éstos dos (llamado GT-1) fue posible identificar un

tumor grande en la regién que se extiende desde el quiasma G6ptico hasta la cépsula
interna.

Por medio de estudios de cxpresién se demostrd la existencia, en las células
transformadas, de altos niveles de mRNA de GoRH y de antigeno T. La presencia de
estos mRNAs fue especifica del tumor comparativamente con otros tejidos.
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El tumor se extirp6, y se dispersaron sus células componentes. Estas eran de
naturaleza heterogénea, icnfan fenotipos tanto neuronal como glial, y proliferaban
en cultivo.

Estas células sc subcultivaron durantc 6 meses, con el fin de separar a las células
gliales dc las neuronales gracias a las diferentes propiedades de adherencia al
substrato de uno y otro tipo. Después de este tiempo, se pudo establecer un cultivo de
células homogénecas, al que se Ilamé GT1. A partir de este cultivo se hicieron
diluciones seriadas, con lo que se logré establecer tres lfneas clonales, llamadas GTI1-1,
GT1-3, y GT1-7.

Estas tres I!fneas ecxhiben un fenotipo neuronal, tanto morfol6gica como
bioqufmicamente. Las lincas presentan marcadores neuronales, como la enolasa
neurocspecifica y la protefna de neurofilamentos de 68 kDa. Ademds, expresan mRNAs
de proteinas especificas de membrana sindptica, como la VAMP 2 y la proteina SNAP
25 kDa. Esta iltima estd asociada con membranas presindpticas y es especifica de
ncuronas. Por otro lado, cn estas células no es posible detectar marcadores gliales,
tales como la protefna acfdica fibrilar glial, 6 la proteina bisica de mielina.

Ademds, cxpresan el mRNA de la GaRH, pero no los de somatostatina, POMC, CRH, ni
GHRH. Las Ifncas GTI1 han sido caracterizadas también por inmunocitoquimica,

microscopfa de luz, y microscopfa electrénica (Liposits et al., 1991).

Estas células son susceptibles de sufrir cambios morfolégicos importantes al ser
estimuladas con firmacos que interfieren con las vias de comunicacién intracelular.
Por ejemplo, la forskolina, que estimula a la adenilato ciclasa, tiene el efecto de
inducir la produccién y el elongamicnto de neuritas, asi como de darles a las
neuronas una apariencia aplanada. Por el contrario, ¢I TPA, que es un estimulador de
la PKC, parece tener el efecto de hacer que disminuyan el tamaiio y el nimero de
neuritas, asi como dec darles a las células una apariencia redonda (Wetsel et al.,1993).
Lo anterior sugiere que, en estas células, las vias de comunicacién intracelular estin

involucradas, al menos parcialmente, en la regulacién de procesos morfogénicos.

Estas células secretan GnRH en respuesta a una despolarizacién de la membrana,
como es caracteristico de las neuronas neuroenddcrinas. La aplicacién de veratridina,
que provoca la apertura de los canales rdpidos de Nat, estimula la secreci6n, mientras
que la incubacién de estas neuronas con (ctrodotoxina, un bloqueador de los canales
de Na¥*, inhibe la secrcci6n. También es posible observar un aumento en la secrecién
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al incubarlas en presencia de una concentracién atta de K*. Este aumento no es
blogueado por la aplicacién simultdnea de tetrodotoxina (Mellon et al., 1990; Martinez
de la Escalera et al., 1993; Krsmanovic et al,, 1992).

Finalmente, la inyeccién intrahipotaldmica de células GT1 a ratones mutantes que
presentan hipogonadismo (por carecer de un gen funcional de GnRH), puede revertir
este defecto. Las células GT1 adquieren en el hipotdlamo un fenotipo claramente

neuronal que incluye la formacién de axones y dendritas (Silverman et al., 1992).

-Utilidad e importancia.

En comparacién con la dificultad para estudiar la biologia de las neuronas
GnRHérgicas in_vivg 6 in vitro, planteada por el escaso nimero y distribucién difusa
de éstas, las lfneas GT1 permiten abordar con mayor facilidad el estudio de una serie
de aspectos acerca de la biologfa de dichas neuronas. Entre éstos estdn su bioquimica,
su electrofisiologia, la regulaciébn que se ejerce sobre la sfntesis y secrecién de sus
productos, su biologfa molecular, su biologia celular (procesos como diferenciacién,
migracién, formacién de procesos celulares, etc. e.g. Silverman et al., 1992), etc.

No obstante lo anterior, los resultados obtenidos con las células GT1 deben ser tomados
con cierta cautela, debido a que éstas son células transformadas obtenidas a partir de
un tumor. Por esa razdn, estas células quizd no reflejen en su totalidad la naturaleza
del tipo celular del que fueron derivadas. Los estudios realizados con las l{neas GT1
deberfan ser complementados, idealmente, con estudios en hipotdlamos ip vitrg, y con

estudios jg vivQ.

En conclusién, las lfneas GT1 representan un modelo experimental muy til en el
estudio de la neuroendocrinologia de la reproducci6n y de la comunicacién

neuroendécrina.
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III-Planteamiento del problema.

Estudios previos sugieren que la secrecién de GnRH es estimulada por la HA. Este
efecto parece estar mediado por receptores H1 (Miyake et al,, 1989; Ohtsuka et al., 1989;
Van Kirk et al, 1989; ver Weiner et al., 1988), H2 (Donoso y Zérate, 1983; ver Donoso y
Alvarez, 1984), 6 por ambos (Horno y Alvarez, 1989; ver Knigge y Warberg, 1991).

En los estudios mencionados, no fue posible determinar si la modulacién de la
secrecién de GnRH (o de LH como un indicador indirecto) observada es debida a un
efecto directo de la HA sobre las neuronas GnRHérgicas, 6 si la modulacién est4
mediada por interneuronas.

Ma4s ain, en caso de existir un efecto directo de la HA sobre las neuronas
GnRHérgicas, las vfas de comunicaci6n intracelular involucradas se desconocen. Lo
anterior, y la controversia con respecto a la identidad del tipo 6 tipos de receptores
histaminérgicos involucrados en la respuesta, probablemente se¢ deban a la dificultad
para estudiar estas cuestiones relacionada con el reducido nimero y distribucién
difusa de las neuronas GnRHérgicas en el hipotdlamo.

Por otro lado, numerosos estudios indican que tanto en el SNC como en otros sistemas,
el receptor H1 estd acoplado positivamente a la hidrélisis de fosfoinositidos, y que el
receptor H2 estd acoplado positivamente a la adenilato ciclasa (ver Fisher, 1992; y Hill,
1990).

Observaciones inéditas del laboratorio indican que la HA estimula, en forma directa,
la secrecion de GnRH por la lfinea celular GTI-1. Este efecto es dependiente de la
concentracién de HA (fig.6) y del tiempo de periperfusién (fig.7). La respuesta puede
ser bloqueada por pirilamina (antagonista H1), mas no por ranitidina ni por
tioperamida (antagonistas H2 y H3, respectivamente) (fig.8).

Por otro lado, no se puede observar ningin incremento en los niveles de cAMP en
respuesta a la aplicacién de HA en distintas concentraciones y por diferentes tiempos
(fig.9).

Los resultados inéditos del laboratorio obtenidos con los distintos antagonistas
sugieren que, en las células GTI-1, la secrecién de GnRH en respuesta a HA pudiera
estar mediada por receptores H1. Esta nocién es apoyada por la inexistencia de alguna
respuesta a HA en los niveles de cAMP (generalmente los receptores H2 estdn

acoplados positivamente a la adenilato ciclasa; ver Hill, 1990; 1992).
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Fig.6. Secrecién de GnRH por la linea neuronal GT1-1 en respuesta a Qistnqtas
concentraciones de HA, medida por radioinmunocensayo (RIA) (resuttados inéditos
del laboratorio).
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Fig.8. Secrecién de GnRH poy células GT1-1 en respuesta a la aplicacién de HA 100
uM, y en respuesta a la gplicacién simultanea de HA 100 uM y pirilamina
(antagonista H1) 100 uM; de HA 100 uM y ranitidina (antagonista H2) 100 uM; de
HA 100 uM y tioperamida (antagonista H3) 100 uM; y de HA 100 uM y pirilamina +
ranitidina (P+R), ambas 100 uM. *, P < 0.05 vs control; **, P < 0.05 vs HA 100 uM.
(resultados inéditos del laboratorio).
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En el presente trabajo se probé la hipétesis de que la HA es capaz de estimular la
produccién de IPx en la linea neuronal GT1-1, y de que estc efecto estd mediado por

receptores HIl acoplados positivamente a la PLC.
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IV- Material y métodos.

