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Lo conocido es finito, lo desconocido infinito; 
Intelectualmente nos hallamos en un islote 
en medIo del océano ilimitado de lo inexplicable. 
La tarea de cada generación es reclamar un poco más de ese terreno, 
añadir algo a la extensIón y solidez de nuestras posesIones. 

THOMAS HENRY HUXLEY, en la presentación de 
Orígen de las especies (1887) 

El eterno misterio del mundo es su comprensibIlidad. 
ALBERT EINSTEIN (1939) 



RESUMEN 

RESUMEN 

La Dopamina hipotalámica (DA), suprime tónica mente la secreción de Prolactina 
(PRL) de la hipófisis anterior. El escape transitorio del tono dopaminérgico se 
relaciona, no solo con una amplia secreción de PRL, sino con la potenciación sostenida 
de la acción de secretagogos como la Hormona liberadora de Tirotrofinas (TRH). 

Evidencias previas sugieren que la modulación específica de canales de Ca" 
dependientes de voltaje HVA pudiera estar involucrada en esta potenciación. 
Utilizando la línea lactotrópica GH4Cl, transfectada con el receptor dopaminérgico 
02 humano, se probó la hipótesis de que la suspensión aguda de la acción 

dopaminérgica induce la facilitación del influjo de Ca" a través de canales 
dependientes de voltaje (HVA). 
Utilizando 6a 2

+ como acarreador de carga a través de canales de Ca2 +; los efectos de 

la administración y suspensión de DA sobre la corriente macroscópica de Ca'· fueron 
analizados utilizando la técnica de fijación de voltaje (patch-clamp) en la configuración 
de célula entera. 
Los resultados obtenidos muestran que la administración de DA activa una corriente 
rectificadora entrante de K+ que se ha relacionado con eventos de hiperpolarización 
de la membrana de los lactotropos. 
Paralelamente, la corriente macroscópica de Ba'· disminuyó significativamente ante la 
exposición fásica y crónica a DA, en forma proporcional al tiempo de exposición a esta 
neurohormona. 
La suspensión del tono dopaminérgico, por su parte, provocó una facilitación bifásica 
de la comente de Ba" conducida principalmente a través de canales dependientes de 

voltaje tipo L. Un incremento inicial del 100% se detectó entre los primeros 10 Y 40 
minutos; mientras que un segundo aumento, de la misma magnitud se registró 24 
horas después. 
Los presentes resultados demuestran directamente que la disociación de la DA de 
receptores específicos D2, expresados en células GH4C1 causa un incremento en la 

conductancia de los canales de Ca2
+ activados por alto voltaje, Jos cuales juegan un 

importante papel en la amplificación de las cascadas de señalización endocrinas; así 
como en la potenciación de la secreción de PRL, evocada por TRH ante la suspensión 
del tono dopaminérgico. 



INTRODUCCION 

1. INTRODUCCION. 

El interés de este proyecto es determinar si la señal dopaminérglca. en particular 
la suspensión de DA. modula la corriente de Ca" en los lactotropos hipo¡'sianos. 
Este trabajo se enmarca dentro del contexto de los estudios de fenómenos de 
neurosecreción. que ocurren en el eje hipotálamo-hipófisis. en los que esta 
glándula actúa como un órgano o relevo de amplificación de señales neurales para 
su transformación en señales endocrinas. 

Durante la lactancia, y en una variedad de condiciones funcionales, los Impulsos 
neurales generados por la succión y otros estímulos, son procesados en el sistema 
nervioso central, donde tienen efecto sobre neuronas hipotalamJcas secretoras, 
que liberan factores hipofisiotrópicos a la circulación portal. De esta forma. el 
mensaje neurogénico originado. por la succión, es transformado en mensajeros 
químicos que inhiben o estimulan la secreción de PRL. 
La existencia de un microsistema de circulación especializado hace posible este 
tipo especial de comunicación intercelular: la comunicación neuroendocrina. Esta 
actúa como 'lnterfase entre el sistema nervioso y el endocrino. ya que la actiVidad 
de las células se relaciona directamente con su actividad endocnna. 
El proceso de neurosecreción permite regular en forma homeostátlca los niveles 
de diversas hormonas relevantes para el buen funcionamiento del organismo. en 
función de la integración de información sobre el estado de! mediO interno del 
mismo (en parte producido por esas mismas hormonas) y el mediO externo. 
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INTRODUCCION 

1. La Prolactina (PRL) 

El estudio de la secreción de prolactina (PRLl. se ha convertido en un paradigma 
de los procesos de secreción, debido en un principio a varias características que 
facilitan su análisis. Entre estas características, destacan la facilidad del manejo 
experimental del estímulo que evoca el proceso: la succión; los altos niveles de 
hormona secretada, que facilitan su cuantificación, así como la integración de 
múltiples señales extracelulares y transmembranales de regulación y control. 
Las hipótesis iniciales desarrolladas para explicar esta regulación se basaban en 
las siguientes suposiciones: 

i) los factores reguladores involucrados actúan a través de su unión a 
receptores específicos. 

