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Un papel protagénico en la funcién reproductiva de la mayoria de los
vertebrados lo juega la Hormona Liberadora de Gonadofropinas (GnRH), la cual
es secretada por neuronas hipotaldmicas. Hésto el momento se desconocen las
sefales que permiten el establecimiento de las redes neuronales GnRHérgicas,
ya que su distribucion es difusa y su nUmero es escaso. Con la creacién de una
linea neuronal GnRHérgica (linea GT1), la naturaleza de éstas sefales
neurofréficas ya puede ser explorada.

En este frabajo, utilizamos células de la clona GT1-1, las cuales fueron
tratadas con los siguientes factores de crecimiento: el Factor de Crecimiento

ervioso (NGF) 50 ng/ml , el Factor de Crecimiento de Fibroblastos basico (bFGF)

) ng/ml, el Factor de Crecimiento Tipo Insulina 1 (IGF-1) 10 ng/ml, el Factor de
Crecimiento Transformanie a (AGF-a) 10 ng/ml y el Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF) 10 ng/ml. Estos tratamientos se realizaron durante 24 horas, y
con el objeto de deferminar algunas de las vias de sefalizacion celular
involucradas por los mismos, se frataron a las células con activadores de algunas
de ellas: TPA 2.5 nM (activador de la Pro?einol Cinasa C (PKC)) y forscolina 10 uM
(activador de la via de la Proteina Cinasa A (PKA)). El objefivo de los
tratamientos anteriores, fue elucidar la regulacién que ejercen los factores de
crecimiento sobre la diferenciacion, determinada por la expresion de GnRH
mediante analisis de Northern Blot y por el conteo manual de la extensién de
neuritas, y sobre la proliferacion, determinada por la incorporacion de *H-timidina
de las neuronas GT1-1. De igual forma, se determiné la regulacién que ejercen
los distintos factores de crecimiento sobre la expresion del Antigeno T, ya que las
células GT1 fueron fransformadas con $V40.

Nuestros resultados muestran que los factores de crecimiento, ejercen
fres distintas clases de reguiacién sobre la diferenciacién y la proliferacion de las
células GT1-1: en la primera de ellas se observa que mientras se favorece un
proceso, el ofro se inhibe; por lo que constituye una regulacién inversa. En el

segundo fipo se observa que se favorecen eventos proliferativos, mienfras que



los diferenciadores no se modifican en algunos de los pardmetros considerados.
Finaimente se detecta que tanto la proliferacion como la diferenciacion se
promueven con el mismo estimulo, lo que constituiria una regulacién paraleta.
De igual forma, nuestros datos muesiran que la via de la PKC esta involucrada
con eventos de la diferenciacion de las neuronas GT1-1 y que, algunos de los
factores de crecimiento utilizados en éste frabajo, recuren a ésta via para
regular la diferenciacién y la proliferacion de éstas células. Detectamos, que la
regulacion de la expresion de GnRH y del Ag T, no va en paralelo, lo cual nos
permite indicar que el efecto que observamos de éstos factores de crecimiento
sobre la diferenciacién y la proliferacion de las células GT1-1, puede ser muy
diferente a la regulacion que ejercen los mismos sobre las neuronas GnRHérgicas

in vivo.



I.- INTRODUCCION

La reproduccion es una funcién de vital importancia, ya que permite la
continvidad de las especies, desde las mas simples hasta las mas complejas. En
los vertebrados, la reproduccién involucra, enfre ofros aspectos la comunicacion
neuroenddcrina entre distintas estructuras. Un papel protagénico en este evento
lo juega el decapéptido denominado Hormona Liberadora de Gonadofropinas
{GnRH), el cual, como se describe en las siguientes secciones, regula la
reproduccion. Esto lo redliza a fravés de la regulacion de la secrecién de
gonadotropinas hipofisiarias y de la conducta sexual. Es por esto, que un
problema fundamental en la neurobiologia es el estudio del establecimiento y el
funcionamiento de las redes del sistema neurosecretor de GnRH como parte de
un complejo circuito en el que participan diversos érganos y sistemas, y cuyo eje
fundamental es el compuesto por el Sistema Nervioso central (SNC), la hipofisis y
las génadas.

1.- Eje Hipotalamo-Hipéfisis-Génadas

Como se menciond anteriormente, este eje regula la funcion
reproductiva, cuya via final comin es el disparo de GnRH. Es por esto que a
confinuacion se describen las principales caracteristicas de algunas de estas
estructuras, enfatizando el papel que desempeiian ya sea secretando o
respondiendo a GnRH:

A) Hipotélamo

Estd compuesto por distintos fipos de neuronas, algunas de las cuales se
agrupan en nucleos definidos. Estas neuronas hipotalamicas forman sistemas
neurosecretores reguladores muy importantes, y entre algunos de los productos
que secretan enconframos: vasopresina (AVP), oxitocina {(OT), Hormona
liberadora de Hormona de Crecimiento (GHRH), Proopiomelanocortina (POMC},
Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH), Somatostatina (SRIF), Factor liberador
de Corticotropina (CRF), Dopamina (DA), Norepinefrina (NE), Epinefrina (E),
Histamina (S5-HT), Glutamato (GLUT), dcido gamma-amino-butirico (GABA},
Neuropéptido Y (NP-Y), Substancia P (SP), y GnRH. Muchos de estos productos,



como es el caso de GnRH, van a actuar sobre la hipdfisis regulando de esta
manera la secrecion de las hormonas que esta Ultima sintetiza (Harmis, G.W., 1948,
revisado en Everett, J.P, 1994 y Page, R.B., 1994).

8) Hipéfisls

La hipdfisis es una glandula que sintetiza y secreta diversas hormonas, en
respuesta a muchos de los factores provenientes del hipotalamo, funcionando,
por lo tanto como un relevo y amplificador de las sefales neuroenddcrinas. En el
caso de la GnRH, la hipdfisis responde produciendo las dos gonadofropinas: la
Hormona Luteinizante (LH) y la Hormona Estimuladora de Foliculo (FSH), como se
vera mas adelante. Esta gldndula ha sido clasificada bajo un criterio anatémico,
en base a las esfructuras que la conforman, y bajo un criterio funcional, en base
a los productos que sintetiza y secreta. Considerando éste uitimo criterio, la
hipofisis se divide en dos principales estructuras: adenchipdfisis y neurohipdfisis. La
adenohipdfisis es la estructura glandular que produce diversas hormonas; sus
principales caracteristicas se describen a continuacién:

*Adenohipéfisis

En términos generales, y a pesar de que se pueden presentar diferencias
entre especies, se han logrado identificar siete hormonas secretadas por distintas
poblaciones celulares localizadas en esta estructura: la Hormona Estimuladora
de la Troides (TSH), la Prolactina (PRL), la Hormona del Crecimiento (GH), la
Adrenocorticofropina (ACTH), la B-endorfina (B-END), y como ya se menciond,
las dos gonadofropinas LH y FSH secretadas y sintetizadas por los gonadotropos
en respuesta a la GnRH. Denfro de los primeros reportes de la funcion hipofisiaria,
se encuentran los de Oliver, G. y Schafer, E.A. (1895) (revisado en Everett, J.P,
1994 y Page, R.B., 1994).

La comunicacion neuroenddcrina desde el hipotalamo hasta la
adenohipdfisis, requiere de un sistema de fransporte de los factores hipotaldmicos
de estimulacion e inhibicion hacia la gladula (como es el caso de la GnRH}), el
cual se describe a confinvacion:



C) Sistema Portal Hipotdlamo-Hipofisiario

Los capilares y vasos portales de la hipofisis transportan los nutrientes y
pépftidos necesarios para el funcionamiento de la adenohipdfisis. Una vez que las
hormonas abandonan el torente sanguineo, estas interactian con los
receptores apropiados en la hipofisis anterior, regulando de ésta manera la
liberacién de.lgy frormonas peptidicas que la misma produce, las cuales enfran
a los capilares, y de ahi son fransportados hacia sus érganos blanco. En el caso
de la GnRH, ésta estimula la liberacion adenohipofisiaria de LH y FSH, las cuales a
su vez, actuan principalmente en las gonadas. Los primeros reportes de la
existencia de un Sistema Portal Hipotaimo-Hipofisiario fueron de Popa, G.T. y
colaboradores (1930) (revisado en Everett, J.P, 1994 y Page, R.B., 1994).

Lo anterior permite ejemplificar la integracion del Eje Hipotalamo-
>ofisis-Génadas, con el confrol del ciclo ovdrico, en donde, como ya se
:nciond, la secrecion de las gonadofropinas hipofisiarias LH y FSH esta

cuntrolada por el SNC a través de la secrecion de GnRH. La liberacion de la
misma desde el hipotalamo, es influenciada por factores externos (estimulos del
medio ambiente) e internos {regulacién hormonal, de neurotransmisores, etc.), y
se confrola por mecanismos de retroalimentacién tanto positivos como
negativos provenientes de la secrecidon ovarica de esfrégenos y progesterona,
estimulada por los niveles de gonadotropinas. Denfro de los principales trabajos
relacionados con la funcion de la hipdfisis en la reproduccion se encuentran los
de Smith, P.E. y Engle, E.T. (1927) (revisado en Everett, J.P, 1994 y Page, R.B., 1994).



2.- Las nevronas GnRHérgicas

A) Origen

El sistema neurosecretor GnRHérgico es muy difuso ya que contiene
neuronas dispersas en diversas regiones, por lo cual se pueden estar integrando
varios fipos de informacién.

Recientemente se demostré, que éstas neuronas comienzan a
diferenciarse en una estructura localizada en el cerebro anterior denominada la
placa olfatoria. Posterior a su diferenciacion, migran a través del septum nasal y
entran al cerebro anterior venfral, para luegoe migrar caudaimente vy
establecerse en las regiones septal, predpfica y anterior del hipotalamo
(Silvermann, A.J. et al, 1994).

La mayor parte de los estudios relacionados con el origen de las
neuronas secretoras de GnRH, se realizaron en el ratén, pero diversos frabajos
permiten suponer que el origen en la placa olfatoria, y la posterior migraciéon de

s neuronas, son procesos gue ocumren de forma general en todos los
miferos (Silvermann, A.J. et al, 1994).

Por lo que respecta a la expresion del gene de GnRH, se sabe que en
ratones comienza a ocunir en el dia 11.5 del desarollo embrionario (para
cuestiones de nomenclatura se abrevia como EV1.5), y airededor de E12.5 el
numero de células que sintetizan GnRH en el septum nasal es similar al que se
encuentra en adultos en el cerebro anterior (Silvermann, A.J. et al, 1994).

Mientras estas neuronas migran a través de un SNC que estd en
desamrollo, elaboran procesos axonales, algunos de los cuales van a
establecerse en lo que serd la eminencia media (Silvermann, A.J. et al, 1994).

En todos los mamiferos estudiados, se encuentran distintas
subpoblaciones de neuronas GnRHérgicas dentro del SNC. Estas neuronas no se
localizan denfro de nucleos establecidos, sino que aparecen como integrantes
de redes nevuronales difusas que se extienden a fravés de varias estructuras bien
definidas. La red mas prominente, y por lo tanto la que se propone como la que
mas confribuye a la regulacién de la secrecion de las gonadofropinas
hipofisiarias, es aquella que se compone de neuronas que forman un confinuo
difuso y que se extiende desde la banda diagonal telencefdlica de Broca, hacia



areas septales maés dorsales y hacla la stria terminglis y &reas diencefalicas. Enfre
éstas ultimas, podemos enconfrar el &rea perivenfricular, preépfica medial y
lateral, hipotdlamo anterior y zona refroquiasmadatica (Esquema 1)(Silvermann, A.J.
ot al, 1994).

ESQUEMA 1: Se representa la distibucion de las neuronas GnRHérgicas de un cerebro

il de cobayo de 45 dias. Los puntos negros (e) representan las neuronas GnRHérgicas

inmunoreactivas, y los puntos blancos (o) representan ios cuerpos celulares de ofras neuvronas
que no resultaron poiitivas al anticuerpo confra GnRH (Tomado de Slivermann, AJ. et al, 1994).

