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RESUMEN.

LA HISTAMINA ESTIMULA DIRECTAMENTE LA SECRECION DE LA HORMONA
LIBERADORA DE  GONADOTROPINAS  (GnRH) VIA  RECEPTORES
HISTAMINERGICOS H1 ACOPLADOS A LA HIDROLISIS DE FOSFOINOSITIDOS EN
LAS CELULAS GT,.,.

La reproduccion es requlada por el sistema neuroenddcrino. Dentro de éste el sistema
nervioso central se encarga de recibir una enorme cantidad de informacién sobre
factores ambientales e internos que influyen en la funcion reproductiva. Una vez recibida
la informacién, el cerebro la procesa y la integra en el hipotdlamo a través de una via
final comdn de integracion que consiste en la modulacion de la secrecion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GrRH). Esta hormona regula la funcién de la hipdfisis y
las hormonas secretadas por la hipdfisis a su vez regulan la funcidn de las gonadas.
Aunque las neuronas GnRHérgicas juegan un papel muy importanie en la requlacion de
la reproduccidn, se conoce poco sobre su biclogia debido a que existe un nimero muy
reducido de ellas en el cerebro y a que su distribucién es difusa, ya que no se
encuentran concentradas en un nicleo definide.

Recientemente parte de estos problemas se han podido resolver gracias a que el grupo
de Pamela Mellon en el instituto Salk (La JollaCalifornia) obtuvo una linea celular
inmontalizada derivada de estas neuronas y que consernvan un fenotipo de neuronas
neurosecretoras de GnRH bien diferenciadas. Estas células se obltuvieron por la técnica
de tumorigénesis genéticamente dirigida. Lo que se hizo fue un ratdn transgénico con un
gen hibrido consistente en el promotor del gen de la GnRH unido a la region codificadora
del oncogen antigeno T del virus 40 del simio.

Existen muchas neuromediadores que parecen estar involucrados en el control de la
secrecion de GnRH, uno de los cuales es la histamina. Se ha demostrado que si la
histamina se inyecta intracerebro-ventricularmente puede provocar la owulacion de
conejas o la liberacion de la hormona luteinizante (LH) en ratas. También se ha
observado que el bloqueo de los receptores para histamina o bien el blogueo de la
sintesis de histamina en el cerebro provoca una inhibicion de la secrecion de LH.
Finalmente se ha visto que la histamina provoca la liberacion de la GnRH de explantes
de hipotdlamo. Sin embargo hasta la fecha ningun trabajo ha podido discernir si este
efecto de la histamina se da directamente sobre las neuronas secretoras de la GnRH 0 si
se da via intemeuronas. Es mas, existen discrepancias entre los trabajos que han
intentado dilucidar el sublipo de receptor para histamina involucrado en este fendmeno.
Nuestro grupo de trabajo encontrd que.

Nuestra hipétesis de trabajo s que la histamina ejerce parte de su accion reguladora de
la reproduccion mediante una accidn directa sobre las neuronas GnRHérgicas. La
prediccion que se desprende de esta hipdtesis es que las células GT+.,, que al parecer
son un buen modelo de neuronas GnRHérgicas, expresan receptores para histamina.

El objetivo de este trabajo fue montar una metodologia que nos permitiese examinar la
expresion de receptores histaminérgicos del subtipo H1 en las células GT, de manera
directa. Para ello realizamos estudios de unién de mepiramina triiada a membranas de
estas células. La mepiramina es un ligando selectivo de los receptores para histamina
del subtipo H1.

Observamos un pegado especifico y saturable de mepiramina tritiada a la preparacién de
membranas crudas. La transformacién de la curva de saturacion con un analisis tipo
scatchard, mostré que la constante de disociacidén aparente es de 37.8 nM. y el ndmero
de sitios de union aparente es de 279 fmolimg de proteina.



Eslos sitios de union s caracterizaron en ensayos de competencia utizando ligandos
seleclivos para receptores Hf o H2. Los ligandos especficos para receplores H!
(mepiramina y tdprolidina) desplazaron al racioligando con una polencia lres drdenes de
magnitud mayor que el igando especifico para log receptores HR {ranifiding).

Estos resutados, junto con otros oblenidos por nuestro grupo de trabajo enlos cuales se
demuestra que la histaming faciita a secrecion de |a GnRH en células GT,. y Ia
formacion de fosfatos de inositol a Iravés de receptores que famacologicamente se
comportan como receptores para histamina del subipo HY, refuerzan la conclusion de
que las células Gy, expresan en I membrana sifios dg unidn especificos para
histamina del sublipo H1.

La existencia de receptores para histamina en l2s células GT1-1 sugiere que la histamina
puede estimular al eje reproductivo, al menos en parte, directamente enla superfcie de
185 neuronas GnRHergicas mediants Ia activacion de receplores para hislaming del
subtipo H1 acoplados positivaments a Ia formacidn d fosfatos de inostol,



INTRODUCCION.

Regulacion neuroenddcrina de la reproduccion: Ei eje hipotalamo-
hipdfisis-génadas.

En los verlebrados la regulacion del aparato reproductor la realiza el
sistema neuroenddcrino al integrar informacidn relevante para la reproduccion y
coordinar el funcionamiento de los drganos involucrados en esta funcion
mediante mensajes quimicos (hormonas y neurotransmisores). Los tres
principales drganos que participan en el control neuroendéerine de fa
reproduccion conforman lo que se conoce como el eje hipotalamo-hipdfisis-
génadas o eje reproductivo (Everett, 1994),

El hipotalamo es una estructura del cerebro que se encuentra en la base
del craneo justo sobre la hipdfisis. Recibe fibras nerviosas que provienen de
casi todo el sistema nervioso y de él salen fibras que se encuentran
involucradas en el control del sistema autdénomo y por 1o tanto en la
homeostasis de las funciones vegetativas {Guyton, 1972; Page, 1994).

Una de las funciones del hipotdlamo es la regulacion del control
enddcrino del organismo. Esta funcién la realiza al secretar hacia el sistema
porta hipotalamo-hipofisiario hormonas que acttan sobre células de la hipdfisis
facilitando o inhibiendo la secrecién de hormonas hipofisiarias que a su vez
entran en la circulacion sistémica para actuar sobre sus drganos blanco. Una de

las funciones reguladas de esta manera por el hipotalamo es la reproduccion
(Everett, 1994; Page, 1994)

El sistema nervioso central recibe una enorme cantidad de informacidn de
factores ambientales e intermos que influyen en la funcion reproductiva, tales
como: la intensidad de la luz , la duracién del dia, a temperatura, la cantidad de
alimento, la presencia de congéneres, el peso corporal, la reserva energética,
las emaciones, etc. E! cerebro procesa e integra esta informacion y a través de
una via final comin de integracidn modula la secrecion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Everret, 1994)

La GnRH se secreta en la eminencia media del hipotalamo hacia los
vasos del sistema porta. La secrecidn de la GnRH es pulsatil y al parecer lo que
se modula es la amplitud y/o la frecuencia de dichos pulsos. La GnRH secretada



alcanza a sus células blanco, los gonadotropos, en la hipdfisis donde estimula
la secrecion de las gonadotropinas (Everett, 1994; Page 1994 ).

La hipdfisis es una glandula localizada en la base del craneo sobre una
gstructura 6sea que se conoce como silla turca. Consta de dos Ibulos que
anatdmica, ontogénica y funcionalmente son distintos. El iobulo anterior o
adenohipdfisis agrupa a células enddcrinas que producen hormonas que
regulan aspectos fisioldgicos muy distintos. Dentro de estas células, las que
mas evidentemente participan en fa regulacién de la reproduccion, son 1os
gonadotropos que producan las hormonas conocidas como gonadotropinas que
son la hormona estimulante de los foliculos (FSH) y la hormona luteinizante (LH)
las cuales se secretan a la circulacion sistémica (Everett, 1994; Page 1994 ).

La secrecién pulsétil de la GnRH es seguida de una secrecion también
pulsatil de las gonadotropinas. La pulsatilidad en la secrecidn de estas

hormonas parece ser indispensable para un funcionamiento apropiado del
aparato reproductor. (Everett, 1994).