ii) la información de este complejo activa señales transmembranales únicas. 
iii) el efecto final de la interacción de múltiples factores reguladores resulta 

de la suma algebraica de los efectos indiv·,duales. 
Estas suposiciones, que resultaron ser falsas. por lo menos parcialmente, no eran 
privativas del proceso de secreción de prolactina, Sino compartidas con otros 
modelos experimentales de secreción. En este sentido. el modelo de la secreción 
de PRl, ha mostrado ser particularmente út,l para el análisis de estos aspectos. 
La información que su estudio está proporcionando empieza a extenderse a otros 
sistemas de secreción. 

La PRL es la hormona hipofisiaria más versátil, tanto en el número como en la 
diversidad de los procesos fisiológicos que regula. 
El papel que juega en la preparación, mantenimiento y actividad secretora de la 
glándula mamaria es de fundamental importancia. La PRL es una molécula 
esencial para la supervivencia de los mamíferos después del nacimiento. 
Durante la lactancia, el desencadenamiento del proceso de la secreción de PRL es 
provocado por la cría mediante la succión, estimulando el pezón de la madre. Los 
impulsos nerviosos generados por la succión son transportados al sistema 
nervioso central, donde tienen efectos sobre neuronas secretoras localizadas en el 
hipotálamo. Estas neuronas liberan hormonas hipofisiotrópicas hacia la circulación 
portal, que conecta el sistema nervioso con la adenohipófisis. De esta manera, el 
mensaje neural desencadenado por la succión es finalmente transformado en 
forma de factores hipotalámicos que est,mulan o inhiben la secreción de PRL. Pero 
como se mencionó anteriormente esta hormona ejerce otros efectos adicionales a 
su papel en la lactancia. 

La PRL, fue descubierta hace alrededor de 60 años en extractos hipofisiarios y se 
consideró como una hormona exclusivamente adenohipofisiaria por muchos años. 
En estudios recientes se ha demostrado que también es producida por fuentes 
extrahipofisiarias tales como la decidua uretrina. el cerebro y diversos tejidos del 
sistema inmune (Sinha, 1992). Así mismo posee una notable versatilidad 
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funcional. Si bien sus acciones más conocidas son las ejercidas sobre la glándula 
mamaria y el sistema reproductor, se la han descrito más de 100 efectos distintos 
a lo largo de la escala de los vertebrados (DeVlaming, 1979). La gran variabilidad 
de sus efectos se ha asociado con su notable polimorfismo estructural, así como 
con la heterogeneidad de sus receptores. Esta hormona constituye un claro 
ejemplo de divergencia funcional entre las proteínas reguladoras. 

La molécula de PRL está compuesta por una sola cadena polipeptídica constituida 
de 197·199 aminoácidos. Dependiendo de la especie presenta tres enlaces 
disulfuro: uno cerca del extremo aminoterminal, otro cercano al extremo carboxilo 
terminel, y otro en la región media (Fig.2). La hormona entera tiene un peso 
molecular de 23·24 Kd; sin embargo, se han detectado diversas isofarmas con 
distintos pesos moleculares y con diferente bioactividad. 

4 
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Fig.l .. Estructura molecular de la PRL obtenida de la hipófisis anterior de rata. 
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1.1 ESTRUCTURA MOLECULAR DE PRL 

El gen de PRL reportado originalmente tenia un tamaño de 10 Kb, Y estaba 
constituido por cinco exones y cuatro intrones (Fig. 3). Aunque estudios más 
recientes sobre la estructura del gen de PRL humana proponen un tamaño de 15 
Kb Y la presencia de un sexto exón. Esta secuencia aparece solamente en el 
mensajero de la PRL placentaria, más no en la hipofisiaria, y además no se 
traduce. 
La forma dominante de PRL en la hipófisis es aquella de 23 KD, que corresponde 
como se mencionó anteriormente a la forma nativa. Sin embargo se han 
encontrado numerosas variantes o formas moleculares, aunque menos abundantes 
(J.D. Neil & G.M.Nagy, 1994). Hasta el momento las evidencias apuntan a la 
existencia de un solo gen para PRL en el genoma haploide, por lo que se ha 
propuesto que las variantes moleculares reportadas son el resultado de diferentes 
procesamientos postraduccionales del mensajero (RNAm). 