- Cultivo celular.

Las células GTI-1 fueron gencrosamente donadas por el Dr. Richard Weiner

(Universidad de California, San Francisco). Estas células, congeladas en N3 liquido en
el pasaje 7, fueron descongeladas al ponerlas directamente en un bafio a 37 ©°C.
Posteriormente, fueron sembradas en frascos de cultivo de 75 cm? (Costar, Cambridge,
MA, USA).
El medio de cultivo celular que se emple6 en estos estudios fue el DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium, GIBCO BRL-Life Technologies, Grand Island, NY, USA),
adicionado con suero fetal bovino (fetal calf serum, FCS, GIBCO) al 10% y 100 U/ml de
penicilina-estreptomicina (P-S, GIBCO). Las células se crecieron en un incubador a
37 ©C, con 5% de COz y alta humedad. El medio de cultivo se cambi6é cada 3 dfas.

Cuando las células llegaban a confluencia, era necesario subcultivarlas. Para
subcultivar, primero se aspira el medio de incubacién y se reemplaza éste con 10 ml
de una disolucién salina balanceada (HBSS - Hanks' Balanced Salt Solution) que
contiene tripsina al 0.05% y EDTA<4Na 0.53 mM (GIBCO).

Después de aproximadamente 3 minutos, las células se despegan de la superficie del
frasco. Entonces, esta nueva suspensién se aspira del frasco y se afiade a un tubo de
centrifuga de 50 ml (Costar) previamente llenado con 20 m! de medio de cultivo; el
suero detiene la accién de la tripsina.

Posteriormente, esta nueva suspensién se centrifuga a 1000 rpm en una centrifuga
clfnica durante 8 minutos, al cabo de los cuales se aspira el sobrenadante y se
resuspende el botén con 50 ml de medio de cultivo. Esta suspensién tiene que tener
una distribuci6én homogénea de células: las células se dispersan con una pipela
(cargdndola y descargdndola con la suspensién suficientes veces).

A continuacién sc procede a sembrar una alicuota de esta suspensién (generalmente
10 mi) en otro frasco de cultivo (el cultivo acarreador 6 stock). El volumen restante se
siembra en cajas de 6 pozos de 35 mm de didmetro (6-well clusters, 35 mm dia., Costar)
cada una, mismas que son utilizadas en los experimentos.

En cada pozo, las células se incubaron con 3 ml de DMEM+FCS+P-S; este medio fue
cambiado también cada 3 dias. Cuando las células llegaban al 50-60% de confluencia,
estaban listas para comenzar con las manipulaciones pertinentes a los experimentos
de medicién de IPx.
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-Preparacién de cultivos primarios de adenohipéfisis.

Con el fin dc asegurarnos de que ¢! método -para medir IPx usado en este estudio
funcionara correctamente, s¢ determiné la produccién de IPx en respuesta a TRH
1 uM aplicado por 15 min a células adenohipofisiarias de rata en cultivo. Es bien
sabido que el TRH provoca un incremento en los niveles de IPx en algunas de estas
células (ver por ejemplo Fisher, 1992).

A continuacién sc mencionan los pasos para obtener un cultivo primario de
adenohipéfisis: ’

1-Pesar 5 mg de colagenasa y ponerla en un frasco de centelleo de 20 ml.

2-Calentar hasta 37 °C e! DMEM+FCS+P-S y medio de Hanks que se utilizardn en el
experimento.

3-Decapitar a los animales y quitarles la tapa del créneo.

4-Remover las hip6fisis; quitar las neurohipéfisis. Las adenohipéfisis se colocan en
una caja de Petri de 10 cm de didmetro previamente llenada con medio Hanks a 37 °C.
5-Lavar las adenohipdfisis 2 veces con Hanks para remover el exceso de sangre.
6-Seccionar las adenohipéfisis con una navaja en pedazos pequefios.

7-Colectar los fragmentos en 10 ml de Hanks y transferir a un tubo cénico de 15 ml.
8-Centrifugar 2 min a 1000 rpm en la centrffuga clinica,

9-Aspirar el sobrenadante.

10-Agregar la colagenasa (5 mg de colagenasa en 3 m) de Hanks) y una alfcuota de 200
ul de DNAsa.

11-Incubar a 37 ©C por 60 min en un bafio con agitacién. El tubo debe estar tapado con
pape! aluminio.

12-Al cabo dec la incubacién, agregar otra alfcuota de DNAsa y dispersar a las céiulas
con una pipeta pasteur siliconizada y estéril.

13-Centrifugar 10 min a 1000 rpm en la centrifuga clinica.

14-Aspirar el sobrenadante. Agregar 5-10 m! de DMEM. Esta suspensi6én es llevada a
homogeneidad con una pipeta pasteur siliconizada y estéril.

15-Centrifugar otra vez 10 min a 1000 rpm en la centrifuga clinica.

16-Aspirar el sobrenadante y reconstituir el bot6n con 5 ml de DMEM. Homogenizar ia
suspensién en la misma manera que en el punto 14,

17-Afiadir DMEM para tener un volumen suficiente con el cual hacer alicuotas para
sembrar.
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lS-Cada alfcuota se siembra. en un pozo de 35 mm de didmetro; se emplean también
cajas con 6 pozos cada una (Costar). La superficie de los pozos debe ser tratada
previamente con matrigel, y las cajas deben estar a 37 °C al momento de sembrar.
19-Poner las cajas en el incubador a 37 °C con CO3 al 5% y humedad absoluta.

Después de obtener el cultivo primario, es necesario esperar 24 hr a que se
estabilice para poder comenzar con las manipulaciones necesarias que conducen a

medicién de la produccién de IPx.

- Medicién de IPx por cromatografia de intercambio aniénico.

Con el fin de determinar si la HA, y otras substancias, estimulan la produccién de
IPx en la lfnea ncuronal GTI1-1, sc monté en el laboratorio la técnica de separacién de
IPx por cromatograffa de intercambio aniénico. El protocolo aqui descrito es
basicamente el mismo que el descrito por Colson et al. (1992), que es una modificacién
del desarrollado originalmente por Berridge et al. (1982). El protocolo se describe a

continuacién:

1- Preparacién y marcado de las células.

Al momento de subcultivar, se siembran las células GTI'-I en cajas de 6 pozos dec 35

mm de didmetro cada uno. Cuando las células alcanzan aproximadamente un 50-60% de
confluencia, se aspira el medio de cultivo de cada pozo y se reemplaza con 1.5 ml de
DMEM, que contiene 2 uCi/ml de 3H-mioinositol (mio-2-3H-inositol; Amersham, Little
Chalfont, U.K.). En el caso dc los experimentos en los que se desea elufr a cada uno de
los IPx por separado, es conveniente incubar a las células con 1.5 ml de DMEM que
contiene 10 uCi/ml de 3H-mioinositol. Los medios radioactivos deben tener P-S, pero
no inositol no radioactivo, ni FCS. La actividad especifica del 3H-inositol debe ser de
10-20 Ci-mmol. ’
Las células se incuban en el incubador por 48 hr a 37 °C, humedad absoluta, y 5% de
CO3 antes de iniciar el experimento. En el caso de los cultivos primarios, 24 hr después
de prepararlos se aspira ¢l medio y se reemplaza con 1.5 ml de DMEM con 2 uCi/ml de
3H-mioinositol. Estos cultivos también se incuban por 48 hr a 37 °C.
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2-Ensayo.