Los érganos blanco de las gonadotropinas son las génadas. En ellas las
gonadotropinas estimulan la gametogénesis y la secrecion de hormonas
asteroides, que a su vez participan en la regulacion de la gametogénesis y en la

preparacion de todo el organismo, principalmente del tracto reproductivo, para
la reproduccion.

Dentro de este eje regulador de la reproduccién existen otros
mecanismos de comunicacion (llamados de retroalimentacidn) entre los érganos
que o conforman con los cuales se informa al sistema de su estado de
funcionamiento. Asl, los esteroides parecen participar en el control de la
secrecion de 1a GnRH en el hipotdlamo y en la modulacién de la respuesta de
los gonadotropos a la GnRH. También las gonadotropinas y fa misma GnRH
estdn involucradas en el control de la secrecion de la GnRH. (Everett, 1994).

Las células GT, como modelo para estudiar la biologia de las
neuronas GnRHégicas.

Debido a la distribucion difusa de las neuronas GnRHérgicas en el
hipotdlamo y drea predptica, asi como a su escaso nimero {alrededor de dos
mil células por cerebro) (Silverman et al, 1994) muchas preguntas acerca del



funcionamiento del sistema neuronal GnRHeérgico permanecen sin respuesta.
Por ejemplo existen muchos estudios farmacolégicos que demuestran que en la
regulacion de la secrecion de la GnRH estén involucrados una gran cantidad de
neurotransmisores y neuromoduladores. Sin embargo, se desconoce cuales son
los receptores participantes y si estos neuromediadores actuan directamente
sobre las neuronas secretoras de la GnRH o a través de interneuronas (Kordon
et al, 1994).

Parte de estos problemas han podido ser estudiados gracias a la reciente
obtencidn de tres lineas celulares inmortalizadas provenientes de neuronas
secretoras de la GnRH. Estas lineas fueron obtenidas por Pamela Mellon
(Mellon st al, 1990) mediante la técnica de tumorigénesis dirigida
genéticamente. Para lograrlo se hicieron ratones transgénicos con un gen
hibrido consistente en la region codificadora de un oncogen (antigeno T del
SV40) bajo el control de la regidn reguladora (promotor) del gen de la GnRH, de
manera que aquellas neuronas que se diferenciaron y expresaron a la GnRH,
también expresaron al oncogen resultando consecuentemente en la genracion
de un tumor. El tumor fue disecado, disociado y las células fueron cultivadas en
cajas de petri para separar las células gliales de las neuronales. Una vez que se
tuvo una poblacién homogénea que presentaba un fenotipo neuronal distintivo,
se hizo una clonacién y se obtuvieron tres lineas celulares que se designaron
como GTy.y, GTrgy GTyr.

El fenotipo de estas células es claramente el de neuronas bien
diterenciadas. Forman procesos neuriticos que se interconectan y que
contienen granulos de secrecion que contienen a la GnRH (Liposits et al,
1991). Ademas expresan marcadores especificos de neuronas como l0s genes
de la enolasa especifica neuronal y el de fa proteina de neurofilamentos de 68
kDa., asl como proteinas asociadas a membranas de vesiculas sinapticas
(VAMP-2 y SNAP-25) y no expresan marcadores gliales como la proteina fibrilar
acidica glial o la proteina basica de migfina (Weiner et al,, 1992).

Un factor importante para que estas células se consideren un buen
modelo de neuronas neurosecretoras es el hecho de que secrstan a la GnRH
en respuesta a la despolarizacion de su membrana. Asf, si se tratan con
veratridina, un activador de los canales de sodio que propagan los potenciales
ds accldn, se obtiene un aumento de la secrecidn de la GnRH (Mellon et al.,
1980). También se produce un aumento de la secrecion si se depolarizan las
c8lulas por su exposicidn a concentraciones altas de potasio en el medio. Silas



células se tratan con tetrodotoxina, un bloqueador de los canales de sodio, se
impide la secrecion provocada con la veratridina, pero ademas la tetrodotoxina
inhibe la secrecidn basal, lo que sugiere que estas neuronas son capaces de
generar y propagar polenciales de accion espontaneos que tienen como
resultado la secrecién de la GnRH. La despolarizacion provocada con potasio
es insensible a la tetrodotoxina perc es sensible a la ausencia de calcio en el
medio, por lo que parece que la despolarizacién inducida con potasio actua a
través de canales de calcio dependientes de voltaje (Weiner et al, 1992
Martinez de la Escalera et al, 1993). Estos resultados coinciden con los
obtenidos en explantes de hipotdlamo (Drouva et al., 1981) demostrando que en
las celulas GTy la secrecion de la GnRH esta acoplada a la despolarizacion
membranal de igual forma a como lo estd en neuronas neurosecretoras no
transformadas.

QOtra caracteristica sobresaliente de las neuronas GT, y que refuerza la

- idea de que son un buen modelo de neuronas neurosecretoras de la GnRH, es
el hecho de que la secrecion espontanea que se puso en evidencia al tratarlas
con fetrodotoxing se da de manera pulsatit con una frecuencia de
aproximadamente un pulso cada 26 min, con una duracion promedio de 19
minutos y con una amplitud de 132% sobre el minimo de secrecién inmediato
anterior (Martinez de la Escalera et al, 1992a; Wetsel ¢t al., 1992; Krsmanovic
et al, 1992). Estos pardmetros coinciden muy cercanamente con la frecuencia
de secrecion de la GnRH que se observa en roedores in vivo que es de un pulso
aproximadamente cada media hora. Estos resultados muestran que las
neuronas secretoras de la GnRH tienen la capacidad intrinseca de generar
pulsos de secrecidn, funcionando como osciladores celulares, lo que hace
pensar que estas células tienen el potencial de constituir en si mismas al
generador de pulsos de la GnRH del hipotélamo.

Por otro lado la inyeccién de células GT, en el cerebro de ratones
hipogonadicos que carecen del gen de la GnRH, revierte el fenotipo ya que las
células extienden neuritas hacia la eminencia media y este tratamiento
promueve el crecimiento de las génadas (Silverman et al, 1992)

Un nimero muy grande de neuromediadores se encuentran involucrados
en la regulacién de la secrecién de la GnRH in vivo (Kordon et al., 1994), y en el
caso de las células GT, la secrecién de la GnRH también es modulada por gran
numero de neurotransmisores. Por ejemplo, la secrecion aumenta al tratar a las
celulas con noradrenaling, la cual al parecer actia a través de receptores f;-



adrenérgicos acoplados positivamente a la adenilalo ciclasa (Martinez de la
Escalera ef al, 1992b). La dopamina lo hace a través de receptores D, también
acoplados a fa formacion de AMP ciclico (Martinez de fa Escalera et al, 1992¢c).
Otros neurotransmisores como las endotelinas(Krsmanovic et al, 1991), la
histamina (Hol, 1994; Noris et a/, 1995) e incluso la misma GnRH (Krsmanovic
et al, 1993) parecen actuar a través de receplores que promueven el aumento
de la concentracion intracitoplasmatica de calcio, probablemente al activar la via
de sefalizacion de la hidrdlisis de fosfolipidos de inositol. Finaimente los
aminodcidos neurotransmisores como el glutamato (Mahachoklertwattana et al,
1994) y el dcido y-aminobutirico (GABA) (Martinez de la Escalera et af., 1994;
Hales et al, 1994) también modulan la secrecion de fa GnRH en las neuronas
@T,, al parecer al modular el potencial de membrana.

Por todo lo antes mencionado, parece claro que las neuronas de las
lineas celulares GT, son un buen modelo para estudiar diversos aspectos de Ia
biologfa de las neuronas GnRHérgicas. Sin embargo no hay que perder de vista
que este tipo de estudios representan una enorme simplificacion de un sistema
muy complejo, en el cual la interaccion de las neuronas secretoras de la GnRH
con otros elementos del sistema nervioso no existe. Ademés por el hecho de ser
células transformadas no se puede descartar la posibilidad de que las neuronas
GT, no expresen receptores que normaimente se expresan en las neuronas
@GnRHergicas in vivo, ni que expresen receptores que las neuronas normales no
expresan.

La histamina como transmisor neuroenddcrino: Receptores para
histamina.

La histamina es una amina biogénica que se sintetiza a partir de la
histidina gracias a la accion de la descarboxilasa de histidina y puede ser
catabolizada por la accion de dos enzimas, la histamina-N-metiltransferasa o la
diamino oxidasa (Beaven et al,, 1976).