1.2 SECRECION DE PRL 
1.2.1 Control hipotalámico. 

En 1955, Geoffrey Harris y sus colegas propusieron la hipóteSIs neurohumoral 
para explicar el control hipotalámico de la secreción adenohipo¡'slana. Es entonces 
cuando se propone por primera vez que la secreción de PRL podría ser estimulada 
por un factor hipofisiotrópico. 
La secreción de PRL está regulada en los mamíferos por factores hlpotalámicos 
tanto inhibidores como estimuladores. Los modelos iniciales óe regulación de PRL 
proponían que la unión de estos factores a receptores especifIcas Drovocaba la 
activación de vías únicas, y que las acciones de múltiples vias hormonales de 
regulación, eran integradas de forma aditiva. Sin embargo. la regulación de la 
secreción de PRL en los lactotropos, no resulta de la simple suma algebraica de 
acciones inhibitorias y estimuladoras; sino de un sistema plelotróplco altamente 
interactivo. 

La síntesis y secreción de PRL por los lactotropos adenohlpofrslanos han sido 
extensamente estudiadas tanto in vivo como in vitro a lo largo de las últImas dos 
décadas (Weiner, et al., 1988; Lamberts y MacLeod,1990). In VIVO ambos 
procesos están sometidos a una regulación tónica inhibitona. En ausenCIa de 
control hipotalámico. los lactotropos muestran una elevada tasa de secreción 
espontánea, lo que contrasta con otros tipos celulares que componen la 
adenohipófisis. La incubación in vitro de fragmentos o células hipofisiarias 
dispersas se asocia con una liberación sustancial de PRL (Pasteels, 1961). 
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Entre 1960 Y 1963 Pasteels y sus colaboradores demostraron que podían reducir 
la concentración de PRL secretada in vitro, cuando 'Incubaban hipóHs'ls con 
fragmentos o extractos hipotalámicos. En 1963, Meltes y su equipo confirmaron la 
eXistencia de un factor inhibidor de la secreción de PRL (PIF). 
La lesión de la eminencia media hipotalámica, la sección del tallo hipofisiario y el 
transplante de hipófisis a la cápsula renal (Everett, 1945; Chen et al.,1970) 
producen hiperprolactinemia. 
Poco tiempo después, se reportó que la utilización de fármacos que interrumpían 
el metabolismo de catecolaminas provocaba alteraciones en la secreción de PRL; 
este hecho aunado a las elevadas concentraciones, fisiológicamente activas, de 
Dopamina (DA), presentes en la eminencia media y en el plasma de sangre portal 
(Ben-jonathan et al, 1980; de Greef y Visser, 1981), llevaron al estudio de esta 
neurohormona como el posible y principal PIF. 
La detección de receptores dopaminérgicos en membranas de células 
hipofisiarias, y en particular receptores D2 en los lactotropos, (Caron et al. ,1978; 
Cronin y Weiner,1979), fue un dato importante para concebir a la DA como el 
principal PIF, aunque no el único. 
A pesar de la aparente suficiencia del sistema dopaminérgico para inhibir la 
secreción de PRL, otros PIFs de origen hipotalámico han sido detectados, aún 
cuando su papel fisiológico no esta muy claro todavía. Uno de ellos es el ácido 
GAMMA-aminobutírico (GABA), que al parecer inhibe directamente la liberación 
de PRL. Receptores para GABA han sido detectados en células hipofisiarias con 
técnicas inmunohistoquímicas, 
Las endotelinas 1 y 2 también han sido reportadas como inhibidores de la 
secreción de PRL in vitro, y en forma dosis dependiente, sin afectar de manera 
alguna los receptores dopaminérgicos (Neill y Nagy, 1994; Samson, et al., 1992). 
Estos péptidos están presentes en los tres lóbulos de la hipófisis, donde además 
se encuentran en concentraciones mas elevadas que en el resto del cerebro; lo 
que podría indicar su participación en los procesos de regulación de la secreción 
de PRL. 

i. Dopamina. 

La DA es capaz de regular la secreción de PRL mediante la ocupación y la 
desocupación de receptores específicos, clasificados farmacológicamente como 
D2. 
En una variedad de condiciones fisiológicas, la administración de antagonistas 
dopaminérgicos, incluyendo aquellos que no cruzan la barrera hematoencefálica, 
causan un aumento rápido en la liberación de PRL (Cocchi et al., 1980; Lamberts y 
MacLeod ,1990). En forma semejante, la secreción de PRL aumenta 
dramáticamente cuando se elimina a la DA del medio en que se cultivan los 
lactotropos (Denef et al,1984; Martínez de la Escalera et al.,1988, Martínez de la 
Escalera y Weiner,1988). 
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La suspensión de la neurohormona DA provoca la secreción de PRL con un patrón 
rítmico (Swearingen et al.,1990). Estos resultados muestran que además del 
papel que juega la DA como inhibidor, su suspensión aguda es un potente 
estímulo facilitador de la secreción de PRL. La secreción pulsátil observada 
subsecuentemente a la suspensión de DA sugiere que la inhibición tónica 
dopaminérgica juega entre otros un papel sincronizador de los lactotropos. 