8) Redes GnRHérgicas

La proyeccién mas prominente de éstas neuronas, es hacia la eminencia
media. El camino hacia esta estruciura se presenta por mas de una ruta, la
principal, en casi fodas las especies estudiadas, es la via septo-predptica
infundibular. De igual forma, éstas neuronas emiten proyecciones hacia érganos
circumventriculares, principalmente hacia el érgano vasculoso de la lamina
i2rminal, pero se desconoce como estd involucrada esta estructura con la
»2crecion de gonadotropinas. Fibras de una sola neurona pueden proyectar a
moultiples sitios denfro y fuera de!l SNC, y algunas neuronas se encuentran
asociadas con distintas esfructuras olfativas, las cuales pueden tener una funcién
en la conducta reproductiva a fravés de la comunicacién con ferhomonas
(Silvermann, A.J. et al, 1994).

C) Morfologia

En lo mayoria de las especies estudiadas, las neuronas GnRHérgicas
fienen forma oval con un diGmetro de entre 10 y 20 pm. Los procesos dendriticos




que extienden pueden ser simples sin ramificaciones y extenderse a partir de un
solo polo o de ambos de la célula. Los axones pueden provenir del cuerpo
celular o de una dendrita. Estudios vltraestructurales, han demostrado sinapsis
axosomdticas y axodendriticas enfre neuronas secretoras de GnRH, aunque
también forman sinapsis con ofros tipos de neuronas. Con respecto a las
aferencias de las neuronas GnRHérgicas, se han enconfrado terminales que
contienen dopamina, serotonina, B-endorfina, GABA, vasopresina y glutamato
(Silvermann, A.J. et al, 1994).

D) Sinfesls y secrecién de GnRH

La sintesis y la secrecion de GnRH es modulada, entre ofros factores, por
neuronas localizadas en el cerebro anterior, medio y posterior, las cuales actian
en forma directa sobre las neuronas GnRHérgicas o, de manera indirecta, sobre
otfras neuronas que modulan la aclividad de estas Glfimas. Denfro de las
terminales sinapticas que se han enconfrado sobre las neuronas GnRHérgicas se
encuentran aquellas provenientes de neuronas secretoras de dopamina,
s-»otonina, B-endorfina, GABA, vasopresina y glutamato. Ademas de la

Jencia neuronal sobre éstas células, también se presenta una regulacién
«.lrogénica proveniente de las gonadas, via interneuronas, ya que no se han
enconftrado receptores a esfrogenos en neuronas GnRHérgicas (Silvermann, A.J.
et al, 1994). De manera semejante a como ocume con ofros péptidos producidos
por el SN, la GnRH se sintetiza en los cuerpos celulares de las neuronas
GnRHérgicas; se empaqueta en vesiculas granulares que se encuenfran en el
aparato de Golgi para finalmente ser fransportada a lo largo del axén, en cuya
terminal se almacena, y posteriormente se libera en respuesta a los diversos
estimulos (Fink, G.,1988).

E) NEURONAS GT1

Hasta este momento he enfatizado la funcion que ejerce el Sistema
Neurosecretor GnRHérgico sobre la reproduccion y he descrito algunas de sus
caracteristicas. Sin embargo, como mencioné, este sistema es difuso y escaso,
por lo que se dificulta su acceso experimental. Es por esto, que no se han podido
explorar muchas de las sefiales concernientes a la regulacién de la
reproduccion (pardmetro que se complica por el cardcter neuronal de las



células ya que las neuronas se encuenfran en fase Go del ciclo celular
{Apéndice 2}) y la diferenciacion de estas neuronas. Con la reciente creacion de
una linea celular productora y secretora de GnRH muchos preguntas
relacionadas con el desamolio de estas neuronas podran obtener respuesta.

La creacidon de esta linea se realizé mediante induccion genéfica de
tumores (Mellon, P. et al, 1990). Para llevar a cabo lo anterior, se introdujo un
gene hibrido en ratones. Este gene estd compuesto por el promotor para la
GnRH acoplado a una regidn que codifica para el producto del oncogene del
antigeno-T (AgT) del virus del simio 40 (SV40). La linea celular, denominada GT1,
se obtuvo de un solo ratén macho cuyo tumor hipotaldmico expresaba los
ARNms para GnRH y para el antigeno T. Se obtuvieron fres clonas de este tumor:
GTi-1, GI1-3 y GT1-7, las cuales presentan un fenofipo neuronal pero con
distintas caracteristicas entre cada una de ellas: las GT1-1 expresan en mayor

intidad el ARNm para GnRH y extienden pocas neuritas, las GT1-7 extienden

ia gran cantidad de neuritas y expresan en menor cantidad el ARNm de GnRH
con respecto a las GT1-1, mienfras que las GT1-3 son una clona intermedia entre
las dos anteriores, que presentan un poco mas de apariencia neuronal (Weiner,
R.l. et al, 1992). Desde el establecimiento de las clonas, se puede apreciar una
relacion inversa enfre la extensidn de neuritas y la secrecion de GnRH.

Se ha logrado determinar que las células GT1 secretan GnRH en forma
pulsatil de manera semejante a lo que ocurre in vivo, con pulsos que tienen una
frecuencia de uno cada 25.8 minutos (Martinez de la Escalera, G. et al ,1992).
Esta es una propiedad intrinsica de las células (Wetsel, W.C. et al , 1992),
regulada entre ofros factores, por la propia hormona, ya que se han enconfrado
receptores a la misma en células GT1-7 (Krsmanovic, L.Z. et al, 1993). Por ofra
parte, se han explorado algunos de los reguladores de la secrecion de GnRH, y
de igual maneraq, las vias de senalizacion infraceluiar por las que actian. Dentro
de los principales frabajos concernientes a este aspecto se encuentran aquellos
que describen el efecto de la norepinefrina, la cual actia a fravés de
receptores Bl en células GTl1-1 (Martinez de la Escalera, G. et al, 1992,
Endocrinology o) vy de la dopamina, la cual estimula la secrecién en estas
mismas células por medio de receptores D1 (Martinez de la Escalera, G. et al,
1992, Endocrinology ). Ambos receptores estan acoplados positivamente a la
adenilato ciclasa. El efecto de la via de los fosfatos de inositol sobre la secrecién
de GnRH también se ha estudiado. El trabajo de Noris y colaboradores (1995)
reporta que la secrecion de esta hormona involucra la activacién de esta via en



respuesta a la histamina a través de receptores H1 en células GTl-1. Con
respecto a la funcién de ofros neurofransmisores, se encontré que el efecto de
GABA es bifasico, ya que estimula la secrecion de GnRH a través de los
receptores GABA,, pero la inhibe por medio de los GABA, (Martinez de la
Escalera, G. et al, 1994). El glutamato estimula la secrecion de GnRH en células
Gll-7 e incrementa Ila concentracion de Ca?* infracelular
{(Mahachokiertwattana P. et al, 1994).

Il.- ANTECEDENTES

1.- Efecto de diversos tGrmacos activadores de vias de sefializacién
infracelular sobre la divisién y la dierenclacién en lineas celulares

Existen varios estudios en diferentes modelos celulares sobre la
participacién de diversas vias de sefializacion infracelular en la diferenciacién
neuronal. Tal es el caso de la linea celular de feocromocitoma de rata PC12, o
de distintas lineas de neuroblastoma (de humano, de rata o de ratén). En estos

>delos se ha probado, principalmente, la parficipacion de dos cascadas de
ializacién sobre la extensiéon de neuritas: la que involucra a la cinasa de
proteinas A (PKA), y la que involucra a la PKC.

La linea celular PC12 se ha utilizado exhaustivamente como modelo de
estudio de la diferencién neuronal debido al fenotipo de neuronas simpaticas
que adquiere cuando se le frata con diversos activadores. Dentro de los
principales estudios en los que se ha observado el efecto de la via de la PKA,
destacan los de Schubert y colaboradores (1977) en los que comprueba el
efecto diferenciador al ufilizar andlogos de AMP ciclico (cCAMP) y activadores de
la adenilato ciclasa, y también se ha comprobado el efecto positivo de ofros
nucledtidos ciclicos sobre éste parametro. Este mismo efecto se observd por el
grupo de Furmanski (1971) en la linea de neuroblastoma de ratén C1300 al
inducir en esta eventos de diferenciacion con un andlogo del cAMP, dibufiril
AMP ciclico, a una dosis de 1 mM durante 24 horas.

En relaciéon a la funciéon diferenciadora de la PKC sobre lineas de
neuroblastoma se encuentran los frabajos de Pahlman y colaboradores (1981)
en los que utiliza la linea de neuroblastoma humana SK-N-SH, y observa
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diferenciacién fenotipica y bioquimica al utilizar TPA a una concentraciéon de 16
nM durante 72 horas de fratamiento.

. 2.- Efecto de tactores de crecimiento sobre la divisién y la dierenclacién
en lineas celviares

Dentro de esta seccién se mencionaran los principales frabajos
relacionados con la accién diferenciadora de varios factores de crecimiento en
especial sobre la neuritogénesis en los modelos de lineas celulares mencionados
anteriormente.

Los estudios de Greene y Tischler (1976) demuestran que cuando células
PC12 crecen en presencia del NGF (50 ng/ml) durante 24 horas, se diferencian
en neuronas de tipo simpdtico al extender neuritas funcionales, y mienfras
realizan este proceso dejan de dividirse.

Togari y colaboradores (1983) demosiraron el mismo efecto que el
ejercido por el NGF sobre las células PC12, tanto a nivel morfolégico como
bioquimico, ufilizando bFGF a una concenfraciéon de 50 ng/ml y observando el

:cto a las 72 horas.

Huff y colaboradores (1981) reportaron que células PC12 tratadas con el
factor de crecimiento epidérmico a una dosis de 10 ng/m! no produce extensién
de neuritas pero si ejerce efecto mitogénico sobre estas células. En relacion al
factor de crecimiento fransformante a, y debido a la analogia funcional que
presenta con el EGF por su unién al mismo receptor, se consideré que podia
ejercer funciones neurofréficas. Este factor se encontré en el cerebro por Falion y
colaboradores (1984).

“ Los resullados con el factor de crecimiento fipo insulina 1 son
controversiales, ya que el grupo de Rabinovsky (1992) enconfré que en la linea
de neuroblastoma humano IMR-32 este factor a una concentraciéon de 10 ng/mi
durante 24 horas no ejerce efecto sobre la proliferacion celular, mientras que el
grupo de Mattsson (1986) demostré en ofra linea de neuroblastoma humano {SY-
SY5Y) que si tiene efecio mitogénico cuando se anade a una dosis de 30 ng/mi
durante 96 horas.



3.- Estudios en las neuronas GnRHérgicas

En relacion a la diferenciacion de las neuronas GnRHérgicas, Ojeda y
colaboradores (1990) demostraron que el EGF a una dosis de 100 ng/mi estimula
la secrecion de GnRH en cultivos primarios de hipotalamos de rata.

Han sido pocos los frabajos relacionados con la diferenciacion y la
division de las neuronas GT1 ya sea por farmacos o por factores de crecimiento.
Bruder y colaboradores (1992) encontraron que el fratamiento con TPA 10 nM en
células de la clona GTI-7, disminuye la expresion del ARNm de GnRH con
respecto a células sin tratamiento, pero al mismo tiempo, incrementa la
secrecién de ésta hormona. En este frabajo no se enconfraron cambios
fenotipicos en las células relacionados con el fratamiento con TPA. Con el objeto
d¢- determinar el efecto que ejerce el TPA sobre la PKC en las células GT1-7, ya

2 se ha reportado que dosis elevadas y periodos prolongados del fratamiento
.n el mismo inactivan a la PKC (Adams, J.C. et al, 1989) en este mismo frabajo
se utilizé la estaurosporina, que es un inactivador de ésta cinasa. Los resultados
que presentan sugieren que el TPA actia en las células GT1-7 estimulando a la
PKC, ya que el fratamiento con la estaurosporina en conjunto con el TPA inhibe el
efecto ejercido por el ester de forbol, ya sea sobre la expresién del gene o sobre
la secrecion de GnRH. Hallazgos de Wetsel y colaboradores (1993) muestran
resultados semejantes a los mencionados anteriormente con respecto al efecto
que ejerce el TPA en las células GT1, y ademas reportan que el TPA a una dosis
de 100 nM estimula la refraccién de las neuritas extendidas en células GT1-7. Por
ofro lado, éste mismo grupo también estudio el efecto sobre la diferenciacion de
éstas neuronas al activar a la proteina adenilato ciclasa con forscolina a una
dosis de 10 puM. Sus datos sugieren que la forscolina estimula la secrecién de
GnRH, no modica la expresion del ARNm de la misma, y promueve la extensidon
de neuritas.