La histamina se encuentra en células cebadas en casi todos los tejidos y
su papel como mediadora de la inflamacion, como reguladora de la secrecion
géastrica y de la contraccion del musculo fiso han hecho que sea considerada
como una hormona local o autacoide (Hill, 1990). Més recientemente se ha
encontrado que fa histamina cumple con los requisitos necesarios para que sea



considerada un neurotransmisor. Asi. se ha visto que a histamina se encuentra
en el cerebro, especificamente en granulos de secrecion de algunas neuronas,
las cuales contienen a la enzima necesaria para sintetizarla. En el cerebro la
secrecidn de histamina puede ser provocada por despolarizaciones y la
secrecion es dependiente de calcio (Timmerman, 1989; Schwartz et al, 1991).

Iguaimente importante para el establecimiento del papel de la histamina
como un neurotransmisor fue la demostracion de la presencia de tres subtipos
de receptores para histamina en el cerebro, y el hecho de que las neuronas con
estos receptores responden a la histamina modificando la secrecién de sus
neurotransmisores asi como sus potenciales de membrana (Timmerman, 1989;
Schwartz et al.,1991). Ademas se ha observado que la secrecion de un gran
numero de hormonas hipofisiarias se ve afectada por la histamina intracerebral
(Knigge y Warberg., 1991a, 1991b; Donoso y Alvarez., 1984)

La histamina sintetizada intracitoplasmdticamente parece que podria
tener un papel en el control de la proliferacion celular (un efecto muy poco
estudiado) (Hill, 1990), mientras que la histamina secretada se une al menos a
tres receptores especificos diferentes denominados H1, H2 y H3, activando
varias sefales intracelulares entre las que se encuentran: la movilizacién de
calcio, la produccion de AMP ciclico, la activacion de protein-cinasas y la
modulacion de Ia actividad de canales ionicos (Hill, 1991a). La clasificacién de
los subtipos de receptores para la histamina se basa en diterencias
farmacolégicas, ya que cada uno de los subtipos se une a distintos agonistas y
antagonistas. Sin embargo, también parece existir una diferencia funcional que
coincide con la clasificacion farmacolégica (Timmerman et al, 1989; Haaksma
et al, 1990; Hill, 1990; Parsons et al, 1991; Mitsuhashi et al., 1992)

Los receptores para histamina del subtipo H1 se han caracterizado
como los receptores sobre los cuales actian los antihistaminicos clasicos
(utilizados para combatir alergias) como la difenidramina, la mepiramina, la
triprolidina y la clorfeniramina. Hasta la fecha no se cuenta con un agonista muy
potente y selectivo, siendo el mejor candidato la 2-tiazoliletilamina (Haaksma et
al., 1890; Hill, 1990). Estos receptores son glicoproteinas que pertenecen a la
familia de receptores de 7 asas transmembranales (Fujimoto et al,, 1993) que se
encuentran acoplados a la hidrélisis de fosfolipidos de inositol, la cual provoca
movilizacion del calcio citoplasmatico (Hill, 1991a). Median respuestas
funcionales en muchos tejidos, tales como la contraccién del misculo liso,

- N



incremento en la permeabilidad vascular, glicogenolisis en el cerebro vy
liberacion de hormonas hipotisiarias y de la gldndula supraradrenal (Hill, 1990;
Haaksma et al., 1990; Parsons, 1891, Hill, 1991b.; Mitsuhashi y Payan, 1992).
En el cerebro los receptores H1 median respuestas electrofisioldgicas
excitadoras provocando despolarizaciones, probablemente al influir en canales
dependientes de voltaje mediante la translocacién de calcio (Schwartz et al,

1991).

Los receptores para histamina del subtipo H2 se caracterizaron
inicialmente con el antagonista burinamida, que despugs resultd ser mucho més
potente como antagonista de los receptores H3 (Black et al, 1972;). De la
burinamida se derivaron otros antagonistas selectivos como la metiamida y la
cimetidina. Esta Gltima resulté muy Gtil para tratar padecimientos relacionados
con secreciones gdstricas excesivas (ulceras), 10 que impulsd al desarrolio de
mas antagonistas como la ranitidina, la famotidina y la nizatidina entre muchos
otros. El primer agonista descrito para estos receptores fue la 4-metilhistamina,
que es poco potente. La impromidina (que resultd ser un antagonista H3) y el
dimaprit son mas potentes, siendo el ultimo muy selectivo (Hill 1990; Haaksma
et al., 1990; Parsons, 1991, Hilf, 1991b; Mitsuhashi y Payan, 1992). Los
receptores H2 son glicoproteinas, con 7 dominios transmembranales, acopladas
a la adenilalo ciclasa mediante una proteina G, por lo que transducen las
sefales que reciben mediante el sistema de segundos mensajeros del AMP
ciclico (Hill, 1991a). Estan implicados en funciones tales como: ia secrecion
gastrica, la contraccion cardiaca a través de efectos ionotrépicos vy
cronotrépicos, el relajamiento de algunos musculos lisos y fa inhibicién de las
funciones de algunos linfocitos (Hill, 1990 y 1991b; Parsons, 1991). En el nivel
neuronal los receptores para histamina del subtipo H2 parecen mediar efectos
depresivos, pues inhiben los disparos de potenciales de accidn al provocar
hiperpolarizaciones. Sin embargo, también provocan una abreviacién de las
posthiperpolarizaciones, lo que resulta en una potenciacion de sefales
excitadoras como las despolarizaciones inducidas por aminodcidos excitadores
(Schwartz et al, 1991).

Los receptores del subtipo H3 fueron propuestos originalmente para
explicar los efectos que la histamina tiene sobre su propia secrecién en el
cerebro, por lo que son considerados como receptores presindpticos. La
farmacologfa de este efecto discrepaba con la farmacologia conocida para los
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otros dos subtipos de receptores, pues tanto agonstas como antagenistas de
los otros receplores aqui se comporiaban como antagonistas, algunos muy
potentemente (Hill, 1990). Un agonista selectivo de estos receptores es la R-o-
metithistamina y la tioperamida es un anlagonista selectivo (Haaksma et al.
1990). En general se puede dacir que los enantiémeros que corresponden a la
configuracion S de la L-histidina se unen preferentemente a los receptores H3,
mientras que los enantiomeros corespondientes a la D-histidina son més
potentes en los receptores H2, por ofro lado el receptor HI no es
estereoselectivo (Schwartz ef al., 1991). £l sistema efector de los receptores H3
alin no se conoce pero se cree que una proteina G estd involucrada y algunos
candidatos son, la inhibicién de fa actividad de la adenilato ciclasa, la activacion
de canales de potasio y la inhibicién de canales de calcio dependientes de
voltaje (Hill, 1991b). La accion mejor establecida de los receptores H3 es la
inhibicién presindptica de la liberacion de varios neurotransmisores como: la
misma histamina, la serotonina y la norepinefrina en el sistema nervicso central,
asi como de la acetilcolina la norepinefrina y algunos neuropéptidos en el
sistema nervioso periférico. Estas acciones pueden deberse a la restriccion del
influjo de calcio, posiblemente debido a cambios en la fosforilacion de canales
iénicos.(Haaksma et al, 1890; Hill, 1990; Schwartz et al, 1991) Finalmente, en
las neuronas asi como en alguno tejidos periféricos no neurales la sintesis de
histamina es inhibida por la estimulacion de los receplores H3 (Hill, 1990).

ANTECEDENTES.

Evidencias anatémicas que apuntan hacia una posible participacion
de la histamina en la regulacién de la secrecion de la GnRH.

La histamina se encuentra en altas concentraciones en 8! hipotdlamo,
sobretodo en la eminencia media y los nicleos arcuatos, supraquiasmaticos y
mamilares {Brownstein ef &/, 1974). Aunque se han encontrado células cebadas
en la eminencia media (Pollard et al, 1976), es claro que una buena parte de la
histamina en ella proviene de neuronas capaces de producirla pues contienen la
enzima descarboxilasa de L-histidina. Los cuerpos celulares de as neuronas
histaminérgicas se encuentran en la regién posterolateral del hipotélamo,
mientras que las fibras histaminérgicas abundan en el hipotdlamo mediobasal y
en el drea predptica, zonas donde se sintetizan las hormonas liberadoras



hipofisiotropicas. También se han observado un gran numero de terminales
nerviosas que contienen histamina en fas regiones donde las hormonas
liveradoras hipotaldmicas son secretadas hacia los vasos porales (Wilcox et al.
1982; Panula et al,, 1984; Watanabe &t al, 1984; Silverman et al., 1988; Inagak
et al, 1988; Panula et al, 1989). Gracias a estos datos es posible pensar que
exista un sustrato anatémico para que se de una regulacion histaminérgica de la
secrecion de la GnRH.