Como se ha mencionado, la DA inhibe tónica mente la secreción de PRL al ocupar 
receptores específicos en la membrana de los lactotropos adenohipofisiarios. La 
concentración de DA en sangre portal es suficiente para ocupar el 80% de los 
receptores dopaminérglcos D2 en la hipófisis anterior (Martin,MC,1984) y el 
grado de inhibición es proporcional al grado de ocupación de los receptores. 
Disminuciones breves en la concentración de DA en sangre de la vena porta se 
han asociado con incrementos en los niveles circulantes de PRL en respuesta a 
diversos estímulos. 
Durante la lactancia, el estímulo de la succión induce una disminución en la 
concentración de DA en el hipotálamo basal, precediendo a aumentos importantes 
en la concentración de PRL en sangre (Mena et al,1976). La disminución de DA 
en sangre portal se observa también en la tarde del proestro, en paralelo al pico 
de PRL evocado por el estradiol circulante (Ben-Jonathan et al., 1977; de Greef et 
al., 1985). 
La estimulación eléctrica del nervio mamario, simulando la succión (Mena et 
al.,1980), induce una disminución del 50-70% en la concentración de DA en la 
vena porta. Dicha diminución tiene una duración aproximada de 3 a 1 Omin, a pesar 
de que la secreción de PRL perdura tanto como el estímulo de la succión (30-
60min) (Grosvenor et al., 1979). 
La DA presenta una rápida tasa de disociación de su receptor; lo cual es 
consistente con la idea de la transmisión de una señal a través de una disminución 
rápida y marcada en los niveles de DA. La observación de que disminuciones 
transitorias en la concentración dopaminérgica resulta tan solo en una secreción 
modesta de PRL, sugiere, que la secreción de esta hormona en respuesta a la 
succión debería estar regulada por factores adicionales. Sin embargo, el hecho de 
que la administración de antagonístas dopaminérgicos bloquea el aumento de PRL 
circulante inducido por la succión (Grosvenor et al.,1980), parece indicar, que la 
disminución transitoria de DA portal no es suficiente, pero sí necesana para la 
secreción masiva de PRL; ejerciendo además, un efecto modulador de la 
respuesta de los lactotropos a la acción estimuladora de TRH. 

ii. Hormona liberadora de tirotrofinas. 

Los dos mecanismos generales mediante los cuales la actividad neuronal 
hipotalámica puede estimular la secreción de PRL en la hipófisis anterior 
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involucran la inhibición de PIF; como se ha visto, y la estimulación de un factor 
liberador de PRL (PRF). 
El péptido hipotalámico TRH fue originalmente considerado como el factor 
hipofisiotrópico encargado de estimular la secreción de la hormona estimulante de 
tiroides (TSH), pero pronto se demostró su capacidad para estimular la secreción 
de PRL en forma dependiente de la dosis tanto in vivo como in Vltro en CUltiVOS de 
células hipofisiarias y líneas celulares secretoras de PRL (Tashllan et al.,l 971; 
Blake, 1974; Burnet y Wakerley, 1976; Grosvenor y Mena,1980). 
Receptores de membrana específicos para TRH han sido caracterizados en células 
hipofisiarias secretoras de PRL normales y transformadas (Hinkle y 
Tashjian,1973). 
El nivel circulante de TRH en sangre portal aumenta en paralelo a la prolactinemia, 
durante la tarde del proestro (Fink et al., 1982), y en respuesta a la succión (Greef 
y Visser, 1981). Así mismo, la hiperprolactinemia característica de la tarde del 
proestro y la inducida por la succión son bloqueadas mediante el pretratamlento 
con antisuero anti·TRH. 
Aunque se han reportado aumentos en la concentración circulante de hormona 
estimulante de la Tiroides CTSH) en respuesta a la succión (Blake, 1974; Burnet y 
Wakerley, 1976), existen evidencias contradictorias respecto a la participación de 
TRH en la secreción de PRL. Una de ellas es la falta de coordinación entre la 
secreción de TSH y PRL in vivo (Reskind et al.,1984). Una explicaCión que 
reconciliaría estas discrepancias seria la existencia de una regulación redundante 
de la secreción de PRL, que incluyera factores facilitadores o estimuladores de la 
secreción adicionales a TRH. Además, la regulación de PRL podría vanar de 
acuerdo a la especie, cepa y estado fisiológico del animal. 

iii. Regulación Pleiotrópica de la secreción de PRL. 