Por ofra parte, Zhou y colaboradores (1994) reportan que células GT1-1
no responden al NGF, ni a ninguna ofra de las neurofrofinas relacionadas con
este factor de crecimiento, por lo que se asumié que no expresaban el receptor
de alta afinidad que se une a las mismas. Es por esto que se decidié transfectar a
las células con el kA para determinar la posible funcion que ejerce el NGF in
vivo sobre las neuronas GnRHérgicas. Los principales efectos relacionados con la
adicion de este factor de crecimiento a una dosis de 100 ng/ml durante 24 horas
fueron la extension de neuritas, la induccidon en la expresion del ARNm para
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GnRH y el incremento en la expresion de genes de respuesta temprana como lo
es c-fos.

Los estudios de Melcangi y colaboradores (1995) reportan que al aiadir
TGF-B a células GT1-1 se estimula la secrecion de GnRH, y que al cocultivar estas
neuronas con asfrocitos tipo 1, se estimula de nuevo esta secrecion. Una hipétesis
de este grupo de frabajo es que las células gliales estan ejerciendo el efecto
esfimulador sobre las GT1-1 a fravés de la secrecién de TGF-B.

El reciente frabajo de Tsai y colaboradores (1995), reporta un efecto
estimulador del bFGF sobre la extensién de neuritas de células GT1-7. Sus
resultados también muestran que éstas neuronas expresan los receptores 1 y 3 a
los que el bFGF se une.

Por ofra parte, evidencias de Olson y colaboradores (1995) muestran que
células GT1-7 expresan el receptor para el IGF-1. Sus resultados sugieren que el
IGF-1 es un factor mitogénico para éstas neuronas.
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.- OBJETIVOS
1.- Objefivo general

En vista de que se desconocen las sefiales neurofréficas que permiten la
proliferacién, la migracién y el establecimiento del sistema neurosecretor
GnRHérgico, el objefivo del presente estudio fue el de elucidar los principales
efectos que ejercen diversos factores de crecimiento sobre la diferenciacion y la
division de las células GT1.

2.- Objefivos parficulares

En particular nos propusimos:

a) Idenfificar que factor (es) de crecimiento interviene (n) en la
regulacion de eventos de la diferenciacion {ya sea estimulandola o
inhibiéndola) de las neuronas GT1, fomando como paraGmetfros de la misma la
extension de neuritas y la expresion de GnRH.

b) Identificar que factor (es) de crecimiento interviene (n} en la

- 3ulacién de la proliferacion (ya sea estimulandola o inhibiéndola) de las
-yronas GT1.

¢€) Una vez identificados éstos factores, determinar como regulan tanto
eventos de la diferenciacién, como la proliferacion de las células GT1, vitlizando
conjuntamente, activadores de vias de sefializacion infracelular.
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V.- MATERIAL Y METODOS
1.- Cullivo celular

La linea celular GT1-1 se cultivé en medio de Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) con 10% de suero fetal bovino {Gibco, Grand istand, NY) vy
100 U/mi de penicilina-estreptomicina {Gibco). Las células se sembraron en cajas
de 24 pozos y en cajas pefri (Costar, Cambridge, MA, USA). Los cullivos se
mantuvieron a 37 °C en una atmdsfera saturada con agua con 5% de CO, y 95%
de O,. Los subcultivos de las células se realizaron con solucién balanceada de
Hank con fripsina al 0.05% y EDTA 0.53 nM (Gibco). Las células se cultivaron hasta
que alcanzaron el 50-70% de confluencia, y entonces el medio se reemplazé por
medio definido (Opti-MEM, Gibco) sin suero durante 24 horas. Después de este
fiempo se realizaron los fratamientos que se describen a continuacion.

2.- Condiciones experimentales

Las células fueron tratadas durante 24 horas con los siguientes farmacos:
mistato12-acetatol3 de forbol (TPA) (SIGMA CHEMICAL CO.)) a una
concenfracion final de 2.5 nM y/o con forscolina (SIGMA CHEMICAL CO.) a una
dosis final de 10 uM. Estos farmacos se disuelven en DMSO, en una concentracion
final del mismo de 0.1%. La elecciéon de las dosis del TPA y de la forscolina, se
realizé en base a experimentos pilotos, en los que se ufilizé un rango amplio de
concenfraciones de ambos farmacos. La dosis elegidas fueron aquellas en las
que se observé un efecto sin que se presentara darfio celular. De igual manerq, se
elaboraron fratamientos con diversos factores de crecimiento solos y en conjunto
con TPA y/o forscolina. Los factores de crecimiento y las dosis ufilizadas de los
mismos, fueron los siguientes: Factor de Crecimiento Nervioso 2.5, purificado de
glandula submanxilar de ratén a una dosis de 50 ng/ml, Factor de Crecimiento
tipo Insulina 1 humano a una dosis de 10 ng/ml, Factor de Crecimiento
Epidérmico natural murino a una dosis 10 ng/mi, Factor de Crecimiento basico de
Fibroblastos recombinate humano a una dosis de 10 ng/mi y el Factor de
Crecimiento Transformante a recombinante humano a una dosis de 10 ng/ml. Los
Factores de Crecimiento se obtuvieron de GIBCO BRL. Al igual que con los
farmacos, la eleccion de estas dosis se determind mediante experimentos
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previos, en los que se trabajaba con dosis altas y dosis bajas de los mismos, pero
siempre de acuerdo a un criterio establecido en base al efecto medio-maximo
reportado por ofros grupos de investigacion.

La duracion de todos los tratamientos anteriores fué de 24 horas, tiempo
en el cual se determiné su efecto sobre eventos de la diferenciacién como lo es
la extension de neuritas, y la expresion del ARNm de GnRH; de igual forma se
cuantificé el efecto de los mismos sobre la proliferacion celular. En vista de que
en las células GT1 el antigeno T esta acoplado al promotor de GnRH, también se
analizd la expresion de éste oncogene con el objeto de determinar si ésta va en
« aralelo con la expresion de GnRH. Los métodos ufilizados para llevar a cabo lo
anterior se describen a continuacién:

3.. Conteo de neuritas

El nOmero de neuritas extendidas se determiné por conteo manual de
fotografias (Kodak, PLUS X-Pan, ASA 125) tomadas a fravés de microscopia de
confraste de fases de un microscopio invertido Nikon TMS con una camara Nikon
AFX-lIA, y con un aumento 50X del microscopio, al que se le multiplica por un
‘actor de 3.6 que es el aumento de las fotografias. Las neuritas se contaron por

ampos fotograficos en 4-10 fotos. De igual forma, en los campos fotograficos se
1idié la longitud de las neuritas extendidas.

4.- Preparacién del ARN

El ARN total de las células se extrajo por un método de un solo paso en el
que se utiliza el procedimiento de Chomczynski y Sacchi (1987). Las células se
lisaron con 4 volimenes de una solucidén de guanidina (4 M de thiocinato de
guanidina (SIGMA CHEMICAL CO.), 0.5% de sarcosinato lauryl de sodio (SIGMA
CHEMICAL CO.), 0.1 M de B-mercaptoetanol (SIGMA CHEMICAL CO.), y 25 mM
de citrato de sodio (SIGMA CHEMICAL CO.) pH 7). El lisado se extrajo con fenol-
cloroformo (GIBCO BRL y SIGMA CHEMICAL CO.) y el ARN se precipité con
etanol.
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§.- Andlisls del! ARN mensajero mediante Northern blot

la concentracién del ARN se determind por absorbancia
especfrofotométrica a 260 nm en el espectrofotometro Beckman DU 650. Las
muestras se fraccionaron en geles al 1% de agarosa {Gibco) y formaldehido 1M
(SIGMA), y posteriormente se transfrieron a membranas de nylon (Hybon-NTM,
Amersham) mediante capilaridad con un buffer de sales compuesto por cifrato
de sodio 0.3M y NaCl 3M a pH 7 (SSC). Los blots se hibridaron con: el fragmento
de 340 pb digerido con BamHIi/Hindlll (Gibco) del cDNA de GnRH de rataq, el
fragmento de 2.8 kb digerido con BamHI/EcoR1 del cDNA del Ag T de rata, y se
utilizé como control el fragmento de 800 pb digerido con BamHi del cDNA de
ciclofilina de rata. Los cDNA se exirajeron de los plasmidos con una preparacion
o mediana escala utilizando el método descrito por Sambrook y colaboradores

39) de lisis mediante ebullicién, al que se le aiiadieron 100 mg de ARNasa

2heringer). La extraccién del plasmido se realizé con fenol-cloroformo. Para
la purificacién del fragmento, se separé el DNA en un gel de agarosa-bromuro
de efidio, y se corté con las enziimas adecuadas. Posteriormente, se corté la
banda deseada con ayuda de una [Gmpara de UV y mediante congelacién en
nitrégeno liquido se exfrajo el fragmento anadiendo LICI 4 M, el cual
posteriormente, se exirajo con fenol-cloroformo.

Las sondas se marcaron con (a-32P)deoxy-ATP (New England Nuclear) por
el método de primeros al azar descrito por Feinberg y Vogelstein {1983). El blot se
hibridé durante toda la noche con las respectivas sondas a 42 °C y se lavéo
durante 20 minutos a temperatura ambiente con SSC 2X y SDS 0.1%.
Posteriormente se realizaron fres lavados de SSC 0.1X y SDS 0.1% durante 20

- nutos a 50 *C. El blot se dej6é exponiendo en una pelicula de rayos-X (Kodak X-
UMAT) con una pantalla intensificadora a -70 *C.

é.- Divisién celular

El indice mitdtico, se determiné por incorporacion de S3H-fimidina
(Amershan International pic). Las células crecidas en placas de 24 pozos, se
incubaron durante 4 horas con 500 000 cpm/pozo de 3H-timidina. Posteriormente,
se precipitaron las proteinas con una incubacién con acido tricloroacético (TCA)
al 5% durante 20 minutos a -20 *°C. El precipitado se lavd 3 veces con este
reactivo. Para solubilizar las proteinas precipitadas, se afiadieron 0.5 m| de NaOH



0.25 N y se agitaron durante 1 hora a 37 *°C. Finalmente el precipitado, en el cual
se encuentra el DNA marcado, se colecté en viales de centelleo, ahadiendo 3.5
ml de solucion de centelleo (RPI, Mount Prospect, IL, USA) y se contaron en un
contador de emisiones B Beckman LS 6500.