Hasta la fecha no hay reportes de experimentos en los cuales se
demuestre especificamente que las neuronas GnRHeérgicas poseen raceptores
para histamina o bien a la enzima que la degrada, la histamina metiltransferasa.
De igual manera no se ha demostrado que exista una sinapsis de una neurona
histaminérgica hacia una GnRHérgica, probablemente debido a que las
neuronas histaminérgicas proyectan fibras de apariencia varicosa que
establecen pocos contactos sindpticos cldsicos con olras neuronas y al escaso
numero de neuronas GnRHérgicas.

Mediciones de cambios en la secrecion de la GnRH como respuesta
a la manipulacion de la concentracion de histamina,

En 1955 Sawyer fue el primero en demostrar que la administracion
intracerebro-ventricular de histamina estimula al eje reproductivo pues induce
ovulacion en conejas estrogenizadas. También se encontrd que la
administracion intracerebro-ventricular de histamina facilita la secrecidn de la
hormona luteinizante en ratas ovariectomizadas y estrogenizadas (Libertum et
al, 1976) asi como en ratas en proestro (Donoso et al, 1978) y que la
inoculacién de una sustancia inhibidora de la sintesis de histamina directamente
en el hipotalamo inhibe Ja secrecion de LH a la sangre peritérica (Horno et al,
1989). En los trabajos antes mencionados se demostrd que la administracion
intravenosa de histamina no tiene este efecto y dado que la histamina no
atraviesa la barrera hemato-encefalica, es claro que el efecto facilitador de la
secrecion de LH no se da a nivel de fa hipdfisis sino a nivel central. Lo anterior
fue comprobado por Miyake {(Miyake et al, 1987), quien administrd histamina a
adenohipdfisis en cultivo sin encontrar facilitacién de la secrecién de LH.
También demostré el efecto facilitador central de la histamina sobre la secrecién
de la GnRH en explantes de hipotalamo mediobasal obtenido de ratas .



Se ha observado que en ovejas ovariectomizadas la administracion de
antagonistas del receptor para histamina del subtipo H deprime 1os niveles
basales asi como los estimulados por la administracion de estrogenos, de la LH
en la circulacion (Van Kirk, 1989). Por otro lado también se encontrd que fa
estimulacion que la histamina ejerce sobre la secrecion dg la GnRH a partir de
explantes de hipotalamo mediobasal en cultivo, s6 reproduce con agonistas y se
bloquea con antagonistas selectivos de los receptores H1 (Miyake, 1987). Estos
resultados hacen pesar que es el recaplor del sublipo H1 el que se encuentra
involucrado en este efecto de fa histamina, Sin embargo otros trabajos implican
al receptor H2 {Donoso ot &1, 1983), pues se ha demostrado que 1a facilitacion
de la secrecion de LH mediada por histamina en ralas es mimetizada por un
agonista de estos receptores. Este conflico vé adn mas lgjos, pues se encontrd
que la estimulacidn estrogénica de la secrecion de la LH en la rafa s
bloqueada por la administracién en conjunto de antagonistas de receptores para
histamina de los subtipos H1 y H2, mas no por la administracion de cada uno de
ellos por separado (Homo et al,, 1989)

Aunque fa participacion de fa histamina en la facilitacion de la secrecion
de la GnRH es muy clara, hasta fa fecha ningln trabajo ha discernido si dicha
accion es directa sobre fas neuronas GnRHérgicas o indirecta. Por eso y dado
que existe controversia en los resultados que intgntan discarnir el tipo de
receptor que media esta funcidn, én nuestro faboratorio decidimos estudiar el
efecto que a histaming liene sobre la secrecion dg GnRH en las células GT, y
¢l tipo de receptor involucrado.



HIPOTESIS.

Los antecedentes antes mencionados indican claramente que la
histamina estd involucrada en la regulacion central de la secrecién de la GnRH,
mas especiticamente en Ia facilitacion de dicha secrecion. Estos datos podrian
explicarse planteando la hipdtesis de que la histamina puede estimular al eje
reproductivo via una accion directa sobre las neuronas GnRHérgicas.
Algunos resultados farmacoldgicos y bioquimicos de nuestro grupo de trabajo
refuerzan esta idea y ademas nos han hecho pensar que el receptor involucrado
pertenece al subtipo H1 (ver discusion).

La hipdtesis particular de este estudio fue que las neuronas
GnRHérgicas tienen receptores para histamina a través de los cuales se
estimula la secrecién de la GnRH. Un prediccion que se desprende de esta
hipdtesis, y cuya comprobacion es el objetivo de este trabajo, consiste en
plantear que las células GT,, que al parecer son un buen modelo de
neuronas GnRHérgicas, expresan receptores para histamina del subtipo
H1.

OBJETIVO.

Para sustentar la hipdtesis antes mencionada, decidimos estandarizar
una metodologia que nos permitiese caracterizar de manera directa Ia
existencia de receptores para histamina del subtipo H1 en células GT,.;.
Existen varias formas posibles para demostrar la presencia de dichos
receptores en las células, por ejemplo podrian utilizarse anticuerpos dirigidos
especificamente contra el receptor H1 y con ellos intentar inmunoprecipitar al
recepior 0 bien tedir a las celulas con estos anticuerpos marcados
fluorescentements. Sin embargo estos anticuerpos no se encuentran
disponibles comercialmente y producirlos implicaria demasiado tiempo y
esfuerzo que no es necesario invertir pues existen otros métodos mas sencillos
para la deteccion del receptor. Otra opcidn que consideramos muy seriamente
tue la determinacion de fa presencia, en las células, del RNA mensajero que
codifica al receptor. El gen de este receptor ya fue clonado por Fujimoto
(Fufimoto ef al, 1993) a quien le solicitamos el cDNA para poder utilizarlo como
sonda en un ensayo de “Northern Blot". Sin embargo este investigador se
mostré reticente a compartir con nosotros este material. Elegimos hacer



estudios de unién de un ligando radioactivo selectivo de receptores para
histamina del subtipo H1. Esto por ser una técnica sencilla y previamente
caracterizada en la literatura como apta para determinar la presencia de dichos
receptores.

MATERIAL Y METODOS.

Reactivos.

La mepiramina, triprolidina y ranitidina las adquirimos de Research
Biochemicals Inc. (Natick, MA, USA). El compuesto radioisotépico °H-
mepiramina fue adquirido en Amersham (Little Chalfont, UK, USA.). En Sigma
(ST. Luis, MO, USA.) obtuvimos el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), la
aprotinina y fa albimina de suero bovino (BSA). Los medios de cultivo:
Dulbecco con solucién salina modificada de Eagle (DMEM) y Opti-MEM, asi
como el suero fetal bovino, la solucion amortiguadora de fosfatos (PBS), la
solucién salina balanceada de Hank (HBSS), la tripsina-EDTA y la
penicilina/estreptomicina, fueron adquiridas en Gibco (Grand Island, NY, USA.).
El azul de Coomassie G-250 lo obtuvimos de Bio-Rad (Richmond, CA, USA.). El
dcido fosférico y el etanol fueron de Merck (Naucalpan de Judrez, Edo. de
México, MX.)

Cultivo celular.