Una serie de observaciones sugirieron que las hormonas hipotalámlcas Inhlbldoras 
y facilitadoras de la secreción de PRL, podrían estar actuando en forma Interactiva 
y no independiente. La más importante de estas observaciones fue quizás, que en 
ratas lactantes, el escape momentáneo de la acción dopaminérglca produce un 
incremento dramático en la eficacia de la TRH y de otros factores estimuladores 
de la liberación de PRL (Grosvenor et al.,1980;1984;Grosvenor y Mena.1980). Un 
breve periodo de succión potencia la eficacia de TRH y de los extractos 
hipotalámicos crudos para secretar PRL. La preadministraclón de un agonista 
dopaminérgico, previene este efecto, lo que sugiere que el mecanismo 
responsable de la potenciación involucra la disminución transitoria en los niveles 
activos de DA. 
Este aumento en la eficacia de TRH para estimular la secreción de PRL en 
respuesta a la breve disminución del tono dopaminérgico, ha Sido comprobado In 

vivo en ratas ciclantes, lactantes, embarazadas y tratadas con estrógenos y 
progesterona (de Greef y Visser, 1981; Plotsky y Neill,1982; Pan y Mal,1990; 
Haisenleder et al,1991), y en células hipofisiarias dispersas de ratas lactantes 
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(Martínez de la Escalera et al.,1988), de ratas ovarectomizadas y estrogenizadas 
(Martínez de la Escalera et al., 1988;1989; Martínez de la Escalera y Weiner, 
1988; 1990). Experimentos perfundiendo estos cultivos celulares han permitido un 
análisis temporal del efecto de la suspensión transitoria de DA, mostrando en 
forma clara la marcada sensibilización que ésta produce sobre el efecto facilitador 
de TRH. 

La suspensión de DA no potencia la eficacia de todos los factores secretores de 
PRL. Tal es el caso del péptido intestinal vasoactivo (VIP), cuya administración 
incrementa modestamente los niveles de PRL liberados tanto en cultivos 
perfundidos tónica mente con DA. como en aquellos que han sido sometidos a una 
suspensión transitoria de la mencionada neurohormona (Martínez de la Escalera et 
al, 1988). La administración de antagonistas dopaminérgicos que alteran la 
respuesta a TRH, no modifican la respuesta a VIP. Así mismo, el bloqueo temporal 
de los receptores dopaminérgicos no potencia la secreción de PRL Inducida por 
oxitocina y por vasopresina (Pan y Mai, 1990). 
Estos resultados indican que la disociación del complejo dopamina·receptor activa 
una cascada de eventos intracelulares, que distalmente acopla la secreción de 
PRL con la vía evocada por TRH, más no con aquella activada por otras 
neurohormonas como VIP. 
De manera inversa, el escape temporal del tono dopaminérgico no es la única 
señal con capacidad para potenciar la respuesta secretora de los lactotropos a 
TRH. Un efecto similar ocurre también como consecuencia de la acción previa del 
VIP (Martínez de la Escalera y Weiner,1988). 

1.2.2 Vías de señalización. 

i. Mecanismos de acción de la DA 
Efectos inducidos por la formación del complejo DA· receptor. 

Varias son las vías de señalización transmembranal que están acopladas a los 
receptores dopaminérgicos D2 en los lactotropos. Los receptores dopaminérgicos 
en la hipófisis anterior pertenecen a la familia de los llamados receptores con siete 
segmentos transmembranales (Grandy et al,1989), cuyas acciones son mediadas 
por proteínas G. 
Las acciones inhibitorias de la DA pueden bloquearse mediante el pretratamiento 
con la toxina de Pertussis (Cronin et al.,1983), lo que sugiere que el acoplamiento 
del receptor con su efector involucra la acción de una proteína inhlbidora 
dependiente de GTP (Gil. 
La administración de DA inhibe la actividad de la adenilato ciclasa, y disminuye así 
mismo la concentración de AMP cíclico (AMPc). Estos efectos se reproducen por 
la administración de agonistas, y se bloquean por antagonistas aopammérgicos 
selectivos de receptores D2. 
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acción dopaminérgica con un efecto 
(PKC) (Taraskevich y Douglas,1 978; 

Thorner et al., 1980; Simmonds y 

Los efectos de la DA sobre la homeostasis del Ca" son consistentes con un 
acoplamiento negativo de los receptores dopaminergicos con la fosfohpasa C 
(Canonico et al.,1982; Enjalbert et al 1986; Journot et al.,1987). Una disminución 
en los niveles de inositol trifosfato (IP,) explica parcialmente el efecto inhibitorio 
de la DA sobre la concentración intracelular de Ca", dado que IP3 promueve la 
liberación del ión de los almacenes intracelulares. 
La DA parece ejercer efectos directos sobre la actividad eléctrica de las células. 
La aplicación aguda de DA provoca un marcado aumento en la permeabilidad al 
K', induciendo una hiperpolarización de la membrana de los lactotropos que se 
relaciona con el cese de la actividad espontanea. Este fenómeno ocurre en forma 
independiente de Ca'+ (Chen et al., 1993; Gregerson KA et al.,1 994). 