0.25 N y se agitaron durante 1 hora a 37 °C. Finaimente el precipitado, en el cual
se encuentra el DNA marcado, se colectd en viales de centelleo, afiadiendo 3.5

mi de solucién de centelleo (RPI, Mount Prospect, IL, USA) y se contaron en un
contador de emisiones B Beckman LS 6500.
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V.- RESULTADOS
1.- DIFERENCIACION

q) Extensién de neuritas
*farmacos

En la Figura 1, se observa el efecto que ejercen el TPA (1B), a una dosis
de 2.5 nM, y la forscolina (1C), a una concentracion de 10 uM, a las 24 horas de
fratamiento sobre la extension de neuritas de las células GT1-1. Como se puede
apreciar en ésta figura, el ratamiento con TPA incrementé el nimero y la
longitud de las neuritas con respecto a células fratadas unicamente con DMSO
2! 0.1% (1A), mieniras que el fratamiento con forscolina favorecié la longitud de

neuritas extendidas. En la Figura 2A, se muesira graficamente el efecto que
- rcieron ambas farmacos sobre el nimero de los procesos neuriticos totales
extendidos por campo. Esta figura es el resultado del promedio del nUmero de
neuritas totales extendidas por campo de los distintos experimentos reportados
en las figuras posteriores (Figs. 3, 4, S, 6 y 7). Como puede apreciarse, el TPA
incremento significativamente el nimero total de las neuritas en mas de un 100%
con respecto a las células confrol. Este parametro no fue favorecido con el
tratamiento con forscolina, el cual incrementé UOnicamente, y en forma
significativa, la longitud de las neuritas {2B) en mas de un 100%. En ésta misma
figura se observa también el efecto del fratamiento con la combinacién de los
dos farmacos, el cual resulté en una estimulacion significativa del 30% sobre el
numero de neuritas, comparando con células fratadas Unicamente con DMSO.
En la Figura 2B, puede apreciarse que el TPA también favorece la longitud de los
procesos extendidos. Cabe mencionar, que se realizé una comparaciéon del
numero de neuritas extendidas por células tratadas con DMSO con células
crecidas Gnicamente en medio OPTIMEM, y no hubo diferencias significativas
entre ambos tratamientos (resultados no mostrados).

**Factores de crecimiento

En la Figura 3 se observa el resultado del conteo de neuritas por campo
del tratamiento con el NGF (50 ng/mi). El NGF por si solo a las 24 horas de
fratamiento no ejercié efecto sobre este evento de la diferenciacién de las
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células GTI1-1 (3B) con respecto a células control (3A). Sin embargo, el
tratamiento de este factor de crecimiento en conjunto con el TPA o con
TPA+forscolina disminuyd significativamente el efecto de éstos fratamientos solos.
El NGF no modifico el fratamiento de la forscolina sola.

Como puede observarse en la Figura 4B el fratamiento con el bFGF {10
ng/ml) incremento significativamente el nimero de neuritas totales extendidas
en un 57.4% comparado con células confrol (4A). Este factor de crecimiento
disminuy6 el efecto del TPA en un 15.6% y el del fratamiento con TPA + forscolina
en un 33.63%, ambos resultados fueron significativos en comparacion con los
tratamientos de los farmacos solos. El fratamiento del bFGF con forscolina no
mostré diferencias significativas con respecto a la aplicacion de ia forscolina
sola.

€l ratamiento con el IGF-1 (10 ng/ml) no mostré diferencias significativas

sbre el nUmero de neuritas extendidas como puede apreciarse en la Figura 58,

pero si incrementd significativamente el efecto del TPA en un 39.04%. Los

fratamientos del IGF-1 con forscolina o con TPA + forscolina no modificaron los
efectos de los farmacos solos (Figura 58 vs 5A).

El TGFa {10 ng/ml) no ejercié por si mismo efecto alguno (Figura 6B}
sobre el numero de neuritas extendidas. Si bien disminuyé el efecto del TPA, asi
como el efecto de la combinacion de TPA y forscolina (Figura 6B versus 6A) en
forma significativa. El tratamiento del TGF-a con forscolina no tuvo efectos
significativos al comparario con el fratamiento de la forscolina sola.

El tratamiento con EGF (10 ng/ml) (Figura 7B} no mostré diferencias
ignificativas con respecto al control, pero en combinacion con TPA y/o con
.orscolina, disminuyd en todos los casos la extension de neuritas extendidas
comparando con los farmacos solos (Figura 7B versus 7A).

2.- Expresion del ARNm para GnRH y Antigeno T

El tratamiento de las células GT1-1 con TPA disminuyd la expresion del
ARNm para GnRH en un 80% con respecto al control, mientras que la forscolina
lo hizo en un 64% (Figura 8, columnas 1, 2 y 3 del panel superior, y grafica
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inferior). Para la obtencién de éstos resultados se realizé la comeccion
densitométrica en base a la expresion de ciclofilina (Figura 8, panel superior). En
el caso del fratamiento con los distintos factores de crecimiento se observé que:
el NGF no modifica éste paraGmetro (Figura 8, linea 4 del panel superior), mienfras
que el bFGF, IGF-1, TGF-a y EGF, incrementan la expresion de GnRH con respecto
al conirol en un 47%, 43%, 25% y 61%, respectivamente (Figura 8 lineas 4-8 del
panel superior, y grafica inferior).

En la Figura 9, se muesfra el efecto que ejercieron los farmacos y los
factores de crecimiento sobre la expresion del ARNm para el Ag T. Se encontré
que el TPA incrementd la expresion del franscrito aproximadamente en mas de
un 100%, mientras que la forscolina la inhibié en un 20% (Figura 9, lineas 1,2y 3
del panel superior, y grafica inferior). De manera semejante a lo observado en el
150 del ARNm de GnRH, estos resultados se obtuvieron después de la

Teccién densitométrica en base a la expresion de ciclofilina. Por lo que
respecta a los factores de crecimiento, el NGF no modificd la expresion del Ag T,
mienfras que el bFGF la incrementé en mas de un 100%. Por ofro lado el IGF-1, et
TGF-a y el EGF ejercieron un efecto inhibitorio sobre el mismo en un 45%, 40% y
55% respectivamente (Figura 9, lineas 4-8 del panel superior, y grafica inferior).

Cabe mencionar, que los niveles de expresion se consideran de manera
aproximada por el caracter cualitativo del Northern Blot. Estos resultados son
representativos de tres experimentos distintos.

3.- Divisién celular

En la Figura 10, se muestra el efecto que ejercieron los farmacos y los
factores de crecimiento sobre la divisibn celular, determinada por la
incorporacion de *H-timidina. Los resultados mostrados son el promedio de fres
experimientos.

.
*Farmacos

El TPA y la forscolina (Figura 10 A) inhibieron el indice mitdfico, a juzgar
por la incorporacion de H-fimidina, en un 50% y un 75% respecfivamente, en
comparacion con células fratadas unicamente con DMSO.
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*Factores de crecimiento

En cuanto a la accién de los factores de crecimiento sobre la
incorporacion de 3H-fimidina, el NGF disminuyé éste parametro en un 31.16% con
respecto al control, lo cual no fue significativo (Figura 108). El fratomiento de este
factor de crecimiento en conjunto con TPA y/o forscolina no ejercid ningun
efecto sobre el indice mitético en relacién al control y a los farmacos solos. Por lo
que respecta al bFGF, se observé un incremento en el indice de division celular
del 33.82% (Figura 10C) en comparacion con el confrol, el cual resulté
significafrivo. El fratamiento con este factor de crecimiento no alteré los efectos
del TPA y/o forscolina. Por ofro lado, el fratamiento con el IGF-1 disminuyé la
incorporacion de 3H-timidina en un 49.75% (Figura 10D}. El ratamiento con IGF-1 y
TPA y/o forscolina no difirié del efecto de estos Glfimos solos. Las células tratadas
con 1GF-a, presentaron una disminucion significativa del 31.12% del indice
mitético con respecto al confrol (Figura 10E). La administracién del TGF-a en
conjunto con TPA disminuyé un 56.81% el indice mitéfico, mientras que con
! colina lo disminuyéd un 46.12%, y con la combinacién de ambos, la

- minucién fue del 89.43%. Todos los fratamientos anteriores fueron
estdisticamente significativos. Por Ultimo, la administracion del EGF inhibié la
divisién celular en un 44.08%, en conjunto con TPA este efecto la disminuyd en un
64.89%, con forscolina la inhibicién fue de un 54.95%, y con la combinacion de las
drogas fue del 87.8%. Todos los fratamientos del EGF fueron significativos.

Debibo a que en ninguna de las combinaciones de los factores de
crecimiento con los farmacos se observan diferencias significativas en
comparacion con los farmacos solos, en la Figura 11 se representa el efecto de
los farmacos y los factores de crecimiento solos, para faciltar la interpretacion de

los resultados.
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FIGURAS
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Figura 1.- Fotogratias de células GT1-1 mediante microscopia de confraste de fases con un
aumento de 50X a las 24 horas de los siguientes tratamientos: A) células en medio de cultivo
OPTIMEM con DMSO (control), B)células tratadas con TPA 2.5 nM y C) células tratadas con
Forscolina 10 uM.
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FIGUR~ 2.- A) Se representa el nUmero de neuritas totales por campo obtenidas con los
tratamientos de TPA 2.5 nM, Forscolina 10 uM y la combinacién de ambos. Para todos lo casos
n=10 y se esquematiza el promedio de cinco experimentos. B) Se grafica la longitud de las
neuritas de células GT1-1 tratadas con TPA 2.5 nM Forscolina 10 uM y de células sin tratamiento.
Para todos los casos n=25 y se represenia el promedio de cuatro experimentos.

* Significancia del promedio con respecto al control mediante el andlisis estadistico
comrespondiente,
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FIGURA 3.- A) Se representa el nUmero de neuritas totales por campo del control y el fratamiento
de ic: farmacos corespondiente al experimento con el NGF (S0 ng/ml). B) Se grafica el efecto
del MGr solo y en conjunto con las distintas drogas sobre el nimero de neuritas totales por
campo. Para todos los casos n=10y se grafica el promedio de tres experimentos.

* Significancia del promedio con respecto al control mediante el andlisis estadistico
corespondiente.

A Significancia del promedio con respecto a su control mediante el andlisis estadistico
comespondiente.
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FIGURA '4.- A) Se representa el nUmero de neuritas totales per campo del control y el fratamiento
de los farmacos comespondiente al experimento con el bFGF (10 ng/mil}. B) Se grafica el efecto
del bFGF solo y en conjunto con las distintas drogas sobre el nimero de neuritas fotales por
s:qmgo. Parc_: fodos los casos n=10y se grafica el promedio de tres experimentos.

Significancia del promedio con respecto al control mediante ANOVA.
A Significancia del promedio con respecto a su control mediante ANOVA.
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FIGURA 5.- A) Se representa el nUmero de neuritas totales por campo del control y el tratamiento
de los farmacos corespondiente al experimento con el IGF-1{10 ng/mil). B) Se grafica el efecto
del IGF-1 solo y en conjunio con las distintas drogas sobre el nimero de neuritas totales por
campo. Para todos los casos n=10 y se grafica el promedio de fres experimentos.

* Significancia del promedio con respecto al control mediante ANOVA.

A Significancia del promedio con respecto a su control mediante ANOVA.
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FIGURA 6.- A) Se representa el nimero de neuritas totales por campo del conirol y el tratamiento
de !=: farmacos comespondiente al experimento con el TGF-a (10 ng/mi). B) Se grafica el efecto
dei " “-a solo y en conjunto con las distintas drogas sobre el nUmero de neuritas tolales por
car.. > Para todos los casos n=4 y se grafica el promedio de tres experimentos.

* Signficancia del promedio con respecto al conirol medionte el andlisis estadistico
comrespondiente.

A Significancia del promedio con respecto a su confrol mediante el andlisis estadistico
corespondiente.
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FIGURA 7.- A) Se representa el numero de neuritas totales por campo del control y el tratamiento
de los farmacos corespondiente al experimento con el EGF {10 ng/ml). B) Se grafica el efecto
del EGF solo y en conjunto con las distintas drogas sobre el nimero de neuritas totales por
campo. Para todos los casos n=4 y se grafica el promedio de fres experimentos.

* Significancia del promedio con respecto al control mediante prueba t de Student (p< 0.05).