Las células GT,., fueron donadas por el Dr. Richard Weiner de la
Universidad de California en San Francisco. A esta linea celular la mantuvimos
congelada (en nitrégeno liquido) en tubos de 1 ml. con un medio suplementado
con dimetil sulféxido, el cual evita que se formen cristales de agua muy grandes,
previniendo asi que las membranas de las células se rompan por dichos
cristales al congelarlas. Cuando fue requerido expandir el cultivo para tener
suficientes  células con las cuales trabajar, descongelamos a las células
sumerglendo el tubo que las contenia en un bario a 37°C y vertimos el contenido
directamente sobre una caja de petri de 100 mm. de didmetro (Costar
Corporation, Cambridge, MA, USA.), la cual contenfa 10 ml. de DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino y 100 U/ml. de
penicilina/estreptomicina. Los cultivos fueron mantenidos a 37°C en una
atméstera de 95% 0, y 5% CO,, cambiando el medio cada 3-4 dias hasta que



las células alcanzaron confluencia. En esos momentos las células, que se
adhieren al fondo, han llenado la caja y para que siguieran creciendo fue
necesario dividir los cultivos.

Para subcultivar a las células, éstas fueron despegadas de la caja petri
cambiando el medio por 5 ml. HBSS que contenia 0.05% de tripsina y 0.53 mM
de EDTA. La suspension de células fue transferida a un tubo de centrifuga y
afadimos § mi. de medio con suero, pues el suero contiene inhibidores de la
tripsina, si la tripsina siguiese actuando mataria a las células. Centrifugamos la
suspencidn a 1500 r.p.m. en una centrifuga clinica durante 5 min. Retiramos el
sobrenadante y las células fueron resuspendidas en 100 ml. de DMEM y
sembradas en 10 cajas patri.

Cuando tuvimos alrededor de 40 cajas y las células alcanzaron entre 60 y
80% ds confluencia, &l medio de cultivo fue cambiado por Opti-MEM libre de
suero, al no tener suero estas células dejan de dividirse y se diferencian,
adquiriendo un fenotipo mas neuronal, pues comienzan a extender neuritas. Las
célutas fueron incubadas en este medio por un dia y con ellas se prepararon

membranas para los ensayos de pegado.

Preparacion de Membranas.

Utilizamos una preparacion o extracto de las membranas de las células
para determinar si las células GT,., tienen receptores para histamina del subtipo
H1 en su membrana. Hicimos una preparacién muy cruda en la que solo
separamos al citoplasma de todos los demds companentes, y utifizamos todos
8s0s componentes para determinar si existian en ellos sitios de unidn
especfficos para ligandos de receptores del subtipo H1.  Obtuvimos la
preparacion cruda de membranas de células GTy, haciendo ligeras
modificaciones ds la técnica utilizada por Inagaki (Inagaki at a/, 1989) para
obtener membranas y hacer estudios de pegado de 3H-mepiramina en cultivos
primarios de astrocitos.

A cada caja petri con células GT., confluentes y que habian estado
durante un dfa en medio sin suero le retiramos el medio y le agregamos 2 mi. de
PBS frio suplementado con los inhibidores de proteasas PMSF (1 mM.) y
aprotinina (0.1 unidades inhibidoras de tripsina/ml). Las cajas fueron guardadas
a 4°C durante 10 min. y fueron raspadas con un gendarme de pldstico (Costar).
La suspension celular de 20 cajas petri fus puesta en un lubo de centrifuga y
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centrifugada a 1500-2000 r.p.m. durante 5 min. en la centrifuga clinica, las
células fueron resuspendidas en 10 ml. de PBS frio con fos inhibidores de
proteasas y fueron lisadas por sonicacién dando 3 pulsos de 5 seg. en el nivel 2
de un sonicador B-12 (Branson Sonic Power Company, Danbury, Connecticut,
USA.). El lisado fue centrifugado a 100,000 X g. (40,000 r.p.m. en el rotor 90 Ti)
durante 1 hr. a 4°C en la ultracentrifuga Beckman XL-90 (Beckman Instuments,
Inc., Palo Alto, CA, USA.). Retiramos el sobrenadante y el sedimento fue lavado
con 1 ml. de PBS con los inhibidores de proteasas y finalmente el sedimento fue
resuspendido en 2 ml. de la misma solucidn con la ayuda de un
homogeneizador. Guardamos el lisado congelado a -70°C hasta hacer el ensayo
de pegado. Una pequena alicuota fue separada para hacer la determinacion de
la concentracion de proteinas.

Cuantificacion de Proteinas por el Método de Bradford.

Al hacer los experimentos de unidn con un ligando radioactivo
necesitdbamos conocer la cantidad de material celular que utilizabamos, con el
objeto de poder expresar la cantidad de sitios de unidn que existen por unidad
de material celular, asi como para poder estandarizar la técnica y encontrar
reproducibilidad entre ensayos independientes. Delerminamos la cantidad de
material celular midiendo la cantidad de proteinas en el homogeneisado,
utilizamos para ello la técnica de Bradford. Tomamos una pequena muestra del
lisado e hicimos diluciones 1:2 1:10y 1:20 en H,0. A 10 pl. de dichas diluciones
0 al lisado sin diluir les agregamos 10 ul. de NaOH 1 Ny las incubamos a
temperatura ambiente durante una noche. Al dia siguiente agregamos 80 ul. de
H,O y 1 ml. de reactivo de Bradford (0.01% azul de Coomasie G-250, 4.7%
etanol, 8.5% dcido fosforico). Medimos la densidad dptica a 590 nm. en un
espectofrotdmetro.  Paralelamente  hicimos una curva  patrén,  con
concentraciones variantes BSA, sobre la cual interpolamos la densidad dptica
de las muestras problema para deducir la concentracion de proteinas en éstas.
El rendimiento de nuestra preparacion de membranas fue en términos generales
de 1 mg de proteina por cada caja petri de 100 mm. de didmetro, asi la
concentracion final de nuestra preparacion se encontraba afrededor de 15 mg
de proteina por mililitro. De este homogenado tomamos 70 ul. para cada tubo de
los ensayos de pegado lo que contenia alrededor de 1 mg de proteina.



Estudio de Unidn con un Radioligando.

Estos ensayos, a grandes rasgos, consistieran en incubar el extracto
membranal con un ligandg radioactivo especifico de los receptores para
histamina del subtipo H1. Después el ligando unido a las membranas se separd
del no unido mediante filtracidn y se cuantificd la cantidad de radioligando
unido. La especificidad de esta union se veriticé al desplazar al radioligando con
ligandos no radioactivos para el receptor.

Curva de Saturacién.- En tubos de 12 X 7 mm. pusimos: 0.5-1 mg de
proteinas de la preparacion membranal en presencia o ausencia de mepiramina
1 mM. y distintas concentraciones (2-50 nM.) de 3H-mepiramina, aforamos a 0.5
ml. con PBS suplementado con BSA al 0.1%. La mezcla se incubd durante 60
min. a 25°C y fa reaccion se par¢ agregando 4 mi. de PBS+BSA frio y filtrando
inmediatamente al vacio a través de una membrana de fibra de vidrio GF/C
(Whatman, Maidstone, UK, USA.). Los filtros fueron lavados tres veces con 4 m.
de PBS+BSA frio y fueron puestos en un frasco de centelleo, donde se dejaron
secar toda la noche. Agregamos a cada frasco 10 ml. de liquido de centelleo
3a70B (Research Products International Corp., Mount Prospect, IL, USA.) y
determinamos la radioactividad atrapada en los filtros por espectroscopia de
centelleo. La lectura obtenida de los tubos que contenian 1 mM. de mepiramina
frfa correspondié al pegado inespecifico de *H-mepiramina. Mientras que la
lectura de los tubos sin mepiramina fria correspondié al pegado total. La resta
del pegado total menos el pegado inespecifico, fue igual al pegado especifico.
Con los resultados de este experimento hicimos una grafica de saturacién en la
cual fue graficada la cantidad de mepiramina tritiada unida especificamente a
las membranas como funcion de la cantidad de *H-mepiramina adicionada. Lo
que se espera s observar que la curva en un principio aumente, es decir
mientras més *H-mepiramina se adicione mas *H-mepiramina se unird a las
membranas, pero llegard el momento en el que todos los receptores hayan
unido *H-mepiramina, es decir se hallan saturados, en ese momento por mas
3H-mepiramina que adicionemos ya no veremos unién especifica de ésta a las
membranas, y la curva adquirird una pendiente igual a cero, es decir sera
paralela al eje de las abcisas.

El andlisis de Scatchard es una transformacién matemética de la curva de
saturacion. Consiste en graficar en el eje de las ordenadas el cociente de la
cantidad de ligando unido entre la cantidad de ligando no unido y en el eje de




las abeisas fa cantidad de ligando unido. Asi transformamos a [a curva en una
recta de pendiente negativa. La interseccion de esta recta con las abeisas
equivale al nmero de receptores y el inverso de la pendignte nos da una idea
de I afinidad enire el ligando y el receptor.