Los ensayos se¢ hacen cuando las células han alcanzado un 70% de confluencia, en el
caso de las GTI1-1, 6 36 hr después de haber sido sembradas, en el caso de los cultivos
primarios. El experimento se inicia a las 48 hr de haber sido marcadas
radioactivamente las células. A continuacién se describen los pasos a seguir para
medir produccién de IPx:

I-Aspirar el medio radioactivo y reemplazarlo con 1 ml de DMEM sin 3H-inositol, sin
P-S, y sin FCS. Las células se incuban en este medio 30-45 min.

2-Aspirar el medio anterior y reemplazar con 900 ul de PBS (phosphate buffered
saline) + Lit + glucosa + BSA (bovine serum albumin , albimina de suero bovino) pH
7.4.*

3-Incubar a las células por 20 min, con los 900 ul de PBS + Li* + glucosa + BSA, a 37 °C.
4-Al cabo de este tiempo, se inicia el experimento al aiiadir a los pozos 100 ul de PBS +
Lit + glucosa + BSA en los que estd diluida la substancia a probar, con una
concentracién 10X. De esta manera, en el volumen final de 1 ml de PBS la substancia
experimental estd al 1X.

5-Se incuba a las células, por el tiempo necesario en cada experimento, a 37 ©C; esto
puede hacerse en un bafio de incubacién 6 en el incubador donde se guardan las
células.

6-La reaccién se detiene al afiadir a cada pozo 200 ul de PCA (perchloric acid, 4cido
perclérico; JT Baker, Xalostoc, México) al 30% enfriado en hielo, de manera que la
proporcion final de PCA sea 5%.

7-Inmediatamente después de delener la reaccién, poner las cajas sobre hielo. Afadir
enseguida 200 ul de BSA 20 mg/ml; esto ayuda a tener una mejor precipitacién.
8-Raspar a las células con un gendarme de pldstico (rubber policeman, Costar) y
mezclarlas con el sobrenadante.

9-Pasar esta mezcla a tubos de centrifuga eppendorf de 1.5 ml.

10-Centrifugar a 1000 X g durante 4 min en una microfuga. Si se desea medir
fosfoinositidos, es preciso guardar el botdn.

11-Transferir el sobrenadante a tubos de ensayo de vidrio de 8 cm de largo y 0.8 mm
de didmetro. El sobrenadante es neutralizado al afiadirle una gota de indicador
universal liquido de pH (Merck, Darmstadt, Alemania) y la cantidad necesaria de una
disolucién de Hepes 75 mM, KOH 1.5 M para obtener un pH entre 6 y 8. Si el
sobrenadante se vuelve muy alcalino, el pH puede reajustarse con PCA. EI KOH y el



81

PCA reaccionan para formar una sal, el perclorald de K*. Es nccesario neutralizar a
las muestras, ya que s6lo a pH 6-8 el estado de ionizacién de los grupos fosfato de los
IPx les permite unirse a la resina.

12-Incubar el sobrenadante neutralizado en hielo-agua de 5 a 120 min para favorecer
la formacién de un precipitado de perclorato de K*.

13-Centrifugar los sobrenadantes neutralizados durante 4 min a 2500 rpm en una
centrffuga Sorvall (DuPont, USA) a 4 °C.

14-Recuperar el sobrenadante neutralizado, transferirlo a tubos de ensayo de vidrio
con capacidad de 10 ml, y dilufrlo con 8 ml de una disolucién que conticne Hepes 2.5
mM, EDTA 0.5 mM pH 7.4.

*La composicién del PBS es CaCly 0.44 mM; KCl 2.7 mM; MgCl; 0.5 mM; NaCl 138 mM;
Na2HPO4 8.1 mM y KHPO4 1.5 mM; ademds, LiCl 10mM; glucosa 1mg/ml; y BSA
1mg/ml. El PBS se compré de GIBCO. Justo antes del cxperimento se pesan el LiCl
(Merck), la glucosa, y la BSA (ambas de Sigma, St. Louis, MO, USA), y se afiaden al PBS.
Esta disolucién se agita por 15 min y posteriormente se ajusta el pH a 7.4 con NaOH IN.

3-Separacién por columnas Dowex.

1-Vaciar en las columnas los sobrenadantes neutralizados diluidos. En este paso se
eluye el 3H-inositol (que no estd cargado)

2-Afiadir 2 x 7 ml de formiato de amonio (Sigma) 30 mM para terminar de eluir el
inositol radioactivo y para eluir también los glicerofosfoinositidos.

3-Afiadir 2 x 6 ml de formiato de amonio 180 mM para elufr los IPI.

4-Aitadir 2 x 6 ml de formiato de amonio 400 mM-dcido férmico 0.1 M para elufr los
1P2.

5-Afiadir 2 x 6 m! de formiato de amonio 700 mM-4cido férmico 0.1 M para eluir los
IP3.

6-Afiadir 2 x 6 m! de formiato de amonio 1M-dcido férmico 0.1 M para eluir los IP4.

El 4cido férmico fue comprado a Sigma.

*Nota: Cuando se quicren elufr los IPx en conjunto, después de la elucién con formiato
de amonio 30 mM se eluye directamente con formiato de amonio 700 mM-4cido
férmico 0.1 M. Con este amortiguador no se eluyen los IP4; sin embargo, éstos iltimos

representan un muy bajo porcentaje (menos del 1%) del total de los IPx.
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Con este método no es posible separar, unos de otros, a los distintos isémeros (e.g., el
Ins1,4,5P3 del Ins1,3,4P3) de cada uno de los IPx (IP1, IP2, IP3, etc); todos ellos eluyen
en conjunto. Por esta razém, en los resultados de este trabajo se habla de los IP3 y no
de Insl1,4,5P3. Sin embargo, este dltimo es ¢l que se forma preferencialmentc en
respuesta a la estimulacién de la PLC.

Los eluados se colectan en frascos de centelleo de 20 ml. De éstos, se toman 8 ml y se
agregan a otros frascos de centellco que contienen 12 ml de liquido de centelleo (RPI,
Mount Prospect, IL, USA). Esta mezcla se agita por 1 min en el vértex; posteriormente,
los frascos se limpian por fuera con alcohol al 70% y se ponen a contar en un
contador de centelleo liquido (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA).

4-Manejo de la resina y de las columnas.
+)Preparacién de la resina:

1-Poner 125 g de resina Dowex AGI1-X8 forma de formiato (BIO-RAD, Richmond, CA,
USA) en 500 ml de H20 bidestilada. Agitar la suspensién, y después esperar a que se
sedimente la resina. Aspirar el agua.

2-Lavar la resina 2 6 3 veces en el mismo volumen de HpO bidestilada (para eliminar
partfculas finas).

3-Guardar la resina hidratada a 4 °C.

+)Preparacién de las columnas.

1-Justo antes del ensayo, poner 1.6 ml de resina en columnas Poly-Prep de 10 ml (BIO-
RAD).

2-Equilibrar las columnas con 3 ml de Hepes 2.5 mM EDTA 0.5 mM pH 74.

Nota: una vez preequilibradas, las columnas pueden dejarse por varias horas; sin
embargo, es mejor preequilibrarlas justo antes de usarlas.

+)Regeneracién de la resina.

En general, las columnas se reutilizan de dos a tres veces, después de lo cual se
observa una reduccién de su capacidad de absorci6n. La resina se regenera al pasar
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por la columna 2 x 6 ml de formiato de amonio 3 M-dcido férmico 0.1 M, y luego 2 x 7
ml de Hepes 2.5 mM, EDTA 0.5 mM pH 7.4. Las columnas con resina se guardan a 4 °C

entre experimentos.

-Disefio experimental.

En cada uno de los 5 experimentos realizados para comprobar la produccién de IPx
en repuesta a TRH en cultivos primarios de adenohipdfisis, se sembraron células en
una caja con 6 pozos de 35 mm de didmetro. A 3 de éstos se les agregé TRH (Sigma) 1
uM por 15 min, y a los otros 3 se les agregé PBS como control.