Efectos inducidos por la disociación del complejo DA-receptor, 

La suspensión fásica de DA produce un aumento rápido en la concentración 
intracelular de AMPc (Martínez de la Escalera y Welner, 1988), lo que promueve la 
activación de la proteína cinasa A (PKA). La disociación del complejo DA-receptor 
activa a la adenilato ciclasa con tanta potencia como la asociación del mismo la 
inhibe. Este hecho pareciera indicar que la adenilato ciclasa en los lactotropos 
esta intrínsecamente activa o estimulada tónica mente. 
Por otro lado, el acople de los receptores dopaminérgicos con la vía de la 
fosfolipasa C sólo se observa en respuesta a la disociación del complejo DA­
receptor. Células incubadas con DA por 24hs. responden a la suspensión fásica de 
ésta con un aumento significativo de la concentración Jntracelular de los fosfatos 
de inositol, mientras que la administración fásica a células Incubadas en ausenCIa 
de DA por el mismo período, no parece tener ningún efecto (Martínez de la 
Escalera et al.,1987; Martínez de la Escalera y WeJner, 1988). Esto podría deberse 
a que a diferencia de la vía del AMPc, la vía de los fosfatos de inositol no parece 
estar activada en forma constante en los lactotropos. 
Son varios los componentes del sistema Ca2+/PKC que están acoplados a la 
señal de la suspensión dopaminérglca. Esta señal estimula también la 
translocación de la PKC a una fracción membranal, y la fosforilación de un 
sustrato específico de esta cinasa (Martínez de la Escalera et al,1 989), una 
proteína que parece ser idéntica a la que se encuentra asociada a los 
microtúbulos, (referida como MAP-80). Al parecer, la suspensión del tono 
dopaminérgico induce la fosforilación de al menos ocho proteínas asociadas a 
microtúbulos, lo cual pudiera tener relevancia en cuanto a los procesos de 
transporte y exocitosis de gránulos de secreción con contenido hormonal. 
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La suspensión de DA aplicada transitoriamente, tiene como resultado un aumento 
en la actividad eléctrica de los lactotropos, que coincide con eventos de secreción 
de PRL. (Chen et al.,1993; Gregerson, KA et al.,1994). 

ii. Mecanismos de acción de TRH. 

La transducción del efecto de TRH ha sido profundamente estudiado, sobre todo 
en las líneas celulares GH. La clonación del receptor especifico demostró que 
pertenece a la familia de los receptores con siete segmentos transmembranales 
(Straub et al.,1990). 
Hasta el momento todas las evidencias muestran al sistema Ca'+ /PKC como el 
principal mediador involucrado en la acción de TRH sobre la secreción de PRL. 
La unión de TRH a su receptor causa un rápido incremento en los niveles de los 
fosfatos de inositol y de diacilglicerol (Martin, 1983; Rebecchi et al.,1983). Esta 
respuesta es dependiente de Ca2

+, e involucra como intermediario a una proteína 
dependiente de GTP (Hinkle y Kinsella,1984). 
TRH provoca elevaciones en la concentración de Ca2

+ intracelular con un patrón 
bifásico (Albert y Tashjian, 1984). En la fase temprana el Ca'+ proviene de 
fuentes intracelulares, mientras que en la fase sostenida, se debe al influjo del 
mismo del medio extracelular a través de canales dependientes de voltaje 
(Hagiwara y Ohmori,1983). 
La acción de TRH estimula la fosforilación de una variada colección de proteínas 
en forma dependiente de Ca'+ y de la PKC. 

iii. Interacción de vías de señalización en la regulación pleiotrópica de la 
secreción de PRL: El Ca'+ una pieza clave. 

La regulación fisiológica de la secreción hormonal involucra la interacción 
finamente orquestada de múltiples vías de señalización. El control de la secreción 
de PRL es particularmente complejo, debido a la interacción de varias fuentes 
sensoriales que actúan a través de factores hipotalámicos, tanto estimuladores 
como inhibidores; así como por la acción de hormonas hipofisiarias con efectos 
parácrinos y autocrinos. 
El análisis de las interacciones de las vías de transducción evocadas por DA y 
TRH, hace suponer que la activación de la proteína cinasa A (PKA) es 
determinante para que ocurra el fenómeno de potenciación del efecto de TRH. La 
magnitud de dicha potenciación ante la suspensión temporal del tono 
dopaminérgico es muy similar cuando se administran análogos del AMPc, o con la 
administración previa de VIP. que a su vez activa a la adenilato ciclasa. Estas 
observaciones apoyan la idea de un papel central de la PKA en la regulación del 
sistema. 
Un substrato potencial para la cinasa A son los canales de Ca2