Curvas dg Comptencia.- En estos experimentos 1o que se trald de hacer
fue desplazar una clerla cantidad de *H-mepiramina unida a las membranas con
concentraciones crecientes de distintos figandos no radioactivos. Lo que
asperamos es que aquellos ligandos que se unen al mismo receptor que el
ligando marcado, sean eficientes en desplazarlo mientras que los ligandos
especificos para otros raceptores no desplazardn a la marca. En tubos de 12 X
7 mm, pusimos: 0.5-1 mg de proteinas de Ia preparacion membranal, 3 nM. de
*Hmepiramina y concentraciones crecienies ds antagonistas histaminérgicos,
La reaccion fue incubada y detenida como en los experimentos de saturacion.
Expresamos la unidn como porcentaje de la union especifica en ausencia de
competidores.




RESULTADQS.

Estandarizacion de la Técnica.

Esta metodologia ha sido ampliamenle reportada en la literatura, sin
embargo cada sistema necesita que se le hagan adaptaciones. El primer paso a
sequir consistio en determinar la cantidad de membranas que debian ser
utilizadas en los ensayos, para este propdsito se disefic un experimento que
consistio en incubar distintas cantidades de proteina membranal con 3 nM de
3H-Mepiramina en presencia 0 ausencia de un exceso (10 uM) de mepiramina
no marcada radioactivamente. Se decidié utilizar una concentracion de 3 nM de
%H-Mepiramina porque en uno de los reportes en los que se describe esta
técnica se menciona que esta concentracién es adecuada para hacer los
ensayos de union, pues se encuentra cercana a la constante de afinidad (Kd)
entre la mepiramina y los receptores para histamina del subtipo H1 {Inagaki et
al, 1989). Como resultado de este experimento encontramos que al utilizar
entre 1y 0.6 mg. de proteina membranal eramos capases de encontrar una
diferencia sustancial entre el pegado total y el pegado inespecitico, es decir el
pegado especifico era aito, del 45-50% del pegado total (Tabla 1). Cuando
utilizamos cantidades mayores de proteina (2.5-4 mg.) los filtros se taparon, y
con las cantidades menores de 0.3 mg. de proteina el pegado especifico no era
muy grande. Este experimento se realizo dejando que el tiempo de incubacion
fuese de 60 min.; esta duracion a sido reportada como mas que suficiente para
que se alcance el equilibrio de union entre la mepiramina y el receptor H1
incluso con concentraciones muy pequefias de mepiramina (Inagaki et al,
1989), no obstante, este experimento se repitid pero esta ves algunas de las
replicas se incubaron por hasta 2': horas y no encontramos que el porciento de
unién especifica se modificase. Estos dos experimentos los realizamos
utilizando como amortiguador PBS ya que se ha reportado que este ensayo se
lleva a cabo con amortiguadores de pH neutro y no se ha reportado que se
necesite de algin cofactor especial para la unidn. Utilizamos en un principio
PBS por ser el mismo amortiguador con el que se extrajeron las membranas. La
temperatura de incubacién utilizada fue la temperatura ambiente y dado que se
obtuvo un pegado especifico adecuado no consideramos necesario modificar
este parametro.



Tabla 1. Determinacion de la cantidad de pegado especifico como
funcién de ia cantidad de proteina utiizada en el ensayo de unién de “H-

mepiramina.
mg. de proteina Resultado (% de pegado especifico)
4 Se tapd el filtro
2.5 Se tapd el filtro
1 50 %
0.6 45 %
0.3 <20%

Para verificar que la unién especifica de la 3H-mepiramina que
observamos fuese realmente con la preparacion membranal se decidio hacer un
experimento de competencia en el cual se incubo 1 mg. de proleinas
membranales con 3 nM de *H-mepiramina y concentraciones cracientes de
mepiramina fria, paralelamente se realizo otra curva en la cual en lugar de las
membranas se adiciono BSA. Encontramos que el pegado de la %4-mepiramina
a las membranas se desplazaba de manera dependiente de la dosis de
mepiramina fria adicionada (fig. 1). En las muestras que no contenian
membranas no se observo ningun pegado especifico que pudiese ser
desplazado, esto se comprobd cuando se hicieron las curvas de saturacion, en
gste caso aunque se aumentase la concentracion de 3H-mepiramina, el ruido de
fondo (pegado de °H-mepiramina al fitro en ausencia de membranas y
mapiramina fria) practicamente no aumenté (datos no mostrados). En este
experimento nos percatamos que el echo de adicionar BSA podria ser capas de
reducir la cantidad de pegado inespecifico, pues cuando se agrego BSA la
unién basal a los filtros, o ruido de fondo disminuyd. Por este motivo se llevo a
cabo un experimento en el cual se probd hacer el ensayo utilizando un
amortiguador al que se le habia adicionado 0.1% de BSA vs. uno ensayo con
PBS solo. Observamos una reduccion del ruido de fondo (figura 2) lo que tuvo
como consecuencia un aumento de alrrededor de un 20 % en ¢l pegado
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Figura 1.- La unién de la *H-mepiramina es a las membranas de
las células. img. de protelna de la fraccion membranal de células GT,.,
1mg. de BSA o PBS solo fue incubado con 3 nM de °H-mepiramina y las
concentraciones indicadas de mepiramina fria durante 60 min. a 25°C. Tras
la incubacion, el ligando unido fue separado del ligando no unido mediante
filtracion al vacio y fue cuantificado por espectroscopfa ds centellec. La
unién de *H-mepiramina se expresa como desintegraciones por minuto
(DPM). Cada punto representa la media de tres réplicas; en ningun caso el
error estandard fué mayor def 10%.
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especitico; por esa razon todos los experimentos siguientes se llevaron a cabo
con PBS al que se le adiciono BSA.

Unién de un Ligando Selectivo de Receptores para Histamina del
Subtipo H1 a Membranas de Células GT,: Curva de Saturacion y Analisis
Tipo Scatchard.

Para determinar la presencia de receptores para histamina del subtipo H1
en las células GTy.;, hicimos experimentos de unidn utilizando un ligando
radioactivo especifico de estos receptores. Incubamos una cierta cantidad de
extracto membranal (= 1 mg.) con conceniraciones crecientes de *H-
mepiramina, en presencia o ausencia de un exceso de mepiramina fria. Con los
resultados de las muestras que contenian mepiramina fria se graficé el pegado
inespecifico, la curva de esta grafica es una recta pues la cantidad de °H-
mepiramina que se une inespecificamente a la preparacion membranal es
directamente proporcional a la cantidad de 3H-mepiramina adicionada. Con los
resultados de las muestras que no tenian mepiramina fria se graficé el pegado
total, la curva de esta gréfica tiene en un principio una pendiente mayor que la
del pegado inespecifico, pero la pendiente va cambiando hasta que la curva se
vuelve paralela a la recta del pegado inespecifico. Cuando restamos estas dos
curvas obtuvimos la curva de saturacién del pegado especifico. Haciendo estas
curvas de saturacién en las que se empled *H-mepiramina como un tigando
especifico de los receptores H1 encontramos sitios de unién saturables y
especificos en las preparaciones membranales crudas de las células GT,.
(figura 3A). Para determinar los pardmetros de esta union, realizamos un
andlisis tipo Scatchard, en este andlisis no se calculd la cantidad de °H-
mepiramina no unida a las membranas, en su lugar se utilizé la concentracion
de *H-mepiramina adicionada pues se considera que la diferencia entre estos
dos parametros es despreciable ya que la cantidad de *H-mepiramina que se
une a las membranas es muy pequefia en relacion a la cantidad de *H-
mepiramina adicionada (serca del 1%). El andlisis tipo Scatchard mostré un
numero aparente de 279 fmol. de receptores H1 por mg. de proteina, los cuales
presentaron una constante de disociacién aparente de 37.8 nM. (figura 3B).