En todos los experimentos con las células GT1-1 (al igual que con las células
hipofisiarias), cada determinacién se hizo por triplicado. Salvo en los experimentos de
respuesta dependiente de la concentracion, en los que se eluyeron los 4 distintos IPx
por separado, en todos los experimentos se determiné la produccién de IPx totales (se
utiliz6 el amortiguador de formiato de amonio 700 mM-4dcido férmico 0.1 M para eluir).
El tiempo de incubacién empleado en los experimentos de respuesta dependiente de la
concentracién tanto de HA como de 2-TEA, fue de 10 min; las concentraciones
empleadas en estos experimentos fueron de -8 a -4 logM en el caso de la HA, y de -9 a
-3 logM en el caso de la 2;TEA.

En los cursos temporales con HA, dimaprit y alfa-MH, los tiempos fueron distintos y
estdn comprendidos en el intervalo de 0 a 30 min; la concentracién de los tres
compuestos fue de 100 uM.

En los experimentos con los antagonistas y con pirilamina sola, el tiempo de
incubacién empleado fue de 30 min. En los primeros, se probaron distintas
concentraciones (-9 a -4 logM) de los antagonistas; éstos fueron aplicados
simultineamente con HA 100 uM. En estos experimentos se hizo un control interno
con HA 100 uM en ausencia de antagonistas. Las concentraciones empleadas con
pirilamina en ausencia de HA fueron de -9 a -4 logM; en estos experimentos también
se hizo un control interno con HA 100 uM con fines comparativos.

Todos los firmacos empleados en los experimentos con las células GTI-1, inclufda la
HA, fueron comprados a RBI (Natick, MA, USA).
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De todos los experimentos, salvo el hecho con HA y'triprolidina, se hicieron al

menos (res réplicas (cada una por triplicado). En cada réplica. los promedios de los
niveles de iPx obtenidos en cada uno de los triplicados se expresan como porcentajc
del control. Los porcentajes obtenidos en las distintas réplicas de cada experimento se
promediaron y se obtuvo la media y el EEM. Estos valores (la media de los porcentajes
de las distintas réplicas) son los que se muestran en las figuras: en éstas también se
muestra el EEM.
Los valores obtenidos en los distintos experimentos se expresan como porcentaje del
control, que se toma como 100%. De esta manera, si un tratamiento produce un
incremento de 20% (del control) sobre los niveles coatrol, el aumento se expresa
como un incremento de 120%.

-Estadistica.

En cada uno de los distintos experimentos hechos con las células GTI1-1, los
resultados se expresan como la media de los porcentajes obtenidos en cada una de las
réplicas de ese experimento.

Para asegurarnos de que las respuestas producidas por los distintos tratamientos
experimentales, tanto en los cultivos primarios de adenohipéfisis como en las células
GT1-1, presentan diferencias estadfsticamente significativas con respecto a los
controles, los resultados s¢ analizaron con la prueba ¢ de Student.

Se consideré que los resultados presentan una diferencia significativa con respecto al
control cuando P < 0.05.
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V- Resultados.

-Incrementos en los niveles de IPx como respuesta a la aplicacién de

TRH a células adenohipofisiarias en cultivo: validacién de Ia técnica.

Para asegurarnos sobre el correcto funcionamiento del método para separar IPx
montado en el laboratorio, se midi6 la produccién de IPx en células adenohipofisiarias
en cultivo primario en respuesta a la aplicacién de TRH 1 uM. Es bien sabido que al
menos algunos de los receptores de TRH en estas células estdn acoplados a la PLC (ver,
por ejemplo, Fisher, 1992),

En 5 experimentos difercntes, cada uno por triplicado, fue posible ver casi una
duplicacién en los niveles de IPx después de incubar a las células por 15 min con TRH
(Tabla 2). El incremento observado fue en promedio aproximadamente del 210% de los
niveles basales (tomados como controles). Estos resultados indican que el método para
medir IPx montado en el laboratorio si funciona bajo nuestras condiciones, y que los
resultados obtenidos con €l pueden ser confiables y veraces.



Experimento

Contro! (cpm)

950.3 +/-47.3

1686.81 +/- 156.66

1152.8 +/- 93.51

1565.72 +/- 70.98

1102.97 +/- 34.02

+ TRH (cpm)

2182 +/- 235.11*

2786 +/- 18.04*

2179.8 +/- 223.57*

3581.13 +/- 309.11*

2722.3 +/-132.17*

86

% de estimulacién

229.61

165.16

189.08

228.72

246.81

Xl

1291.72 +/- 224.34

2690.2 +/- 406.62*

208.26

Tabla 2. Produccién de IPx en respuesta a TRH 1 uM aplicado por 15 min a cultivos
primarios de adenohipéfisis de rata. Los resultados se expresan como la media +/- EEM de
determinaciones hechas por triplicado en cada experimento. Para expresar los resultados
como % de estimulacién, se tomé al control (niveles basales) como 100%. *, P < 0.05 vs.

control.
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-Produccién de IPx en respuesta a HA en las células GT1-1: respuesta a

diferentes concentraciones de HA, y curso temporal del efecto.

Con e! fin de saber si la HA estimula, de manera directa, la produccién de IPx en la
linea GTI1-1, se determinaron los incrementos en los niveles de IPx en respuesta a
diferentes concentraciones (0.01, 0.1, 1, 10 y 100 uM) de HA, aplicada durante 10 min
(figs.10 y 11A).

En estos experimentos, ‘los distintos IPx (IP1, IP2, IP3, e IP4) fueron elufdos cada uno
por separado (fig.10). Como puede apreciarse en esta figura, los niveles tanto de IP1
como de IP2, expresados cada uno como porcentaje del nivel basal del IPx
correspondiente, muestran un aumento significativo (P < 0.05 vs control) de alrededor
de 140% del control a partir de 10 uM, y de aproximadamente 150% del control con 100
uM en ambos casos.

No fue posible detectar aigin incremento significativo sobre los controles en los
niveles de IP3 e IP4 con ninguna concentracién de HA; esto quizd se deba al répido
metabolismo de los IP3, y a la relativamente baja abundancia de los 1P4s.
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Fig. 10. Produccion de IP1 (A), IP2 (B), IP3 (C) e IP4 (D) en respuesta a concentraciones
crecientes de HA aplicadas por 10 min a células GT1-1. En este experimento se eluyeron
por separado los distintos IPx. Los niveles de cada uno de los IPx se expresan como
porcentaje del nivel basal del IP correspondiente. Los valores representan la media
+/- EEM de los porcentajes obtenidos en 3 réplicas (cada una por triplicado).

Los niveles basales fueron de 5042.66 +/- 616.73 cpm para los IP1 (A); 1175.96 +/- 206.16
cpm para los IP2 (B); 366.83 +/- 33.56 cpm para los IP3 (C); y 343.13 +/- 33.5 cpm para
los IP4 (D). Estos valores representan la media +/- EEM de los niveles basales de cada
uno de los IPx, obtenidos en 3 réplicas (cada una por triplicado).

*, P < 0.05 vs control. ’
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PRODUCCION DE I1Px EN RESPUESTA A B CURSO TEMPORAL DE LA PRODUCCION
DE IPx EN RESPUESTA A HA

DISTINTAS CONCENTRACIONES DE HA

Fig. 11. Produccién de IPx en la linea neuronal GT1-1 en respuesta a concentraciones crecientes de HA
aplicada por 10 min (A), y curso temporal del efecto de HA 100 uM sobre la produccién de IPx (B). Los
niveles de IPx correspondientes a las distintas concentraciones de HA mostradas en (A), representan, para
cada concentracién, la suma de los valores de los 4 distintos IPx, eluidos por separado y producidos en
respuesta a la respectiva concentracion de HA (ver fig. 10). E nivel basal esta representado de la misma
manera. (B) Los niveles basales de IPx medidos a los 30 min no difiririeron significativamente (P < 0.0S),
en ninguna réplica, de los niveles basales medidos a los 0 min. En este experimento se eluyeron en
conjunto los distintos IPx.