A Significancia del promedio con respecto a su control mediante prueba t de Student (p< 0.05).
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FIGURA 8.- En el panelsuperior se muestra el Northern Blot de GnRH y ciclofilina

de las siguientes muestras: (1) Control, (2) TPA 2.5 nM, (3) Forscolina 10 uM, (4) NGF

50 ng/ml, (5) bFGF 10 ng/ml, {6) IGF-1 10 ng/ml, (7) TGF-a 10 ng/ml y (8) EGF 10
ng/mi, En el panel inferior se grafica el porcentaje de expresién con respecto al

control posterior al andlisis densitoméirico.
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FIGURA 9.- En el pane! superior se muestra el Northern Blot del Ag Ty ciclofilina de
1as siguientes muestras: (1) Confrol, (2) TPA 2.5 nM, (3) Forscolina 10 uM, (4) NGF 50
ng/ml, (5) bFGF 10 ng/ml, () IGF-1 10 ng/ml, {7) TGF-a 10 ng/mi y (8) EGF 10
ng/mi. En el panel inferior se grafica el porcentaje de expresién con respecto al
control posterior al andlisis densitométrico.
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FIGURA 10.- Se representa el porcentaje con respecto al confrol sin fratamiento de las cuentas
por minuto {cpm) relacionadas con la incorporacién de 3H-timidina de células GT1-1 tratados
con: A) los farmacos, B) el NGF, C) el bFGF, D) el IGF-1, E) el TGF-a y F) el EGF.

Se grafica el promedio de ires experimentos.

* Significancia del promedio con respecto al conirol mediante el andlisis estadistico con prueba t
de Student (p< 0.05).



iNCGn:’ORAC: =N DE *H-TimuinA

7, 8 EGF 1 0 ng/ml

N
o

150 1 Control

- W 2TPA 25nM

O 125
E § ‘ 3 Forscolina 10 uM
) 4 NGF 50 ng/mi
88 10017 ng/m
a = ‘ , | 5bFGF 10 ng/mi

*

= g 75 — | 61GF-1 10 ng/mi
o0 7 TGF-aipha 10 ng/ml
ca .

7
32
25

o

7

»&\\R\XH .
- \\\\ﬁ\\\\\\\ﬂ .

FIGURA 11.- Se representa el porcentaje de incorporacion de H-Timidina con respecto al control de las células GT1-1
fratadas con los distintos factores de crecimiento y con los farmacos. Los resultados son el promedio de 3
experimentos distintos.

* Significativo con respecto al control {prueba t, p< 0.05).



Vi.- DISCUSION

Los resultados mostrados en éste trabajo sugieren que la diferenciacion y
la proliferaciéon de las neuronas GT1-1 se regulan de diversas maneras. Nuestros
datos muestran al menos fres tipos diferentes de regulaciéon de éstos procesos.
En el primero de ellos se observa que mienfras se promueve un evento de la
diferenciacién, la proliferacion se inhibe; a éste tipo de regulacion se le puede
calificar como inversa. En el segundo ejemplo de regulacion observada, la
proliferaciéon se inhibe mientras que un evento de la diferenciacion no se
modifica, por lo que se le puede considerar una regulacién excluyente. Como
ultimo ejemplo, se observa que tanto la diferenciaciéon como la proliferacién se
pueden estimular simultGneamente; ésta podria ser una regulacion paralela. En
la Tabla 1, se representan los distintos tipos de regulacion descritos anteriormente,
resultantes de los diferentes fratamientos ufilizados:

TABLA 1
v stamiento Diferenciacion Proliferacién Regulacién
) Neuritas ARNm GnRH -
1PA, Forscolina + - - Inversa
NGF 0 0 - Excluyente
IGF-1,TGFa, EGF 0 + - Excluyente
bFGF + + + Paralela

+Efecto positivo
-Efecto negativo
0 Sin efecto

Retomando la hipdtesis de J. M. Marshall (1995) planteada en el
Apéndice 2 de ésta tesis, un mismo estimulo, como lo es en este frabajo
cualquiera de los factores de crecimiento, puede desencadenar tanto la
diferenciacion como la proliferacién celular, involucrando a las mismas vias de
sefalizacion. Nuestros resultados no demuestran los mecanismos infracelulares
que acoplan los factores de crecimiento para que las neuronas GT1-1 proliferen y
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se diferencien, pero si plantean diversas opciones a través de las cuales ambos
procesos pueden ocunir. Para poder presentar éstas opciones, a confinuacion, se
discuten los posibles mecanismos que involucran el TPA, la forscolina y los diversos
factores de crecimiento ufilizados en éste frabajo, en la regulacién de la
diferenciacion y la division de las neuronas GT1-1.

El tratamiento con TPA favorece la extension de neuritas de las células
GT1-1, aligual que la expresién del mRNA del Ag T. Con éste farmaco también se
observa una disminucién en la tasa de division celular (determinada por la

‘incorporacion de 3H-imidina) y en la expresion del mRNA de GnRH. Estos
resultados permiten suponer que la PKC juega un papel importante en eventos
de la diferenciacion de las células GT1-1. Los distintas efectos observadas en la
expresion de GnRH (regulada por el promotor enddégeno) y del Ag T (regulada
por el promotor fransgénico), hacen suponer que existen diferencias en la
regulacién de ambos promotores. El mismo efecto inhibitorio del TPA sobre la
expresion de GnRH, que nuestras datos muestran, ya ha sido reportado
previamente (Wetsel, W.C. et al, 1993 y Bruder, J.M. et al, 1992), pero se
desconocen los mecanismos a través de los cuales ocurre. El grupo de Cescnjac,

et al (1993) propone que un posible regulador de la transcripcion de GnRH
-2de ser fos, ya que este trabajo reporta un incremento en la expresion de fos
en células GT1-7 como respuesta a la adicion de TPA. Esta propuesta se fortalece
con evidencias del grupo de Bruder J.M. (1994) en las que se reporta la presencia
de un sitio altamente inhibitorio del promotor de GnRH, y que se localiza de la
posicidon -126 a la -73. En éste sitio se encuenfra una secuencia AP, la cual
responde a factores de la franscripcién como fos y jun (Esquema 2). Hasta el
momento, la posible explicacién a la disminucidon en la expresion de GnRH de
células GT1 en respuesta a TPA, es el efecto de fos sobre la secuencia AP1 de una
region inhibidora del promotor. Este probable mecanismo de accién del TPA, no
va de acuerdo con nuestro resultado de que favorece la expresion del Ag 1. La
posible explicacion a esta discrepancia, es que, como ya se menciond, tanto el
promotor endégeno como el fransgénico, se regulan de manera diferente
porque no son iguales.

Como puede observarse en el Esquema 2, el promotor fransgénico tiene
una delecion en la regioén que abarca de la posicion -1172 a la -441. Reportes del
grupo de Kepa, J.K. (1992) muestran que existe un sitio altamente inhibitorio del
promotor de GnRH localizado de la posicion -1031 a la -903, (Esquema 2).
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Podemos suponer entonces, que el TPA también ejerce efecto sobre este sitio
inhibidor. Por lo tanto, como ésta Ultima regién no se encuenfra en el promotor
fransgénico, se observa la expresion del Ag T en consecuencia a la adicién del
TPA; mienfras que, en el caso del promotor endégeno, como si esta presente, se
inhibe la expresion de GnRH. En el caso del promotor fransgénico, también existe
la posibilidad de que el TPA actie sobre sitios activadores, ya que la expresion
del Ag T es superior a los niveles basales. Uno de éstos posibles sitios, como puede
verse en el Esquema 2, es el que abarca de la posicién -2987 a la -1031 (Kepa,
JK. et al, 1992). Por ofro lado, este incremento en la expresion del Ag T es
inconsistente con la disminucion observada en la proliferacién celular por efecto
del TPA. Esta discrepancia puede explicarse en base a que las células se estan
diferenciando, y el mismo evento de la diferenciacién puede ser el pivote de
sefiales inhibitorias para la proliferacion celular. Ademds, se desconocen qué
fragmentos del Ag T se estan expresando en las células GT1-1 en respuesta al TPA.
Este seria un dato relevante, ya que los efectos mitogénicos y fransformadores
del Ag T, pueden ir por separado y presentarse a fravés de fragmentos distintos
del mismo (Watson, J.D. et al, 1987). Entonces, es posible que la expresion del Ag
T que detectamos en respuesta al TPA, sea de fragmentos que no estan
slucrados con la proliferacion celular.
En el Esquema 3A, se representan los principales efectos ejercidos por el
~ sobre la diferenciacion y la divisién de las células GT1-1, asi como los posibles
mecanismos involucrados para tales efectos mencionados en los parrafos
anteriores.
El efecto del TPA sobre las neuronas GnRHérgicas GT1 es un claro ejemplo
de regulacién inversa, ya que se favorecen eventos diferenciadores, mientras que
se inhiben eventos mitogénicos.

Ofra opcion de la regulacion de la diferenciacion y la proliferacién de las
células GTl es presentada por la forscolina. El tratamiento con este farmaco
favorece la extension de neuritas en longitud, mas no en nimero; y por ofro lado
inhibe la tasa de divisién celular, la expresion de GnRH y la expresion del Ag T de
las neuronas GT1-1. En base a estos resultados se puede decir que la via de la
PKA esta involucrada de manera secundaria en un evento de la diferenciacion
de las neuronas GnRHérgicas, el cual es cualitativamente distinto al efecto que
se observa con el TPA. Consideramos la via de la PKA secundaria, porque
favorece Unicamente la longitud de los procesos extendidos, y ademas porque
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el fratamiento de forscolina en conjunto con el TPA, no potencia el efecto del
TPA solo. La promocién por la forscolina de éste evento de la diferenciacion
puede ser la responsable de la inhibicién en la proliferacion de las células, ya
que el mismo proceso diferenciador puede desencadenar sefales inhibitorias de
la mitosis. Por el efecto que se observa sobre el promotor endégeno y el
promotor fransgénico, se puede suponer que la via de la PKA actia sobre sitios
inhibitorios localizados en ambos promotores. Por consiguiente, la inhibicién en la
expresion del Ag T, también puede explicar la inhibicion observada en la
proliferacién celular. En el Esquema 3B se resumen los efectos de la forscolina
descritos anteriormente. .

Al igual que como ocurre con el TPA, los efectos de la forscolina son ofro
:Jemplo de la regulacién inversa de la divisién y la dferenciacién de las células
GN-1.
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Las opciones de regulacion de la diferenciacion y la proliferacion de las
células GT1, presentadas por ios distintos factores de crecimiento utilizados en
éste frabgjo se mencionan a confinuacién:

Con el bFGF se observa un incremento en el nimero de neuritas
extendidas, se promueve la proliferacion celular al igual que la expresion de
GnRH y del Ag T. Estos resultados son consistentes con reportes recientes de Tsai
P. et al (1995), en los que demuestran efectos similares del bFGF sobre la
extension de neuritas en células GT1-7. En éste mismo frabajo se reporta la
presencia de los receplores 1 y 3 para el bFGF sobre éstas células. Este ultimo
dato refuerza nuestros resultados obtenidos sobre la diferenciacion de las células
~71-1 en el sentido de que el bFGF puede ser un factor diferenciador de éstas

uronas. Sin embargo, existen discrepancias enfre los resullados de la
i dliferacidon celular de este grupo y los nuestros, ya que ellos reportan que el
bFGF no incrementa la tasa de division celular, mientras que nuestros resultados
muestran lo contrario. Esta discrepancia se podria explicar en base a diferencias
metodoldgicas o a la diferencia en la clona de células GT! ufilizadas por ambos
grupos. Sin embargo, el incremento que observamos en la expresion del Ag T con
=l tratamiento del bFGF es consistente con nuestros resultados de incremento en
la proliferacion de las células GTl-1. Por ofro lado, el grupo de Tsai, P. también
reporta un incremento en los niveles de las MAPK p42 y p44 de las céluias GT1-7
en respuesta al bFGF, y en base a éste resultado, consideran la via de las MAPK
como una posible ruta del efecto diferenciador del bFGF. Pero, si retomamos
nuevamente la hipétesis de J. M. Marshall, y de acuerdo con nuestros resultados,
la via de las MAPK también puede estar involucrada con la division celular de las
neuronas GTI.