Reportamos la magnitud de estos parametros como aparente debido a
que, aunque se encuentren sitios de unidn de mepiramina especificos v
saturables en una preparacién membranal, la afinidad y el numero de
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Figura 3.- La *H-mepiramina se une a membranas de células GT1-1
de manera especifica y saturable, con una Kd aparente de 37.8 nM y una
densidad aparente de 279 fmol/mg de proteina. A) Isoterma de saturacion
obtenida al incubar 1 mg de proteinas membranales con concentraciones
crecientes (2-50 nM) de °H-mepiramina por 60 min a 26°C. La unién no
especifica se determind en la presencia de 1 mM. de mepiramina. Tras la
incubacién, el ligando unido a las membranas se separd del ligando no unido
mediante filtracidn al vacio y se cuantificé por espectroscopia de centelleo.
Cada punto representa la media de determinaciones hechas por triplicado. B)
Grafica tipo Scatchard de la unién especifica de Ia *H-mepiramina.



receptores que se describen al hacer analisis de Scatchard varian entre
experimentos. Una posible explicacion para esto es que el grado de
glicosilacion de los receptores afecta su afinidad por el ligando. A su vez es
posible que el grado de glicosilacion dependa del grado de diferenciacion de las
células, pues esto se ha demostrado en células de musculo liso (Mitsuhashi,
1989). Aunque las células fueron dejadas por una noche en medio sin suero
para provocar la diferenciacion, probablemente en distintas preparaciones
membranales el grado de diferenciacién de la céluias haya sido distinto,
provocando asi las diferencias en cuanto a la afinidad aparente de los
receptores en los distintos experimentos. De igual manera es posible que la
cantidad de receptores por célula cambie con el grado de diferenciacién. Otra
posible explicacion es que haya habido diferencias en el grado de
fraccionamiento entre una preparacion membranal y otra lo cual podria crear
distintos entornos membranales alrededor de los receptores y esto afectar la
afinidad de los mismos, pues se piensa que la interaccidn del receptor con otras
proteinas, por ejemplo proteinas G, influye en la afinidad de éste por sus
ligandos (Hill et al., 1990).

Curvas de Competencia.

Para caracterizar aun mas estos sitios de unién realizamos ensayos de
competencia en los cuales incubamos = 1 mg de proteinas membranales con
una cantidad no saturante de 3H-mepiramina (3 nM) y las concentraciones
indicadas de mepiramina, triprolidina (ambos ligandos de receptores para
histamina del subtipo H1) o ranitidina (ligando de receptores para histamina del
subtipo H2). Calculamos el porcentaje de unidn especifica con respecto a las
muestras que no contenfan ligando competidor, con estos datos se hicieron las
graficas de desplazamiento. El andlisis de competencia mostré que la union de
*H-mepiramina puede ser desplazada con ligandos selectivos para receptores
H1 como la mepiramina y la triprolidina en concentraciones tres drdenes de
magnitud inferiores que las necesarias para lograr el mismo desplazamiento con
el ligando selectivo para receptores H2 ranitidina, en otras palabras los ligandos
para receptores H1 desplazan a la *H-mepiramina mas potentemente que el
ligando para receptores H2. Esto es consistente con la idea de que lo que se
estd marcando radioactivamente en la preparacién membranal es un receptor
del subtipo H1. (figura. 4).
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Figura 4- Los antagonistas de receptores H1 mepiramina y
triprofidina desplazan la unién de la *H-mepiramina con una potencia tres
drdenes de magnitud mayor que el antagonista de receptores H2 ranitidina.
Se incubaron 1 mg de proteina de la fraccién membranal de células GTy.y con 3
nM de *H-mepiramina y las concentraciones indicadas de los antagonistas. La
unidn esta expresada como porcentaje de la unidn especifica en ausencia del

competidor.



El pequefo desplazamiento que se observa a altas concentraciones de
ranitidina puede ser explicado por el hecho de que los antagonistas
histaminérgicos no son totalmente especificos para uno u ofro receptor, asi
pues era incluso de esperar este desplazamiento debido a altas
concentraciones de ranitidina.

Comunicacién de los resultados.

Como resultado de este trabajo fue posible escribir un reporte completo
junto con los resultados mencionados en los antecedentes inmediatos, el cual
dio lugar a un articulo que se sometié para su publicacion y fue aceptado en la
revista “Endocrinology Vol. 136 pdg. 2697".

DISCUSION.

Existen evidencias de que la histamina €s un importante neuroregulador
del gje reproductivo. Como se menciond anteriormente fa administracion de
histamina afecta la secrecion de la hormona luteinizante actuando a nivel del
sistema nervioso central al facilitar la secrecion de la GnRH (Kordon st al.,
1994). La administracion de histamina intracerebro-ventricular, mas no la
intravenosa, provoca fa secrecion de la LH in vivo y de la GnRH in vitro a partir
de explantes hipotalamicos. Por otra parte el bloqueo central de los receptores
para histamina o la inhibicion de la sintesis de histamina, tienen como
consecuencia una disminucion de la secrecion de fa GnRH y de la LH (Libertum
et al, 1976, Donoso et al, 1978; Miyake et al, 1987; Van Kirk et al, 1989;
Horno et al, 1989)

Los intentos para elucidar el tipo de receptor involucrado en el efecto
facilitador de la secrecion de la GnRH debido a la histamina han arrojado
resultados conflictivos. Por un lado la administracidn de antagonistas de
receptores del subtipo H1 a ovejas ovariectomizadas y estrogenizadas reduce la
concentracion de la LH circulante; asimismo, la estimulacion histaminérgica de
la secrecidn de la GnRH de fragmentos de hipotdlamo es mimetizada y
bloqueada respectivamente, por agonistas y antagonistas de receptores del
subtipo H1. Resultados discrepantes con estos son el de que en ratas
ovariectomizadas y estrogenizadas se requiere de la administracion conjunta de



antagonistas de receptores H1y H2 para bloquear la secrecion de la LH y el de
que la administracidn de agonistas H2 estimulan la secrecion. Esto podria
deberse a que la requlacion de la secrecion de la GnRH se da mediante una
intrincada red de intemeuronas y a que 1as neuronas histaminérgicas proyectan
fibras "varicosas” que establecen pocos contactos sindpticos clasicos con otras
neuronas, asi la secrecion de histamina podria difundir en el cerebro y afectar la
actividad de varias neuronas (Russell, 1990; Wada, 1991). Por lo tanto, se
puede pensar que la histamina no solo ejerce acciones directamente sobre
neuronas GnRHérgicas, sino también en circuitos neuronales aferentes a éstas.
Por ejemplo, se ha demostrado que la histamina afecta la secrecion
hipotaldmica de aminas biogénicas, més especificamente, la secrecion de
noradrenalina por rebanadas de hipotdlamo es estimulada por la activacion de
receptores para histamina del subtipo H2 (Blandina, 1989; Bealer, 1993),
aunque hay resultados que discrepan, (Ohtsuka, 1989) y es conocido que estas
aminas biogénicas como fa dopamina y la norepinefrina estan involucradas en
la secrecion de la GnRH (Kordon, 1994).

El presente trabajo se realizé para demostrar la presencia de receptores
para histamina del subtipo H1 en la linea de neuronas GnRHérgicas GT1-1. Las
propiedades de unién del radioligando °H-mepiramina, selectivo de receptores
para histamina del subtipo H1, documentan la presencia de estos receptores en
estas células nsurosecretoras de la GnRH. La afinidad aparente que presentan
los receptores H1 de las células GT., por la mepiramina (Ks=37.8 nM) se
encuentra dentro de los intervalos reportados en otros tejidos (Hill, 1990) y el
numero aparente de receptores que hallamos (Bnx=279 fmolmg. de proteina)
es muy similar al previamente reportado en astrocitos y en preparaciones de
membranas de corteza cerebral (Inagaki, 1988). Como se menciono
anteriormente los ligandos de receptores para histamina no son del todo
selectivos entre los distintos subtipos de dichos receptores, por 1o que para
discernir con mayor certidumbre €l tipo de receptor que se estaba marcando con
la *H-mepiramina se realizaron ensayos de competencia, los cuales dieron como
resultado que los ligandos que se ha descrito como mas selectivos de los
receptores H1 fueron capas de desplazar la marca radioactiva con una potencia
tres ordenes de magnitud mayor que un ligando que se considera mas selectivo
de los receptores H2. Estos resultados son consistentes con los resultados
farmacolégicos en los que se midio la secrecion de la GnRH y la produccién de
fosfatos de inositol como respuesta a la administracion de histamina en



presencia de antagonistas selectivos para los distintos subtipos de receptores
para histamina.