Los niveles de IPx se expresan como porcentajes de sus respectivos niveles basales. Los valores
representan la media +/- EEM de los porcentajes obtenidos de 3 (A) 6 de 6 (B) réplicas (cada una por
triplicado).

Los niveles basales fueron de 6928 +/- 876.54 cpm en los experimentos de respuesta dependiente de la
concentracion (A), y de 2636.21 +/- 371.77 cpm en los experimentos de curso temporal (B). Estos valores
representan la media +/- EEM de los niveles basales de IPx de 3 (A) 6 de 6 (B) réplicas (cada una por
triplicado).
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Para conocer cuél es la produccién total de IPx cn respuesta a las distintas

concentraciones de HA (fig.11A), se sumaron los valores de¢ cada uno de los 4 IPx
clufdos por scparado y producidos en respuesta a la respectiva concentracién de HA.
El control est4 a su vez compuesto por la suma de los valores de los niveles basales de
los 4 distintos IPx. La fig 11A muestra la media +/- EEM de los porcentajes obtenidos en
tres réplicas de este experimento, cada una por triplicado.
En esta figura se observa un ligero pero significativo aumento en los niveles de IPx
en respuesta a HA 0.1 uM; éste es de alrededor de 110% del control. Estos niveles se
incrementan, ain més, en respuesta a HA 10 y 100 uM; con estas concentraciones se
alcanzan valores de alrededor de 140 y 150% del control, respectivamente. Con 0.01 y 1
uM, no se observa ninguna diferencia significativa con respecto al control.

En la fig.11B se muestra el curso temporal de la produccién de IPx en respuesta a HA
100 uM. Se empled esta concentracién ya que fue la que provocé una mayor
produccién de IPx en los experimentos de respucsta dependiente de la concentracién.
Entre los 0 y los 10 min, se puede observar una fase de aumento en los niveles de IPx;
a los 5 min es ya posible observar diferencias significativas con respecto al control. A
partir de los 10 y hasta los 20 min la respuesta parece alcanzar un "plateau” con
niveles de aproximadamente 140% (similares al nivel obtenido en los experimentos de
respuesta dependiente de la concentracién, que es de 150%).

Finalmente, a los 30 min es posible observar un incremento de aproximadamente
160% con respecto a los niveles basales. En estos experimentos, se determinaron los
niveles basales de IPx a los O y a los 30 min de incubacién. Esto se hizo para
asegurarnos de que no existe una contribucién inespecifica a la produccién de IPx
durante el experimento; esta contribucién podrfa estar generada por metabolismo
celular, 6 en respuesta al medio de incubacién. En ninguno de los experimentos de
curso temporal (6 en total) hubo diferencias significativas (p < 0.05) entre los niveles

de IPx basales determinados a esos tiempos.
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-Efecto de agonistas HI, H2 y H3 .histaminérgicos sobre la produccién de
IPx en la linea GTI1-1.

Con el fin de determinar cudl es el tipo de receptor histaminérgico involucrado en
la produccién de IPx estimulada por HA, sec probaron las capacidades de distintos
agonistas de provocar una estimulacién de la produccién de IPx.

La 2-TEA es un agonista que es un orden de magnitud mds potente sobre los

receptores H1 que sobre los H2 (ver Hill, 1990). La produccién de IPx en respuesta a la
aplicacién de diferentes concentraciones (0.01, 0.1, 1, 10, 100 y 1000 uM) de este
agonista por 10 min se muestra en la fig.12A. Se empleé 10 min como tiempo de
incubacién, debido a que en ese tiempo es ya posible medir una respuesta
significativa a la HA. Este tiempo ademdés permite una comparacién directa con los
resultados obtenidos en los experimentos de respuesta dependiente de la
concentracién de HA. En los experimentos con 2-TEA también se aplic6 HA 100 uM
(por 10 min) como contro! interno.
En esta figura se puede apreciar que existen incrementos significativos en los niveles
de IPx a partir de 2-TEA 10 uM y hasta 1 mM; con 10 y 100 uM es posible observar un
incremento de aproximadamente 120% del control, y con lmM se observa un aumento
del 170%. Con 1 uM se observé una pequeiia pero significativa disminucién de los IPx
con respecto al control, y con 0.01 y 0.1 uM no hubo diferencias significativas con el
control.

Para determinar la capacidad del dimaprit, un agonista selectivo H2, de provocar

una respuesta sobre la produccién de IPx, se hizo un curso temporal exploratorio con
dimaprit 10 uM (no se muestran los resultados) para averignar a qué tiempo tendrfa
éste su efecto mdximo. Como no fue posible observar ninguna respuesta con esa
concentracién, se hizo un experimento exploratorio de respuesta dependiente de
concentracién de dimaprit. En ese experimento se incub6 por 30 min, que es, dentro
de los tiempos probados, cuando la HA tiene un efecto miximo (no se presentan los
resultados).
Como a ese tiempo y con distintas concentraciones el dimaprit tampoco tuvo ningin
efecto detectable, se hizo un curso temporal con dimaprit 100 uM, considerada ésta
como una concentracién alta, con el objeto de indagar si existiria alguna respuesta al
utilizar otros tiempos. En la fig.12B se puede apreciar que el dimaprit 100 uM, en
ninguno de los tiempos probados, provocé cambios significativos (P < 0.05) en los
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Fig. 12. Produccién de IPx, en células GT1-1, en respuesta a concentraciones crecientes
de 2-tiazoliletilamina (2-TEA, agonista H1) aplicada por 10 min (A); y cursos
temporales de los efectos de dimaprit 100 uM (agonista H2) (B), y de alfa-
metilhistamina (alfa-MH) 100 uM (agonista H3) (C), sobre la producciéon de IPx. En
estos experimentos se aplicé HA 100 uM por 10 min (A) 6 por 30 min (B y C) como
control interno. Tanto en (B) como en (C), los niveles basales de IPx medidos a los 30
min no difirieron significativamente (P < 0.05), en ninguna réplica, de los niveles
basales medidos a los O min. En todos estos experimentos se eluyeron los IPx en
conjunto. Los niveles de IPx se expresan como porcentajes de sus respectivos niveles
basales. Los valores representan la media +/- EEM de los porcentajes obtenidos en 3 (A
y B) 6 7 (C) réplicas (cada una por triplicado).

Los niveles basales fueron de 1605.15 +/- 197.23 cpm en los experimentos con 2-TEA
(A); de 2248.53 +/- 252.48 cpm en los experimentos con dimaprit (B); y de 2597.87 +/-
198.2 cpm en los experimentos con alfa-MH (C). Estos valores representan la media +/-
EEM de los niveles basales de IPx de 3 (A y B) 6 de 7 (C) réplicas (cada una por
triplicado). *, P < 0.05 vs control.
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niveles de IPx. En estos experimentos también se determinaron los niveles basales de
IPx a los 0 y a los 30 min; no existieron diferencias significativas (p < 0.05) entre los
niveles de IPx determinados a cada uno de esos 2 tiempos. Ademds, se probé el efecto
de HA 100 uM sobre la produccién de IPx a los 30 min, como control interno.

Finalmente, se probé la capacidad de la alfa-MH, un potente agonista H3, para
inducir un aumento en los niveles de IPx. Para este fin, se hicieron 7 experimentos
en lds que se determiné el curso temporal del efecto de la alfa-MH 100 uM; se empleé
esa concentracién, ya que es considerada como alta. Pensamos que si existiera algin
efecto, tendriamos que observarlo al emplear esa concentracién en distintos tiempos,
mismos en los que se observan respuestas a la HA.

En la fig.12C puede observarse que no existen respuestas significativas durante los
primeros 20 min; a los 30 min es posible notar un incremento pequeiio pero
significativo de alrededor de 115%. En estos experimentos también se hizo un control

interno con HA 100 uM aplicada por 30 min.

-Efecto de antagonistas H1l, H2 y H3 histaminérgicos sobre la produccién
de IPx en las células GTI-1.

Con el objeto de tener mayor seguridad con respecto a la determinacién de la
identidad del tipo de receptor histaminérgico involucrado en la respuesta, se
probaron las capacidades de distintos antagonistas Hl, H2 y H3 de blogquear la
estimulacién de la produccién de IPx inducida por HA.