+ (Curt'ls y 
Callerall,198S). La fosforilación de estos, incrementa al parecer su probabilidad 
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de apertura y hace posible el reclutamiento de canales silenciosos en respuesta a 
una activación (Reuter, 1987). Ambos efectos resultarian en un aumento en el 
influjo de Ca" , y probablemente en una mayor secreción de PRL en respuesta a 
factores como TRH. Esta hipótesis se fundamenta en evidencias experimentales. 
La administración del activador de canales de Ca", Bay K 8644 a células en 
presencia tónica de DA, potencia también la acción liberadora de TRH (Hernández 
y Martinez de la Escalera, 1994). Este efecto es bloqueado por inhibldores de 
canales de Ca" tipo L como nifedipina y metoxiverapamil. 
La suspensión del tono dopaminér9ico activa también al sistema Ca'· /PKC; sin 
embargo la activación de esta via por TRH no auto potencia su efecto. El aumento 
en la sensibilidad de los lactotropos a TRH ante la suspensión de DA parece 
involucrar la fosforilación de canales de Ca'+ mediada por la acción redundante de 
la PKA y la PKC; ya que el bloqueo selectivo de cada una en particular no parece 
afectar el fenómeno de la potenciación, sin embargo, la inactivación conjunta de 
estas cinasas bloquea por completo dicho fenómeno. (Hernández y Martinez de la 
Escalera,1994). 

La idea de la participación del Ca" como la molécula acopladora entre estimulo y 
secreción de PRL se ha sustentado sobre los efectos de la homeostásls del ión 
sobre el proceso de exocitosis. La secreción de PRL diminuye en medios 
deficientes de Ca 2 '¡' y en presencia de bloqueadores de canales de Ca 2

.¡., en 
part'lcular canales tipo L, (Thorner et al., 1980; Chen et al.,1993; Gregerson KA 
et al.,1994); mientras que la elevación en los niveles de Ca'- intracelular por la 
administración de ianóforos (Delbeke y Dannies, 1985, Martíncz de la Escalera y 
Weiner,1988), por depolarizaciones provocadas con altas concentraciones de K­
(Tan y Tashjian,1984), y la administración de activadores de canales de 
Ca"estimulan la secreción de PRL. El influjo de Ca" del mediO extracelular 
parece ser un requisito indispensable para la secreción, y para fenómenos como el 
de la potenciación. 

Como se ha mencionado, la ocupación de los receptores dopammérglcos en los 
lactotropos provoca una hiperpolarización del potencial de membrana, que se ha 
relacionado con la activación de canales de K'¡'. Dicha hiperpolanzación parece ser 
crítica para que ocurran fenómenos como el rebote de secreción postenor a la 
suspensión de DA aplicada transitoriamente. El aumento en la comente de Ca 2

-

provocada por el escape de la acción dopaminérgica pudiera relacionarse en forma 
directa con dicha hiperpolarización, si ésta involucrara la remOCión de la 
inactivación de canales de Ca", activados por alto voltaje (HVA), como es el caso 
de los L, reportados en células hipofisiarias secretoras de PRL. 
La hiperpolarización de la membrana de lactotropos con fármaccs como 
valinom'lcina, mimetizó las acciones de la DA, inhibiendo la secreción de PRL, y 
estimulando la liberación después del lavado. Impidiendo el efecto hiperpolanzante 
de la aplicación de DA o valinomicina, utilizando concentraciones elevadas de K+ 
extracelular, en presencia de éstas, se bloquea tanto la inhibición como el llamado 
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rebote de secreción de PRL posterior a la suspensión dopaminérgica (Gregerson 
KA et al., 1994). 
Los efectos de DA sobre la actividad eléctrica de las células, Inducidos por la 
suspensión dopaminérgica, parecen preceder a los cambiqs en los sistemas de 
segundos mensajeros involucrados. (Gregerson et al.,1994). 

11. El Ca'+, 

El incremento en la concentración de Ca2
+ libre intracelular que ocurre en muchos 

tipos de células secretoras, como parte de la respuesta a diversos estímulos que 
activan la exocitosis, parece constituir una pieza importante en la regulación de 
dicho proceso. 
Los mecanismos que regulan el incremento del Ca2+ intracelular conocidos hasta 
el momento son: la presencia y apertura de canales jónicos en la membrana 
plasmática, que permiten el flujo del ión del exterior al interior celular; y la 
movilización de Ca" almacenado en depósitos intracelulares, provocada también 
por la activación de canales a través de segundos mensajeros Que Interactúan con 
receptores específicos. 