Los resultados a los que me he referido fueron oblenidos por nuestro
grupo de trabajo. Una presentacion preliminar de ellos se hizo en la 76° reunion
anual de la Sociedad de Endocrinologia de EE.UU. y un muy detallado reporte
fue hecho por Dirk Hol en 1894, en su tesis de licenciatura. A continuacién hago
una breve descripcion de los mismos.

Facilitacién de fa secrecién de la GnRH de células GT,¢ por la
administracion de histamina. Con el propdsito de analizar si las neuronas
GnRHérgicas expresan receptores para histamina gracias a los cuales se pueda
modular directamente la secrecion de la GnRH, se hicieron experimentos en los
cuales la células GT., fueron perfundidas con histamina y la GnRH secretada al
medio de cultivo fue monitoreada mediante un radicinmunoensayo. Justo
después de la infusion de histamina observamos un rdpido aumento en la
concentracion de la GnRH en el medio de incubacién y la concentracion de
GnRH en el medio se mantuvo elevada mientras la histamina estuvo presente.
Cuando se suspendid la infusion de histamina, se observd un rapido descenso
de la secrecion de la GnRH (figura 5). Cuando se hicieron estudios
tarmacoldgicos de esta respuesta se observo una facilitacidn de la secrecion de
la GnRH directamente dependiente de la dosis de histamina (figura 6A). Por otro
lado, dicha facilitacién fue inhibida por la administracién de concentraciones
equimolares de mepiramina, un antagonista selectivo de receptores para
histamina del subtipo H1, pero no fue bloqueada por ranitidina ni por
tioperamida que son antagonistas de receptores de los subtipos H2 y H3,
respectivamente (figura 6B). Estos resultados son consistentes con la idea de
que las neuronas GT,., tienen receptores para histamina del subtipo H1
mediante los cuales la histamina facilita la secrecion de la GnRH de manera
sostenida, reversible y dependiente de la dosis.

Facilitacion por la histamina de la formacion de fosfatos de inositol
en células GT,; Como se mencioné anteriormente, los receptores para
histamina del subtipo H1 habitualmente se encuentran acoplados positivamente
a la hidrélisis de fosfoinositidos (Haaksma et al., 1990; Parsons et al., 1991), y
dado que los primeros estudios farmacoldgicos con las células GT.y indicaban
la participacion de receptores del subtipo H1, se decidié analizar el efecto de la
histamina sobre la produccidn de fosfatos de inositol en células GT,.,. Se
encontré que la histamina facilita la formacion de fosfatos de inositol en células
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Figura 5.- Efecto de la infusién de 1 uM de histamina. sobre la
secrecion de la GnRH por células GT,., en perfusién. Cémaras Sykes -Moore
con dos laminillas cubiertas de células (50-70% de confluencia) fueron
perfundidas con solucién salina de Locke, luego de un periddo de equilibrio de
una hora, se colectaron fracciones cada 4 minutos y se midio la concentracién
de la GnRH por radioinmunoensayo. Se ilustran dos experimentos
representativos.



GnRH (pg/mil)

CONTROL 1OpM 1pM 100nM  10nM 1 nM

B HISTAMINA 4
*
80 %
_—~ 1
— . T
% 60 1 *
=
: y
c
207
O
, st
CONTROL - MEP  RAN  TIO MEP+RAN

HISTAMINA 100 uM

Figura 6.- Efecto de la aplicacién de histamina sobre la secrecion de
la GnRH por células GT,., en cultivo estatico. A) Cultivos tratados por 30 min.
con concentraciones decrecientes de histamina (1 nM - 10 uM). B) Cultivos
tratados con 100 uM de histamina sola, 0 en combinacién con concentraciones
equimolares de los antagonistas selectivos de receptores H1, H2 o H3
mepiramina (MEP), ranitidina {RAN) y tioperamida (TI10), respectivamente. *, P<
0.05 vs el grupo control, **, P<0.05 vs el grupo tratado con histamina sola.
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Figura 8.- A) Efecto del agonista de receptores para histamina del
subtipos H1, 2-tiazoliletilamina, sobre la acumulacién de *H-fosfatos de
inositol en células GT.., . Los cultivos fusron tratados por 30 min. con 100 mM
de histamina o con concentraciones crecientes de 2-tiazoliletilamina (10 nM-1
mM). * P< 0.0 vs el grupo control. B) Efecto del antagonistas de receptores
para histamina del subtipos H1, clorfeniramina, sobre la estimulacion de la
acumulacién de *H-fosfatos de inositol inducida por histamina en células
GT4.4. Los cultivos fueron tratados por 30 min. con 100 uM de histamina sola o
combinada con concentraciones crecientes del antagonista. *, P<0.05 vs el
grupo control, **, P<0.05 vs e! grupo tratado con histamina sola.



GT,., en forma paralela a fa facilitacion de la secrecion de la GnRH. Este efecto
se di6 en forma dependiente de fa dosis, y del tiempo (figura 7). Cuando hicimos
estudios farmacoldgicos los resultados indicaron que la formacion de fosfatos
de inosito! estaba mediada por receplores con caracteristicas de receptores H1
ya que: La facilitacion de fa formacion de fosfatos de inositol debida a fa
administracién de histamina fue mimetizada por la 2-tiazoliletilamina (figura 8A).
un agonista de receplores para histamina del subtipo H!, mas no por el
dimaprit, un agonista de receptores Hz, ni por la a-metil histamina, un agonista
de receptores H3. Por otro lado, el efecto inducido por la histamina fue
bloqueado por la administracién de log antagonistas selectivos de receptores
H1, clorfeniramina (ligura 8B) y mepiramina pero no por los antagonistas de 10s
receptores H2 o H3, ranitidina y tioperamida respectivamente.

Estos resultados junto con los obtenidos en el presente trabajo,
refuerzan las similitudes entre la fisiologfa hipotalamica y la de las células GT..,
(], expresion de receptores con propiedades farmacoldgicas andlogas e
identidad de los segundos mensajeros acoplado el efecto de la histamina)
sugiriendo una vez mds que las neuronas GTy., son un buen modelo de
neuronas GnRHgrgicas.

En general estos resultados coinciden con los reporles previos que
indican una facilitacién de la secrecion de la GnRH debida a la histamina. El
hecho de que las neuronas GT,., se derivaron en forma clonal de neuronas
secretoras de la GnRH, nos permite pensar que fa aplicacion exdgena de la
histamina activa directamente células secretoras de la GnRH, sugiriendo que
los efgctos reportados de la histamina sobre el aparato reproductor tanto in vivo
como in vitro podrian ejercerse, al menos en parts, por una accién directa sobre
estas neuronas.

No hay que perder de vista que las neuronas GTy,, son células
transformadas que pueden estar expresando receptores que las neuronas
GnRHérgicas no exprasen, ¢ bien pueden expresar receptoras en cantidades
diferantes a las que las neuronas normales expresan, ya que la expresion de
receptores puede estar influgnciada por informacion que otras neuronas
fransmiten a fas GnRHérgicas. Por ejemplo, se han observado diferencias en Ia
facilitacién de la secrecién de la GnRH debida a la histamina dependiendo del
sexo del animal experimental, lo cual se podria explicar si la expresion de los
receptores para histamina en las células secrstoras de la GnRH fuese
dependiente de esteroidas, y obviamente en nuestro sistema experimental no
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exislen neuronas capaces de transmitir a las células GT,, este tipo de
informacion.

CONCLUSION.

Las células GT,, tienen en sus membranas sitios de union especificos
para la *H-mepiramina, un radioligando de receptores para histamina del sublipo
H1.

Si estos resultados se suman a los datos farmacoldgicos podemos con
mucha certeza afirmar que las células GT+., tienen receptores para histamina
del subtipo H1, a través de los cuales la histamina facilita la secrecion de fa
GnRH.

La existencia de receptores para histamina en las células GT,, sugiere
que la histamina puede estimular, al menos en parte, al eje reproductivo
directamente en la superficie de las neuronas GnRHérgicas mediante la
activacion de receptoras para histamina dal subtipo H1 acoplados positivamente
ala formacidn de fosfatos de inositol.
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