En estos experimentos, se probaron las capacidades de distintas concentraciones
(0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 uM) de clorfeniramina (antagonista H1), de ranitidina
(antagonista H2) y de tiopcramida (antagonista H3), aplicadas cada una
simultdneamente con HA 100 uM durante 30 min, para inhibir la produccién de IPx
estimulada por la HA (fig.13). En estos experimentos, también se determinaron los
incrementos resultantes de la aplicacion de HA 100 uM, en ausencia de antagonistas,

como controles internos.

Como se puede apreciar en la fig.13A, la clorfeniramina pudo inhibir
significativamente el efecto de la HA a partir de 0.1 uM. Con esta concentracion y con

1 uM, los niveles de estimulacién (aquf definidos como aquellos obtenidos al restar los
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Fig. 13. Capacidades de distintas concentraciones de clorfeniramina (antagonista H1)
(A), de ranitidina (antagonista H2) (B), 6 de toperamida (antagonista H3) (C), de
bloquear la produccién de IPx estimulada por HA 100 uM en las células GT1-1. Con
excepciéon de los controles, las células fueron tratadas con HA 100 uM (como control
interno), 6 simultAneamente con HA 100 uM y una de distintas concentraciones de
cada antagonista, durante 30 min. En todos estos experimentos se eluyeron los IPx en
conjunto. Los niveles de IPx se expresan como porcentajes de sus respectivos niveles
basales. Los valores representan la media +/- EEM de los porcentajes obtenidos en 3 (A)
éen 4 (B y C) réplicas (cada una por triplicado).

Los valores de los niveles basales fueron de 1681.29 +/ 129.88 cpm para los
experimentos de HA vs clorfeniramina (A); de 1410.79 +/- 160.18 cpm para los
experimentos de HA vs ranitidina (B); y de 1226.15 +/- 273.74 cpm para los
experimentos de HA vs tioperamida (C). Estos valores representan la media +/- EEM de
los niveles basales de IPx de 3 (A) 6 de 4 (B y C) réplicas (cada una por triplicado).

*, P < 0.05 vs control; ** P < 0.05 vs HA 100 uM.
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niveles basales de los niveles incrementados en respuesta al tratamiento) fueron de
alrededor de 60% con respecto a los niveles de estimulacién observados con HA (i.e.,
en ambos casos se restaron los niveles basales a los niveles estimulados, y los niveles
resultantes se compararon). Con clorfeniramina 10 y 100 uM, se observd un blogueo
total de la respuesta a HA; los niveles de IPx tuvieron valores similares a los de los
niveles basales. '

Por otro lado, los niveles de IPx estimulados por HA no se vieron afectados
significativamente por ninguna concentracion de ranitidina (fig.13B).

La tioperamida, al igual que la ranitidina, no tuvo efecto antagonista alguno sobre la
respuesta a HA (fig.13C). Por el contrario, con tioperamida 0.001, 1 y 100 uM es posible
observar incrementos significativos sobre los niveles de HA sola; de hecho, los
niveles de estimulacién (definidos como antes) de tioperamida 0.001, 1 y 100 uM
fueron aproximadamente de 125%, 120% y 130% con respecto a los niveles de
estimulacién observados con HA (tomados como 100%), respectivamente.

Para confirmar el hallazgo de un efecto bloqueador e¢jercido por un antagonista H1
(clorfeniramina) sobre la produccién de [Px estimulada por HA, se estudiaron las
capacidades de otros dos antagonistas HI, pirilamina y triprolidina, de antagonizar la
respuesta a la HA (fig.14). Los experimentos fueron conducidos de igual manera que

los antcriores.

Las aplicaciones simultdneas de HA 100 uM y concentraciones crecientes de
pirilamina tuvieron el efecto de disminufr la produccién de IPx en respuesta a HA
(fig.14A); el efecto antagonista es claro (P < 0.05) con pirilamina 1 y 10 uM. Los
niveles estimulados fueron de 40% (pirilamina 1 uM) y de 20% (pirilamina 10 uM) de
los niveles estimulados observados con HA. La pirilamina 100 uM (aplicada
conjuntamente con HA), en vez de tener un esperado efecto antagonista, no inhibi6 la
respuesta; el nivel alcanzado con esta concentracién no fue significativamente
diferente (P < 0.05) del nivel obtenido con HA sola.

En la fig.14B, puede apreciarse que la triprolidina también tuvo un efecto
antagonista; a partir de 0.01 uM es posible ya observar un bloqueco significativo de la
estimulacién por HA. Los niveles estimulados por triprolidina 0.01 y 10 uM son un 60%
de los niveles estimulados por HA, mientras que los niveles estimulados por
triprolidina 0.1 y 1 uM son aproximadamente un 20% de los niveles estimulados por

HA. Igual que con la pirilamina, los niveles alcanzados con triprolidina 100 uM no
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Fig. 14. Capacidades de distintas concentraciones de dos antagonistas H1, pirilamina (A} y triprolidina (B),
de bloquear la produccién de IPx estimulada por HA 100 uM en la linea neuronal GT1-1. Con excepcién de
los controles, las células fueron tratadas con HA 100 uM {como control interno), 6 simultancamente con
HA 100 uM y una de distintas concentraciones de cada antagonista, durante 30 min. En estos experimentos,
se eluyeron los IPx en conjunto.

Los niveles de IPx se expresan como porcentajes de sus respectivos niveles basales. los valores
representan la media +/- EEM de los porcentajes obtenidos en 3 (A) 6 en 1 (B) réplicas (cada una por
triplicado).

Los valores de los niveles basales fueron de 2450.44 +/ 401.53 cpm en los experimentos de HA vs pirilamina
(A), y de 1837.6 +/- 63.01 cpm en los experimentos de HA vs triprolidina (B). Ustos valores representan la
media +/- EEM de de los niveles basales de IPx de 3 (A) 6 de 1 (B) réplicas (cada una por triplicado).

* P <0.05 vs control; **, P < (0.05 vs HA 100 uM.
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presentan diferencias estadfsticamente significativas con respecto a los alcanzados
con HA sola. Los resultados con triprolidina mostrados aqui se obtuvieron a partir de
un sé6lo experimento, hecho por triplicado.

Para determinar si la ausencia de efecto antagonista de la pirilamina 100 uM fue un
artificio experimental, 6 si se debe a propiedades intrfnsecas de ese firmaco, se
determiné la produccién de IPx en respuesta a distintas concentraciones (0.001, 0.01,
0.1, 1, 10, 100 uM) de pirilamina, aplicada por 30 min y en ausencia de HA. En estos
experimentos también se aplic6 HA 100 uM, por el mismo tiempo, como control
interno.

En la fig.15 se puede observar que este antagonista no produce ninguna respuesta
entre 0,001 y 1 uM. Sin embargo, cuando fue aplicado en concentraciones de 10 y 100
uM, tuvo un efecto agonista. Los niveles de IPx producidos en respuesta a HA 100 uM
aplicada por 30 min son generalmente de alrededor de 160% del control; la pirilamina
100 uM, aplicada sola por el mismo tiempo, provocé un aumento en los niveles de IPx

de aproximadamente 180% con respecto al control.
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PRODUCCION DE IPx EN RESPUESTA A
DISTINTAS CONCENTRACIONES DE PIRILAMINA

220
210 - *
200 -
190 4
180
170 -
]

160
150
140
130
120 4
110
100 -
90

80

70

HA

% del control

0 0 0.001 0.01 0.1 1 10 100
[piritamina] pM

Fig.15. Produccién de IPx en respuesta a concentraciones crecientes de pirilamina
(antagonista H1), aplicadas durante 30 min a células GT1-1, en ausencia de HA. Como
control interno y con fines comparativos, se determiné la produccién de IPx en
respuesta a HA 100 uM aplicada por el mismo tiempo. En este experimento, se eluyeron
los IPx en conjunto. Los niveles de IPx se expresan como porcentajes del nivel basal.
Los valores representan la media +/- EEM de los porcentajes obtenidos en 4 réplicas
(cada una por triplicado).