Los siguientes resultados proponen ofras opciones de mecanismos,
ademads de los mencionados anteriormente, por los que el bFGF estaria
actuando sobre la diferenciacion y la division de las células GTi-1: los
fratamientos del bFGF + TPA y del bFGF + TPA + Forscolina disminuyen el niomero
de neuritas extendidas con respecto a las células que fueron ftratadas
unicamente con el TPA y el tratamiento del bFGF + Forscolina, no modifica el
efecto de la forscolina sola. Estos resultados nos permiten plantear dos hipétesis
con respecto a las rutas de sefalizacion utilizadas por el bFGF. En la primera, el
bFGF podria estar ufilizando como ruta diferenciadora la via de la PKC, y
cuando se sobreactiva ésta via, se produce una regulacién negativa sobre la
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misma observada con la disminucién en la extensién de neuritas. Esta regulacion
negativa sobre la PKC es un efeclo bien conocido que se presenta al
sobreactivarla con el TPA (Adams, J.C. et al, 1989). Resultados no mostrados en
esta tesis, demuestran que el TPA ejerce una regulacion positiva sobre la PKC en
las células GT1-1, ya que al utilizar inhibidores de la cinasa C, como es el caso de
la estaurosporing, se abole el efecto ejercido por el TPA sobre la extension de
procesos. En la segunda hipdtesis se plantea que el bFGF ufiliza vias
diferenciadoras que van en paralelo con la via de la PKC. Estas rutas son
desconocidas hasta el momento, pero nuestros datos permiten indicar que la via
de la PKA no estd involucrada en éste proceso, ya que el tratamiento con
forscolina no modifica los efectos ejercidos por el bFGF y viceversa.

Retomando los resultados del incremento en la expresion de GnRH y del
Ag T por el bFGF, surge ahora el planteamiento de la regulacion del promotor
=ndégeno y del fransgénico por el bFGF. Considerando los promotores de GnRH

:presentados en el Esquema 2, el bFGF podria actuar sobre sitios activadores

. scalizados en ambos promotores como puede ser el localizado en la region de -
2987 a -1031 o el que comprende de la region -424 a -171. En el Esquema 4A, se
resumen los efectos del bFGF descritos en el texto, asi como los posibles
mecanismos de sefializacion involucrados para los mismos.

Estos resultados suglieren que el bFGF ejerce un regulacién paralela de lo
diferenclacién y la prolferacién de las neuronas GT1-1.

Continuando con las opciones de regulacién que los diversos factores de
crecimiento presentan sobre la diferenciacién y la proliferacién de las neuronas
GT1-1, se muesira a continuacion el efecto ejercido por el NGF. Este factor de
crecimiento no promueve la extensién de neuritas, ni la expresion de GnRH y del
Ag T de las neuronas GT1-1. A diferencia de estos resultados, ejerce un ligero
efecto inhibitorio sobre la tasa de division de éstas células. Estos datos van de
acuerdo con el hallazgo del grupo de Zhou, J. et al (1994) en cuyo trabgjo
reporta que las células GT1-7 presentan una baja densidad del receptor de alta
afinidad para el NGF (irkA). El efecto inhibitorio ejercido sobre la proliferacion
celular, puede explicarse entonces, a tfravés del receptor de baja afinidad para
este factor de crecimiento (p75), o bien a través de los efectos ejercidos por una
pequena poblaciéon del kA localizado en las células GT1-1. En el Esquema 48, se
representan los efectos del NGF descritos anteriormente.
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De acuerdo a estos resullados, el NGF regula de manera inhibitoria,
eventos prolferatives, sin modificar eventos diferenciadores de las neuronas GT1-
1.
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En relacién a los efectos ejercidos por el IGF-1 sobre la diferenciacién y la
proliferacién de las células GT1, tenemos que: no promueve la extensién de
neuritas, inhibe su tasa de division celular, al igual que la expresién del Ag T e
incrementa la expresion de GnRH con respecto a las células confrol. Cuando se
realizan fratamientos conjuntos de éste factor de crecimiento con el TPA, se
potencia el efecto promotor sobre la extension de neuritas del TPA solo. Por ofro
lado, el grupo de Olson, B.R. (1995) reporté recientemente que las células GT1-7
expresan el receptor para el IGF-1 (IGF-1R). Este trabajo también demuestra que
el IGF-1 incrementa el nimero de células GT1-7 y no se observa secrecion de
GnRH en respuesta a este factor de crecimiento. El efecto potenciador del IGF-1
sobre la exiension de neuritas extendidas por el TPA de nuestros resultados,
sugiere que este factor de crecimiento podria activar a la PKC. El hallazgo de la
expresion del IGF-1R sobre las células GT1 sugiere que éste factor de crecimiento

rede regular diferentes eventos de éstas neuronas, y por lo tanto el efecto

-tivador de la PKC que suponemos, se refuerza. La discrepancia observada en
el efecto del IGF-1 sobre la proliferacién celular enfre el trabajo del grupe de
Olson, B.R. y el nuestro, podria quizas deberse a las metodologias utilizadas para
determinar la tasa de division celular de las neuronas GT1. Ademadas, nuestro
resultado es consistente con la disminucion que observamos en la expresion del
Ag T, la cual explica entonces, la disminucién en la proliferacién celular.

Retomando nuestros resultados, en los que se observa una disminucién en
la expresion del Ag T, mienfras que la expresién de GnRH aumenta en respuesta
al IGF-1, podemos especular el siguiente mecanismo de accion de éste factor de
crecimiento: considerando que la franscripcion génica es un evento que requiere
de la estructura tridimensional del ADN ya que ciertas regiones del genoma
favorecen la exposicion de otras para regular la franscripcién (Alberts, B. et al,
1994), entonces, en el caso del promotor enddgeno, la fransduccion de sefales
desencadenada por el IGF-1, ejerce sus efectos sobre regiones expuestas
activadoras de la franscripcion, y en el caso del promotor fransgénico y como
éste presenta una delecion (Esquema 2), posiblemente el ameglo que adquiere
el ADN debido a la misma expone regiones inhibidoras y por lo tanto, se detecta
una disminucion en la expresion el Ag T. Los efectos del IGF-1 se representan en el
Esquema 5A.
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La regulacién observada por el IGF-1, es un ejemplo mdés de regulacién
excluyenie, ya que inhibe eventos prollerativos, sin modificar eventos
diferenciadores.

Para finalizar con las opciones de regulacién sobre la proliferacion y la
divisién de las neuronas GT1, que presentan nuestros resultados, se discutiran los
efectos que ejercen sobre tales eventos el TGF-a y el EGF. Con ambos factores de
crecimiento no se observa efecto sobre el nimero de neuritas extendidas en las
células GT1-1, inhiben la tasa de division de las mismas al igual que la expresién
del Ag T, e incrementan la expresion de GnRH. El fratamiento en conjunto de
éstos polipéptidos con el TPA, inhibe considerablemente la extension de neuritas
en comparacion con el fratamiento del TPA solo. Los resultados son similares con
cualquiera de los dos factores de crecimiento, consistentes con el hecho de que
se unen al mismo receptor (ver Apéndice 1). Por el efecto inhibitorio observado
con el fratamiento de TGF-a/EGF + TPA sobre la extension de nevritas, podemos
sugerir que éstos factores de crecimiento regulan a la PKC. Nuestros datos no
determinan el tipo de regulacion, ya que lo pueden hacer inhibiéndola, y por lo
tanto no se observa extension de neuritas, o bien sobreactivandola, y como
r=-yltado se obfiene una regulaciéon negativa de ésta via. La disminucion

ervada en la expresion del Ag T, supone que éste es el mecanisme que
vinizan el TGFa o el EGF para inhibir lo tasa de division celular. De manera
semejante a como ocurre con el IGF-1, se observa que a pesar de que el TGF-a o
el EGF inhiben la expresion del Ag T, incrementan la expresion de GnRH. Por
consiguiente, la regulacién ejercida por éstos polipéptidos sobre los dos
promotores, se explicaria de manera similar a como probablemente ocurre con
el IGF-1. En el Esquema 5B se representan los principales efectos del TGF-a o el
EGF sobre la proliferacién y la diferenciacién de las células GTi-1.

Los resulfados anteriores, muestran que el IGF-a o el EGF, pusden regular
de manera excluyente la diferenclacién y la proliferacién de las nevronas GT1-1,
ya que no modiican la extensién de neuritas, pero inhiben la tasa de divisién
celular.
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Vil.- CONCLUSIONES

Los resultados presentados en éste frabajo muestran tres diferentes clases
de regulacién de la proliferacion y la diferenciacion de las neuronas GTi-1. En la
primera de ellas, se promueve un proceso, mientras que el ofro se inhibe, por lo
que se le puede considerar como regulacién inversa. Esta clase de regulacion es
ejemplificada con el efecto del TPA y la forscolina sobre las células GT1-1. En la
segunda clase de regulacion observada, se presenta la inhibicion de la divisién
celular, mientras que la diferenciacion no se modifica en aiguno de los
parGmetros utilizados. Esta clase de regulacion acontece con el IGF-1, el NGF, el
IGF-a y el EGF, y se le puede calificar como regulacion excluyente. Finalmente,
se observa una clase de regulacién paralela, en la que se favorecen tanto
eventos diferenciadores como mitogénicos. Esta regulacion es la que se presenta
con el bFGF.

Nuestros datos también indican que la PKC es una via importante de Ia
diferenciacion de las neuronas GTl-1, y que algunos de los factores de
crecimiento utilizados en éste frabajo la involucran para regular la diferenciacion

1 proliferacion de éstas células. En el caso del TGF-a o el EGF, la via de la PKC

dria ser una de las rutas responsables de la inhibicion ejercida por los mismos

..ore la diferenciacién, y en el caso del bFGF podria promover los efectos del
mismo sobre la extension de neuritas.

Por ultimo, el efecto sobre la expresion del Ag T tanto inhibitorio, que
ejercen el IGF-1, el TGF-u o el EGF, como activador, como ocurre en el caso del
bFGF, sugiere que probablemente in vivo, la regulacién que ejercen estos
factores de crecimiento sobre la proliferacion y la diferenciacién de las neuronas
GnRHérgicas es diferente a la regulacion que se observa en las neuronas GTI-1,
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Factores de Crecimiento: estructura, funcién y
receptores

Los polipéptidos denominados factores de crecimiento son un grupo
amplio de mensajeros extracelulares que juegan un papel clave en la funcién
mitogénica y diferenciadora de la mayoria de las células eucaridficas,
incluyendo a las del SNC.

En este apéndice se mencionan las principales caracteristicas de
diversos factores de crecimiento cuyos efectos se analizan en este trabajo.

A) Factor de Crecimiento Neural (NGF)

A pesar de que el NGF se descubrié hace mas de 40 aiios por el grupo
de Levi-Moltalcini, R. {1987), su mecanismo de accién y la atribucién de diversas
funciones se han revelado en los Ultimos afios. Denominado como un factor
neurofréfico por excelencia (por ejercer principalmente su actividad sobre
células neuronales), el NGF junto con el factor de crecimiento derivado del
cerebro (BDNF) y las neurofrofinas 3, 4 y 5 (NT-3, NT-4 y NTI-5) conforman la
denominada familia de neurofrofinas ya que ejercen efectos semejantes, y
:omo se vera mds adelante, se unen a receptores homdblogos (Bradshaw, R.A. et
al, 1993 y Ebendal, 1., 1992). Recientemente se aisld una nueva molécula en el
pez Xiphophorus denominada NT-6, que probablmente es ofro miembro de esta
familia (Barbacid, M., 1995).

Una de las principales funciones atribuidas a estas protfeinas es la
regulacion de la sobrevivencia de neuronas simpdticas, nocicepfivas,
termoceptivas, propioceptivas y colinérgicas del cerebro basal anterior (Davies,
A.M., 1994). De igual forma, se ha estudiado el efecto diferenciador de estas
nevrofrofinas en diversas lineas celulares, como se vera posteriormente.

El NGF se sintefiza como un precursor largo de 305 aminodcidos
denominado prepro-NGF. La proteina madura se genera por accién proteolitica.
Esta ltima contiene 118 aminodcidos y se agrupa en dimeros.

La simililud en la secuencia de aminoacidos de este factor de
crecimiento enfre distintas especies (incluyendo aves, anfibios y mamiferos) es
muy alta (66-98%). Su estructura secundaria comprende siete hojas B las cuales
forman fres pares anfiparalelos.
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La actividad biolégica del NGF se localiza en la denominada subunidad
B o complejo 2.5 S {denominado asi por el método de separacién) que es el
compuesto por los dimeros de NGF, y se encuenfra denfro de un complejo
mayor denominado complejo 7 § (Bradshaw, R.A. et al, 1993 y Ebendal, T., 1992).

* Receptor para el NGF (NGFR)

Las neurofrofinas ejercen sus efectos a través de receptores localizados
en la membrana plasmatica. La accién det NGF es mediada por sitios de unién
de alta afinidad, y también se une a sitios de baja afinidad, como ocume con
una glicoproteina de 75 KDa (p75), a la cual se le conoce como el receptor
para NGF de baja afinidad. La unidn de baja afinidad de todas las neurotrofinas
se realiza por este receptor (Chao, M., 1994).

Recientemente, se enconfré un receptor de 140 KDa, el cual se une con

1 aita afinidad al NGF. Este receptor es codificado por un protoncogene
; teneciente a la familia de genes frk, ya que codifican para proteinas con
actividad de cinasas de firosina. En base a este criterio, al receptor para NGF se
le denominod frkA. Otfros miembros de esta familia de genes, codifican proteinas
que se unen a las ofras neurofrofinas con alta afinidad: trkB se une a BDNF, a NT-4
y a NT-5; mientras que trkC se une a N1-3 (Barbacid, M., 1994 y 1995 y Kaplan, D.R.
y Stephens, R., 1994).

Entre los receptores frk se presenta una alta homologia estructural. Un
ejemplo de lo anterior, son los dominios que comparten: el pépfido sefial, el
grupo de cisteinas 1, la regién rica en leucinas, el grupo de cisteinas 2, los
dominios semejantes a las inmunoglobulinas, la regién transmembranal,
juxtamembranal y el dominio intracelular con actividad de cinasa de firosina. Ya
se han clonado diversas isoformas de estos receptores.

** Transduccién de seiiales por el NGFR

El trkA se acliva cuando se une al NGF. Parte de la activacion requiere
que se formen dimeros u oligémeros del receptor, y posterior a la formacién de
los mismos, se presenta la autofosforilacién de los residuos de tirosina. Hasta el
momento, se han identificado varios sustratos de este receptor. Estos incluyen: de
la via de los fosfoinositidos a la fosfolipasa C y (PLC+) y a la fosfafidilinositol-3
cinasa (PI-3 K). De la via de Ras a la proteina adaptadora SHC (proteina con
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dominio de homologia a src), a la misma proteina Ras, a RasGAP, y a ofras
proteinas involucradas con el intercambio de nucledfidos de guanina. La sefial
desencadenada por la activacion de este receptor activa a diversas cinasas
que fosforilan residuos de tirosina, de serina y de treonina en diversas proteinas.
En el caso del kA se activa la via de las cinasas de proteinas activadas por
mitégeno (MAPK), y en respuesta a éstas, se activan ofras cinasas denominadas
ERK (cinasas reguladas por seiial extracelular), entre las que se encuentran ERKI,
ERK2, al igual que RSK, Raf-1 y B-Raf. Estas Oltimas proteinas median
principalmente el efecto del NGF sobre la mitosis {(Kaplan, D.R. y Stephens, R.,
1994).

Con respecto al efecto que ejerce el receptor p75, se le han atiibuido
funciones reguladoras del mantenimiento y sobrevivencia de neuronas
simpaticas; estos resultados no estan del todo claros, y de igual forma se
desconoce el mecanismo de senalizacion infracelular mediante el cual las lleva
a cabo (Chao, M., 1994).

B) Factor de Crecimiento de Fibroblastos bdsico(bFGF)

Este factor de crecimiento junto con ofros ocho polipéptidos conforman
familia de los factores de crecimiento de fibroblastos. Desde hace mas de
~nicuenta anos se conoce la existencia de algunos de estos factores,
caracteristicos en un principio por ser responsables de la sobrevivencia y
reproduccién de fibroblastos en cultivo. Fué en la década de los 80's, cuando se
logroé purificar a dos de estas moléculas, denominadas de acuerdo a su punto
isoeléctrico como factor de crecimiento acido de fibroblastos (aFGF) y factor de
crecimiento bdsico de fibroblastos (bFGF) (Eckenstein, F.P., 1994 vy
Gospodarowicz, D., 1990). En esta misma década se reporté un importante
efecto estimulador de los mismos sobre la division y sobrevivencia de diversos
tipos de nevuronas, e incluso de asfrocitos.

Estos dos factores de crecimiento presentan un 55% de similitud en su
secuencia de aminodcidos, la cual comprende 155 residuos con un peso
molecular aproximado de 18 000 Da, aunque se ha reportado la existencia de
formas mas largas. Al bFGF se le ha llamado por comodidad en la
nomenclatura como FGF-2. Al igual que otros miembros de la familia, carece de
un pépfido sefial en la regién N-terminal lo que hace suponer la existencia de
una via secrefora del mismo poco comun {Eckenstein, F.P., 1994).
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La accién mitogénica y diferenciadora de este factor se ha reportado en
casi todos los tipos celulares estudiados y en diversas lineas celulares. En el SNC,
los niveles de este polipéptido son altos (Gospodarowicz, D., 1990).

* Receptor para el bFGF (bFGFR)

El bFGF se une a dos tipos de receptores, uno de aita y ofro de baja
afinidad. Al igual que como ocure con la mayoria de los factores de
crecimiento, el receptor de alta afinidad para este factor contiene actividad
intrinseca de cinasa de tirosina y tiene un peso molecular enfre 125 y 165 KDa. Se
han reportado cuatro distintos receptores de alta afinidad para esta familia de
factores de crecimiento, cuya estructura es muy similar: contienen
aproximadamente 820 aminodcidos de largo, la regién exfracelular esta
formada por un pépftido sefial hidrofobico, seguido por fres dominios semejantes
a las inmunoglobulinas, contienen una region fransmembranal hidrofébica y una
regién infracelular con actividad de cinasa de firosina.

Hasta el momento, se ha enconfrado la presencia de tres de estos
receptores en el SNC (Jaye, M. et al, 1992 y Eckenstein, F.P., 1994).

Los FGFs se unen también de manera especifica a la heparina y al

ato de heparano, tanto en la membrana plasmatica de las células como en
= matriz extracelular. A estas uniones se les denomina de baja afinidad, pero son
necesarias para que se presenten las de alta afinidad, aunque el mecanismo
mediante el cual esto ocurre no es bien conocido. Se propone que la heparina
produce un cambio conformacional en el factor de crecimiento, el cual permite
la interaccion del mismo con el receptor de alta afinidad (Jaye, M. et al, 1992 y
Eckenstein, F.P., 1994).

** Transduccion de seiiales por el bFGFR

El mecanismo de acftivaciéon del receptor de bFGF de alta afinidad es
similar al resto de receptores con actividad de cinasa de firosina. La unién del
ligando en el dominio exfracelular induce la oligomerizacion del receptor, lo que
resulta en la interaccién del dominio citoplasmico de la cinasa y la
autofosforilacién del receptor a través de un mecanismo denominado
fransfosforilacion, en el cual la cinasa de un receptor fosforila a la del ofro y
viceversa. Hasta el momento, solo se ha identificado una sola proteina
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fosforilada por este receptor, la PLC-yl, la cual se ha mostrado que interactua
con un residuo de tirosina fosforilado en el receptor a fravés de un dominio SH2
(region 2 de homologia a sic) localizado en la enzima. No es clara la funcién
que ejerce esta proteina en la transduccién de seiiales del bFGFR, ya que no se
ha reportado la hidrélisis de fosfoinositidos como respuesta a la acfivacién de la
PLC—1. Faltan por idenfificarse muchos posibles sustratos para este receptor y
determinar de que manera regula, mediante fosforilaciones, funciones
mitogénicas y diferenciadoras (Johnson, D.E. et al, 1993).

C) Factor de Crecimiento tipo Insvlina 1 (IGF-1)

Este factor de crecimiento, en conjunto con la insulina y el factor de
crecimiento tipo insulina 2 (IGF-2) componen en base a los efectos que ejercen,
-t denominada familia de la insulina. Tanto el IGF-1 como el IGF-2 son hormonas
¢ 2 una cadena polipéptica sencilla que presentan un alto grado de similitud
enfre si.

El IGF-1 contiene una secuencia de 70 aminodcidos, y al iguatl que la
mayoria de los factores de crecimiento, se encuentra altamente conservado
enfre diversas especies.

El efecto de este factor de crecimiento sobre la diferenciacion y la
division neuronal ha cobrado gran interés desde que se descubrid su sintesis en el
SNC aligual que la de su receptor {De Pablo, et al, 1995 y Heyner, S. et al, 1990).

* Receplor para el IGF-1 (IGF-1R)

Es muy semejante al receptor para la insulina. Consta de un tetramero
glicosilado compuesto por dos subunidades a extracelulares, las cuales se unen
enfre si a través de puentes disulfuro, y por dos subunidades B, las cuales son
transmembranales y poseen un dominio citoplasmico donde se localiza la
actividad de cinasa de firosina. Las subunidades B, también se unen mediante
puentes disulfuro con las a. El receptor para el IGF-2 es muy diferente
esfructuraimente a este Glfimo, pero puede unir con baja afinidad al IGF-1 {De
Pablo, et al, 1995; Heyner, S. et al, 1990 y White, M.F. et al, 1994).
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** Transduccién de sefiales por ol IGF-1R

Los efectos biolégicos de este receptor comienzan cuando el IGF-1 se
une a la subunidad «, en segundos se autofosforilan las subunidades B y a fravés
de la fosforilacién de diversos sustratos la sefial lega al citoplasma y al nicleo. El
sustrato mejor conocido para este receptor es el denominado como susirato
para el receptor de la insulina 1 (IRS--1), el cual ejerce su funcion uniéndose a los
dominios SH2 de diversas proteinas, como la PI-3 K y la GRb-2 (proteina
adaptadora citoplasmica que se une a una molécula que interviene en el
intercambio de nucledfidos de guanina denominada SOS), la cual activa a la
proteina Ras. La activacién de esta Ultima via y la de la PI-3 K, resultan en la
regulacion de sefiales involucradas con la proliferacion, la diferenciacion y el
metabolismo celular (De Pablo, et al, 1995 y White, M.F. et al, 1994).

D) Factor de Crecimiento Epldérmico (EGF) y Factor de Crecimliento
Transtormante a (GF-a)

Estos factores son importantes para el crecimiento y proliferacion de

-~ sersos tipos celulares, principalmente en eventos tempranos del desarrollo

1brionario. El factor de crecimiento fransformante-a se descubrié porque

- 2senta una actividad semejante a la del EGF, y al igual que como ocurre con

ofras proteinas, se le denominé péptido relacionado al EGF. Ambos factores se

unen al mismo receptor, al cual se le lama receptor para EGF, ya que en un

principio solo se conocia a este vltimo como su ligando. En algunos casos el TGF-
a se une con mayor afinidad al receptor que el propio EGF.

A pesar de que se sintetiza en grandes cantidades y en una gran
variedad de células, al EGF no se le ha podido atribuir alguna funcion fisiolégica
endogena, ya que no se produce en zonas especificas.

El principal efecto ejercido por estos factores es la proliferacion celular,
pero también estan involucrados en muchos ofros eventos celulares no
relacionados con este proceso. Denfro del Sistema Nervioso, las funciones
reportadas por estos polipéptidos son: induccién de la proliferacion de astrocitos,
glia, astroglia, aumento en la produccién de proteina mielina badasica,
estimulaciéon de la sobrevivencia neuronal y de la extension de procesos, y un
incremento en la actividad de tirosina hidroxilasa (Partanen, A.M., 1990).



En relacion a la estructura de estos factores, el TGF-a esta compuesto por
50 aminodcidos que conforman una sola cadena polipeptidica. Se forma a
parfir de un precursor de 160 aminodcidos. La estructura del EGF es semejante a

.lo de este Ultimo ya que estd@ compuesto por una cadena sencilla de 53
aminodcidos, solo que el EGF es formado por un precursor de 1 200 residuos.