H valor del nivel basal fue de 2460.4 +/- 439.46 cpm. Este valor representa la media +/-
EEM de los niveles basales de IPx de 4 réplicas (cada una por triplicado).

* P < 0.05 vs control.
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VI-Discusién.

En este trabajo se demuestra, por primera vez, un efecto estimulador directo de la HA
sobre la produccién de IPx en la lfnea neuronal GT1-1. Esta respuesta es dependiente
de la concentracién y del tiempo de incubacién. En experimentos con distintos
agonistas histaminérgicos, se encontr6 que la 2-TEA (agonista HI) tuvo el efecto de
incrementar significativamente los niveles de IPx, mientras que ni el dimaprit ni la
alfa-MH (agonistas H2 y H3, respectivamente), provocaron respuesta alguna,

En otros experimentos, se encontré que tanto la pirilamina como la clorfeniramina y
la triprolidina, antagonistas H1 los tres, bloquean el efecto estimulador de la HA sobre
la produccién de IPx, mientras que ni la ranitidina (antagonista H2), ni la
tioperamida (antagonista H3), inhiben significativamente el efecto de la HA.

Es interesante que la pirilamina por si misma, a concentraciones altas, se comporta
como un agonista; los mecanismos por los cuales este efecto se ejerce nos son

desconocidos.

Los resultados obtenidos con los distintos agonistas y antagonistas, tomados en
conjunto, indican que la produccién de IPx en respuesta a HA en la linea neuronal
GT1-1 estd mediado por receptores HI1, Todos los agonistas y antagonistas empleados
son altamente especificos y selectivos, salvo la 2-TEA, cuya potencia relativa a la HA
sobre los receptores H1 es s6lo un orden de magnitud mayor que su potencia relativa a
la HA sobre los receptores H2 (ver Hill, 1990).

Dado que:

1-La HA parece estimular, de manera directa, la secrecién de GnRH en la linea GTI-1,
al parecer por medio de receptores H1 (resultados inéditos del laboratorio).

2-En el presente trabajo se encontré que la HA estd acoplada a la produccién de IPx en
esa linea neuronal, por medio de receptores HI.

3-Los receptores H1 se encuentran acoplados a la PLC en muchos tejidos (ver Hill,
1990; 1992).

4-En muchas instancias, la hidrélisis de fosfoinosftidos estd acoplada a respuestas de
secrecién (ver Berridge, 1987).

5-La estimulacién de la PKC en la lfnea GT1 produce un incremento en la secrecién de
GnRH (Wetsel et al., 1993).
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6-No fue posible observar algin incremento en los niveles de cAMP en respuesta a
HA en dicha linca (resultados inéditos del laboratorio),

es posible plantear la existencia de una cadena de relaciones causales entre la
ocupacién de los rcceptores HI por HA; la estimulacién de la PLC por esos receptores;
la hidrélisis de fosfoinositidos con la consecuente formacién de Insl,4,5P3 y DAG; y la
secrecién de GnRH en las células GT1-1, probablemente mediada por Insl1,4,5P3, Ca2+ y
PKC. '

De cualquier manera, si hubiera produccién de IPx mediada por los otros dos tipos de
receptores, entonces estos IPx no participarfan directamente en la respuesta, ya que
el bloqueo de los receptores H2 y H3 no inhibe la secrecién provocada por HA.

Rigurosamente, aiin quedarfa por explorar si en estas células el receptor H1
activado por HA estd acoplado, aparte de a la PLC, a algin otro efector que no sea la
adenilato ciclasa (recuérdese que los niveles de cAMP no aumentan en respuesta a
HA). Sin embargo, los receptores H1 estdn generalmente acoplados tnicamente a la
PLC en muchos tejidos (ver Hill, 1990; 1992).

Los resultados de este estudio confirman y extienden los hallazgos de Miyake et al. -
(1987). Estos autores observaron que la HA estimula la secrecién de GnRH por
hipotdlamos mediobasales iR vitro, y que esta rcspuesta es imitada por un agonista H1
pero no por uno H2, ademds de ser bloqueada por pirilamina. En esos estudios no se
pudo esclarecer si el efecto de la HA es directo, ni se pudo identificar a la via de

comunicacién intracelular involucrada.

Los datos de nuestro laboratorio sugieren que la HA estimula directamente la
secreci6n de GnRH por neuronas GnRHérgicas. Ademds, aportan evidencias para la
identificacién de los receptores H1 como los mediadores de la respuesta, y de la
hidrélisis de fosfoinositidos como la via de comunicacién intracelular involucrada.
Esto dltimo también es apoyado por los resultados de Wetsel et al. (1993), quienes
observaron un incremento en la secrecién de GnRH al activar farmacolégicamente a
la PKC en la lfnea GTI1-7. Los hallazgos del presente trabajo también contribuyen a
resolver la controversia con respecto al tipo de receptor que media los efectos de la
HA sobre la secreciéon de GnRH (ver seccién 2.3 de este trabajo)
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Si se consideran conjuntamente los hallazgos encontrados en hipotdlamos y en las
lineas neuronales GT! (los nuestros y los de Wetsel et al., 1993), es posible sugerir con
cierta confianza que in yivo Ila HA actia cn el hipotdlamo directamente sobre las
neuronas GnRHérgicas, donde modularfa la secreci6n de GnRH por medio de
receptores H1 acoplados a la hidrélisis de fosfoinosftidos.

Sin embargo, es preciso tener cautela con respecto a la generalizacién e
interpretacién de resultados obtenidos con las células GTI1. Esta linea celular
desciende de células transformadas obtenidas a partir de un tumor, por lo que es
posible que no refleje fielmente todos los aspectos de la biologfa de las neuronas
GnRHérgicas in yivo. Por esta razén, es conveniente tratar de complementar a los
estudios hechos en la linea GT1 con experimentos hechos en hipotdlamos jn yitro y/o

in vivo.

Los mecanismos mediante los cuales los diversos agonistas acoplados a la PLC
provocan la secrecién de productos por distintas células no som conocidos en su
totalidad. Es un hecho establecido que el Ca2* participa en la secrecién en un
sinniimero de tipos celulares; es muy probable que el Ca2% que se libera de las pozas
intracelulares como consecuencia de la activacién de los receptores de Insl,4,5P3
participe en este fenémeno. El mecanismo por el cual el CaZ* provoca la secrecién es
desconocido, aungue probablemente esté involucrado con la dindmica del

citoesqueleto (ver Forscher, 1989; y seccién II de esta tesis).

Por otro lado, algunas ncuromas responden a niveles aumeutados de Ins1,4,5P3 con
una hiperpolarizacién transitoria, seguida de wuna despolarizacién (ver Fink y
Kaczmarek, 1988; Berridge, 1987; Jackson et al., 1987). Se ha observado que algunas
neuronas en las que los niveles de Ins1,4,5P3 aumentan en respuesta a bradicinina
son capaces de secretar sus contenidos adin al estar hiperpolarizadas (ver Fink y
Kaczmarek, 1988), lo que sugiere que el incremento en los niveles de Ca?* producido
por el 1Inst,4,5P3 es suficiente en esas células para provocar la secreciéa.
Subsecuentemente las células parecen despolarizarse debido a la apertura de canales
de Ca2* operados por voltaje; esto aumentaria fa disponibilidad de ese catién y
seguramente facilitarfa adn mds la secrecién.

Estudios realizados por Jorgenson et al. (1989) indican que 1la HA exciia
electrofisiolégicamente a neuronas del nicleo arcuato por medio de receptores HI in
vitro; en esta zona del hipotdlamo se encuentran muchas de las neuronas

neurosecretoras. Esto sugiere que probablemente la HA si es capaz de provocar
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alteraciones electrofisiolégicas en sus células blanco, y que lo haria por medio de la
hidrélisis de fosfoinos{tidos.