A diferencia del EGF, el TGF-a es liberado extraceluiarmente por células
tumorales, las cuales pueden ser lineas celulares derivadas de tumores, o por
aquellas que sufrieron fransformacién quimica o viral.

Las caracteristicas que definen a los pépfidos relacionados con el EGF
son: la capacidad para mimefizar las acciones bioldgicas del EGF y competir
con el receptor para el mismo (EGF-R). Otfros miembros pertenecientes a ésta
familia son la amphireguling, los factores de crecimiento del virus Pox, el péptido
viral de vaccinia, etc. (Partanen, A.M., 1990 y Tam, J.P., 1985). '

* Receptor para el EGF (EGF-R)

El EGF-R se encuentra en una gran variedad de tipos celulares. Presenta

un peso molecular de 131 600 Da, y consta de una simple cadena polipeptidica
21 186 aminodcidos.

El dominio exfracelular de este receptor esta formado por dos regiones
ricas en cisteinas las cuales pueden formar puentes disulfuro. También presenta
un alto contenido de carbohidratos. Por ambas caracteristicas, esta region es
muy resistente a la protedlisis.

El dominio citoplasmatico del EGF-R, al igual que ofros receptores con
actividad de cinasa de tirosina, es el que presenta esta funcion de fosforilacion y
es considerado como el sistema efector primario en el proceso de sefalizacion
fransmembranal yo que va a fransmitir y amplificar la sefial exfracelvlar
producida por la union del factor de crecimiento. El residuo de treonina 654, es
un sifio de fosforilacion para la cinasa de proteinas C (PKC). Este receptor puede
vfilizar tanto ATP (frifosfato de adenosina) como GIP (frifosfato de guanosina)
como donadores de fosfatos. La mayor parte de la regién carboxi-terminal
confiene secuencias que no se encueniran en ofros receptores con esta
acfividad, y contfiene los principales sitios de autofosforilacion (Carpenter, G.,
1987).
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** Transduccién de sefiales por ol EGF-R

Existen dos modelos que explican la activacion de la cinasa: el primero
se basa en que la union del ligando altera la interacciéon del dominio externo
con el de la membrana, y esto ocasiona ligeros cambios en la posicién del
dominio fransmembranal resultando en una interaccion indirecta del dominio de
la cinasa. En el segundo modelo, y de manera semejante a lo mencionado para
los ofros factores de crecimiento, se propone que la union del ligando induce la
agregacion de los receptores, y que este proceso esta involucrado con la
activacién de la cinasa de tirosina.

Se ha demosirado que este receptor se puede regular por la PKC, ya
que en estudios de fransmodulacion, se ha observado que al activar a la misma
con ésteres de forbol como es el caso del TPA, se detecta una disminucion en la
capacidad de union por el EGF, y una atenuacion de la actividad de la cinasa.
Estudios de curvas Scatchard, revelan que el fratamiento con TPA disminuye el
nimero de receptores mediante la internalizacion de los mismos. La manera
mediante la cual atenta al receptor, es fosforilando el residuo de freonina 654.

Dentro de los sustratos que se fosforilan por accién de este receptor esta
k- PLCy, la cual se ha observado que activa la via de hidrdlisis de los

sfoinositidos y la movilizacion intracelular de Ca?* en respuesta a la unién del

:ando, también actia sobre diversas cinasas de la via de Ras, promueve el
intercambio Na*/H*, al igual que la expresion de c-fos y c-myc. Este receptor
fosforila @ muchos oftros sustratos infracelulares cuya funcion no es conocida. Iin
vitro se ha observado que fosforila la porcion mediana del antigeno T
(Carpenter, G., 1987 y Ulkich, A., 1990).
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Divisién y diferenciacion celular

Para poder comprender mejor los mecanismos mediante los cuales los
tactores de crecimiento ejercen sus efectos sobre la divisién y la diferenciacion
en las neuronas GnRHérgicas, es necesario establecer algunos de los eventos
basicos que acontecen en estos fenémenos de manera muy general.

A) Divisién celular

£l proceso de la divisién celular consiste en la duplicacion del contenido
genémico y la posterior division. Por éstas razones y para facilitar su estudio, el
ciclo celular se ha fraccionado convencionalmente en distinias fases, las cuales
se describen a confinuacion: en la fase Gy. la célula se encuenira en un periodo
de resfriccién, ya que en base a los estimulos del medio, puede o no iniciar la
ision celular al enfrar en la fase $. Ei periodo Gy puede durar varias horas. En la
1 e §,lacélula sintetiza ADN; este periodo dura varias horas también. Posterior a
es:a fase, se presenta un periodo denominado G, en el cual en base a la
senales extracelulares, la célula puede enfrar a la siguiente mitosis y, por lo tanto
terminar el ciclo celular, o bien, puede permanecer en ésta fase. En la mitosis,
denominada también fase M se presenta la division del nicleo celular y es el
seriodo del ciclo con menor duracion en el fiempo. Los factores de crecimiento
son algunos de los estimulos exiracelulares que regulan las fases G y Gz del ciclo
celvlar.

Antes de que la célula enfre en el ciclo, se presenta un periodo de
reposo conocido como G, Durante ésta fase la célula no se divide y puede
durar desde horas hasta afos, este es el caso de la mayoria de las neuronas,
que permanecen en este estado una vez que terminaron su proceso de
diferenciacion. La duracion de cada una de las fase anteriores es variable, ya
que depende del tipo celular del que se trate (Xeros, N., 1962, reviado en Alberts,
B.etal, 1994).

La regulacion ejercida por los distintos factores de crecimiento se da a
diversos niveles del ciclo y es dependiente del sistema de segundos mensajeros
al gque esté acoplado el receptor para estos polipéptidos (ver Apéndice 1 de
Factores de Crecimiento}. En términos generales se puede decir que algunos
factores de crecimiento actian sobre la mitosis, sin dejar que la céluia pase de
G,, y ofros intervienen en la sintesis de DNA (Fase S) pero no en la Fase M (Alberts,



B. et al, 1994). En el Esquema 6 se representan los principales procesos del ciclo
celular descritos anteriormente.

De acuerdo a resultados obtenidos con la linea de fibroblastos 313 al
anadir el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), la proliferaciéon
celuiar involucra los siguientes eventos celulares: como respuesta temprana, se
presenta el flujo i6nico de Na*, K* y H* a fravés de la membrana plasmatica,
estimulandose basicamente la entfrada de Na* en la célula. También se activa la
bomba de Na*/K* y por consiguiente se incrementa la concenfracion
infracelular de K*. Se presenta una salida de Ca?* de los almacenes
intracelulares; esta respuesta es consecuencia de la activacion de diversas vias
de sefalizacion infracelular, como acontece con la via de la PKC. De igual
forma, se incrementan los niveles celulares de monofosfato ciclico de adenosina
(cAMP}, al cual se le considera como una de las principales sefiales necesarias
nara iniciar la sintesis de DNA. Ademdas de la acfivacion de senales

embranales y citosolicas, también se activan diversos mecanismos nucleares,
. omo lo es el incremento en la expresion de varios oncogenes como c-fos y c-
myc, necesarios para que se dé la sintesis de DNA (Rozengurt, E., 1986).
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8) Diletrenciacién celular

Por el hecho de ser un evento primordial del desarrollo de los eucariotes,
la diferenciaciéon involucra un fino mecanismo de regulacién, en donde la
represion y la expresion génica, denfro de un contexto espacio-temporal son
muy importantes. Este patrén de regulacion de genes da como resultado un
mecanismo con el cual sobrevive todo un organismo y no una célula individual.

El control de la expresion génica diferenciada esta regulado por diversos
tactores y se presenta a distintos niveles y, de igual forma, la célula responde con
diversos mecanismos. Denfro de los principales factores externos que regulan la
diferenciaciéon enconframos: hormonas proteicas y esteroides, factores de
crecimienfo, contactos célula-célula o matiz extracelular-célula, sefales
nufricionales, estrés caldrico, substancias toxicas, productos de hemorragia o
inflamacién, etc. Los diferentes niveles en los que la célula responde a todas

tas sefales son: 1) transcripciéon de genes, 2) procesamiento del ARNm, 3)
e:tabilizacién del transcrito, 4) fraduccion del ARNm y 5) modificaciones
posiranscripcionales. Debido a que los factores de crecimiento son algunas de
los estimulos diferenciadores, a partir de este momento se enfatizara la funcién
que ejercen los mismos sobre este evento (Darnell, J., 1990).

Como se menciond anteriormente, cuando un factor de crecimiento es
reconocido por su receptor, este complejo se internaliza y se degrada
rapidamente. Antes de que esto ocumrq, se desencadenan una serie de eventos
infracelulares acoplados a distintos sistemas de fransduccion. Las principales
respuestas que desarrolla la célula son: intercambio Na*/H*, enfrada de Ca?*
extracelular, activacion de la fosfolipasa C, ftransporte de glucosa y
aminodcidos, fosforilacion de mulliples sustratos sobre residuos de serina y
freonina, incremento de cAMP intracelular, activacion de las cinasas Janus (JAK)
y la via de Ras, etc. (Cross, M., 1991). Muchos de éstos mecanismos también se
presentan en la proliferacion celular, por lo que la diferenciacion y la mitosis
pueden comparfir las mismas vias de sefalizacion intracelular, es decir, una
célula puede responder con divisién o diferenciacién ante un mismo estimulo, o
bien, estimulos distintos pueden ejercer funciones opuestas utilizando una misma
via.
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Hasta este momento, podemos conjuntar estos dos eventos celulares
regulados por una sola seiial extracelular: los factores de crecimiento. Como ya
se menciond, se desconocen los mecanismos en vertebrados mediante los
cuales una célula, en base al estimulo de los factores de crecimiento, se divide o
prolifera. En C. elegans y D. melanogaster los mecanismos que promueven estos
procesos son bien conocidos, ya que la estimulacion de ciertas regiones del
genoma es el pivote para que se presente uno v ofro evento.

Recientemente, se propuso un modelo que explica como un factor de
crecimiento puede ser mitogénico o diferenciador en base a la activacién de la
via de Ras. Para comprender mejor ésta uitima regulacion, en el Esquema 7, se
representan los principales eventos infracelulares que ocumren en esta via, los
cuales se describen a confinuacion: el receptor para un determinado factor de
crecimiento se activa cuando se une a su ligando. Se ha propuesto que ésta
union es la sefial para la activacién de Ras, la cual se puede presentar
indirectamente a fravés de diversas proteinas como puede ocurir con la
proteina adaptadora Grb2 (la cual se va a unir al complejo SOS) o bien a fravés
de la proteina SHC (que se va a unir a Grb2). Como se observa en el esquema,
Ras activa a Raf (que es una MAPK) y ésta Ultima activa, enfre ofras proteinas, a
las cinasas activadas por mitégeno (MEK), las cuales activan a las ERK1 y ERK2,

teinas involucradas en la diferenciacién y la proliferacién (Hill, CS. et al, 1995
Aarshall, C.J., 1995).

En el modelo propuesto, la regulacion que ejerce el factor de
crecimiento para ser mitogénico o diferenciador, reside en el fiempo de
activacion de ERK! y ERK2. Esto se estudid en células PC12, las cuales en
respuesta al EGF proliferan y en presencia del NGF se diferencian extendiendo
procesos. Se observé que la activacion de las ERK ejercida por el EGF en éstas
células es transitoria, es decir, que duran activadas poco fiempo, mienfras que
en el caso del NGF esta activacion es sostenida (Esquema 8). La posible
explicacién que se presenta en base a éste modelo, es el fipo de acfivacién de
Ras. El EGF lo hace acfivando Grb2, y el NGF lo realiza a fravés de la proteina
SHC (Hill, C.S. et al, 1995 y Marshall, C.J., 1995).

A pesar de que el modelo anterior, frata de dar una explicacién al
hecho de que una misma via puede desencadenar funciones distinias, ésta area
es poco conocida y se tienen pocos datos al respecto, ya que generaimente se
ha tratado de adjudicar alguna funcidn en especifico a determinada via de
sefializacion.
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