No obstante lo anterior, es posible que la activacién de la via de los IPx/DAG no
tenga repercusiones electrofisiolégicas importantes en las neuronas GnRHérgicas. En
este sentido, seria interesante registrar la actividad electrofisiol6gica de las células
GT1 al aplicar HA, y medir simultdneamente la secrecién de GnRH. Esto podria hacerse
en un medio sin Ca2*, para cuantificar la posible participacién del Ca2* extracelular
en la secrecién. Ademds, serfa interesante medir en estas células los aumentos en la
[Ca2+*)i en respuesta a HA, en medios con y sin Ca?¥ (o con EDTA), y determinar

simulténeamente la secrecidn.

El hecho de detectar secrecién aiin en ausencia de actividad eléctrica, § en un medio
sin Ca?*, sugerirfa que la despolarizacién de la membrana no es imprescindible para
que se dé la secrecién. Lo anterior estaria en contradiccién con la idea de que la
secrecién de GnRH a la sangre portal es consecuencia de la generacién de potenciales
de accién en las neuronas GnRHérgicas (ver Knobil, 1990). Mds ain, otros
neurotransmisores que producen secrecién en estas células, tales como la DA y la NE
(Martinez de la Escalera 1992a, 1992b), no producen efectos -electrofisiolégicos
directos, sino que actian por medio de la adenilato ciclasa. Sin embargo, estas células
también son reguladas por agentes que producen efectos electrofisiolégicos directos,
como el GABA y el glutamato. Posiblemente aigunas de las acciones de la HA sobre las
neuronas GnRHérgicas consistan en la modulacién de efectos electrofisiol6gicos.

Las células GT1 presentan pulsos intrinsecos y sincrénicos de secrecién de GnRH
(Martinez de la Escalera et al., 1992c; Wetsel et al,, 1992); la frecuencia de estos pulsos
es de aproximadamente 30 min. En el wmono rhesus es posible ver una actividad
eléctrica oscilatoria en el hipotilamo mediobasal, cuyos picos se correlacionan con
aumentos en la secrecién de LH (ver Knobil, 1990b; 1992). Estas y otras observaciones
(ver seccién 2.3 de este trabajo) sugieren que los niveles de GnRH secretados por las
neuronas GnRHérgicas presentan, de wmanera intrinseca, una oscilacién periédica,

ademés de un pico pre-ovulatorio.

En la modulacién de la amplitud y la frecuencia de los pulsos de secrecién de una
molécula mensajera dada estd codificada alin més informacién relevante a la sefial en

cuestién. En este contexto, serfa necesario analizar cémo varfan la frecuencia y la
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amplitud de los pulsos de GnRH en respuesta a HA, para definir de qué manera ejerce
ésta su regulacion.

Es posible que la estimulaci6én con HA dure menos tiempo del necesario para
completar un periodo de secrecién intrfnseca; en este caso, quizd la HA sélo
provocaria aumentos en la amplitud de la secrecién sin alterar la frecuencia. Si
durara més tiempo, los niveles asi elevados probablemente enmascararfan (al menos
en parte) a la oscilacién intrinseca, por lo que la seital de la frecuencia despareceria,
se distorsionarfa, 6 se convertirfa en otra. Probablemente la combinacién del patrén
intrinseco de secrecién con aquel resultante de la estimulacién genere nuevos

patrones, mismos que codifican cierta informacién.

Ademds, diversos neuromediadores interactian, quizd simultineamente, con las
neuronas GnRHérgicas. Por esta razén, existe en principio un mimero alto de posibles
combinaciones dec ecfectos que tienen como consccuencia la generacién de patrones
caracterfsticos de secrecién (que codifican informacién). Sin embargo, es posible que
los outputs generados por estas células estén compuestos sélamente por un nimero
pequefio de combinaciones de amplitudes con frecuencias, favorecidas por la
seleccién natural y por las restricciones ffsicas de los seres vivos, que son arménicas
y funcionales y que son seiiales con significados precisos para la hipéfisis.

El significado fisiolégico de la regulacién por HA de la secrecién de GnRH es

desconocido. De manera similar, el papel que juega la HA dentro de la compleja red de
regulaciones que controlan en dltima instancia la secrecibn de LH no estd bien
definido.
La HA estd implicada, entre otras cosas, en la regulacién de distintas funciones
neuroend6crinas (ver Knigge y Warberg, 1991), y aparentemente media algunos de
los efectos de los estrégenos sobre la secrecién de GnRH (Ohtsuka et al., 1989). En el
hipotdlamo, la HA también estd involucrada en la conducta (Alvarez y Banzén, 1992).
A su vez, las neuronas HAérgicas pueden ser moduladas por otros sistemas, tales como
el noradrenérgico, serotoninérgico, y glutamatérgico, entre otros (ver Wada et al,,
1991; Okakura et al.,, 1992).

Las neuronas HAérgicas, cuyos cuerpos celulares se localizan en el nicleo
tuberomamilar del hipotdlamo, mandan proyecciones a casi todas las regiones
cerebrales. Estas fibras, de naturaleza varicosa, casi nunca establecen contactos
sindpticos con otras células (ver Wada et al., 1991). Lo anterior sugiere que la HA se
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difunde, en casi todo el cerebro, en el espacio extracelular. Por medio de este dltimo,
alcanza a sus células blanco. ’

Todas las neuronas HAérgicas parecen tener el mismo patrén de funcionamiento, y
aparentemente regulan actividades generales tales como el estado de alerta y el
metabolismo energético (Wada et al., 1991). En el hipotdlamo de la rata, existe un ritmo
ultradiano de secrecién de HA, con un perfodo de 1-2 horas; estas oscilaciones estdn
aparenctementc compuestas por otras oscilaciones mds pequefias -que tienen un
perfodo de 10-20 min. Ademds, existe un ritmo circadiano, en el que la mayor actividad
se presenta en la noche (Philippu y Prast, 1991; Mochizuki et al.,, 1992).

Las observaciones anteriores, tomadas en conjunto, sugieren que las neuronas
HAérgicas pueden conferir un patrén circadiano, y quizd ultradiano, a la actividad de
casi todo el cercbro, mediante la modulacién de dicha actividad. A este respecto, es
posible que las neuronas HAérgicas, al secretar HA periédicamente al espacio
extracelular, modulen de manera cfclica la actividad de las neuronas GnRHérgicas en
el hipotdlamo. De esta manera, la HA podria establecer un vinculo temporal entre la
secrecién intrfnseca de GnRH y muchos otros procesos en el SNC.

Sin embargo, para esclarecer completamente el significado fisiolégico de la
regulacién ejercida por HA, serfa necesario conocer exactamente cudles son las
funciones del sistema HAérgico en el SNC, cudles son sus propiedades intrinsecas, y al
mismo tiempo, qué regulaciones se ejercen sobre dicho sistema.
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ViI- Conclusiones.

En el presente trabajo se demuestra que la HA estimula la produccién de [Px en la
linea ncuronal hipotaldmica GT1-1. Experimentos realizados con distintos agonistas y
antagonistas histaminérgicos sugieren que esta respuesta estd mediada por
receptores HI.

Por otro lado, observaciones inéditas del laboratorio sugieren que ta HA es capaz de
inducir, de manera directa, la secrecién de GnRH por estas céluias. Este efecto estd
mediado aparentemente también por receptores HI.

Estos resultados, tomados en conjunto, sugieren la existencia de un efecto directo de la
HA sobre la secrecion de GnRH, mediado por receptores H1 acoplados positivamente a
la PLC.

Los resultados del presente trabajo y los del laboratoric confirman y extienden los
hallazgos de Miyake et al. (1987), en los que se demuestra que la HA provoca la
secrecién de GnRH por medio de receptores H1 en hipotdlamos mediobasales de rata in
Yitro. -

Nuestras observaciones, sumadas a las de Miyake et al., apuntan a la existencia de una
accién de la HA sobre la secreci6n de GnRH jn yivo, con las mismas caracterfsticas
encontradas in yitro. Sin embargo, es preciso tener cautela con esta afirmacién, ya
quc las células GT1-1 son neuronas transformadas que probablemente presentan
alteraciones con respecto a la biologia de las neuronaé GnRHérgicas in vivo.
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