Los canales de Ca'· se encuentran en prácticamente todas las células excitables. 
Comparten algunas propiedades con canales de Na· y rectificadores tardios de 
K+, con quienes parecen tener una relación evolutiva. Los miembros de la familia 
de canales dependientes de voltaje, responden abriéndose con retardo después de 
un evento de despolarización. Se cierran rápidamente después de la repolanzaclón 
y muestran una forma de inactivación característica durante depolanzaciones 
sostenidas. 
Estos canales presentan una alta selectividad iónica, indicativa de un poro con 
radio mínimo pequeño, y son susceptibles de ser bloqueados por vanos agentes 
hidrofóbicos que actúan desde el interior de la célula. Los tres tipOS de canales 
mencionados también presentan similitudes considerables a nivel de sus 
secuencias de aminoácidos. Sin embargo, los canales de Ca" Juegan un papel 
único; el de traducir señales eléctricas en señales químicas. Mediante el control 
del flUJO de Ca" hacia el citoplasma pueden regularse una enorme cantidad de 
eventos intracelulares que son dependientes de Ca2

+. 
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11.1 Ca'+ COMO REGULADOR DE SECRECION: 

Los canales de Ca'+ juegan dos papeles trascendentales, uno es electrogénico, y 
el otro es regulador. 
La función electrogénica es la misma en todos los casos: el cambio en el potencial 
es utilizado para la apertura de los canales, y a su vez, la activación de los canales 
genera cambios eléctricos, Pero lo importante de este proceso, es que las células 
excitables transforman estos cambios eléctricos en acción mediante flujos de Ca'+ 
modulados por canales de Ca'+ sensibles o dependientes de voltaje, Este ión 
constituye un mensajero intracelular capaz de activar y modular una gran cantidad 
de procesos y funciones celulares, 
Cambios, al parecer puntuales o locales en la concentración de Ca" intracelular 
(lCa2+ Ji), pueden controlar funciones especializadas como la excitabilidad, la 
contracción o la exocitosis. y al mismo tiempo regular actividades celulares 
universales como el metabolismo y la expresión génica. 
En una célula en reposo. el Ca2

+ libre en el citoplasma se encuentra en niveles 
extremadamente bajos, La concentración normal de este ión en el reposo se 
encuentra entre 20 y 300 nM. Estas concentraciones se mantienen dentro de los 
rangos adecuados por la acción combinada de la bomba dependiente de ATP, y el 
sistema de intercambio Na+,Ca'+ en la superficie de la membrana. Bombas 
dependientes de ATP actúan también en organelos intracelulares como los 
retículos endoplásmico y sarcoplásmico. 

Como se ha mencionado con anterioridad, las elevaciones en [Ca" Ji se producen 
como resultado de la entrada de este ión del mediO extracelular, a través de 
canales en la superficie de la membrana celular, o bien por la liberación de Ca'+ 
de los almacenes intracelulares. 
Los mecanismos encargados de regresar la [Ca'+ Ji a los niveles basales en el 
reposo, incluyen la extrusión del ión a través de la membrana hacia el medio 
externo. así como el secuestro de Caz

+ hacia los almacenes intracelulares. Estos 
procesos involucran, como ya se mencionó. bombas de Caz.... e intercambiadores 
Na··Ca" (lnesi 1985; Carafoli 1987; Blaustein 1988; Schatzmann 1989). 

En los últimos años, el conocimiento sobre los mecanismos de entrada y descarga 
de Ca'· de los almacenes intracelulares se ha incrementado notablemente. 
La aplicación de la técnica de fijación de voltaje y otros estudios electrofislológlcos 
han aportado nueva información sobre la actividad de los canales de Ca" . 
Los canales presentes en organelos intracelulares han sido estudiados mediante 

su incorporación en membranas artificiales. Nuevos métodos para medir y 
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manipular la [Ca2+ Ji han permitido un mayor acercamiento al estudio de su 
compleja regulación. 
La utilización de la clonación molecular ha llevado a la caracterización de la 
estructura primaria de moléculas clave en el proceso; entre estas todas las 
grandes subunidades del receptor-(DHP) sensor de voltaje del canal de Ca'+ 
(DHPR) del músculo esquelético, así como canales liberadores de Ca'+ sensibles a 
Rianodina o inositol 1.4,5 trifosfato (IP3). Los resultados obtenidos en estos 
estudios indican hasta el momento, que los canales de Ca2+ en la superficie de la 
membrana y aquellos canales liberadores, presentes en almacenes intracelulares, 
son miembros de diferentes superfamilias de canales iónicos (Tsien y TSien,1990). 

La multiplicidad de mecanismos que regulan e involucran la movilización de Ca2
+ 

aporta gran flexibilidad para el control celular, pero representa una gran dificultad 
en cuanto al estudio de estos mecanismos y sus funciones. Para ello se requiere 
forzosamente de la integración de información electrofisiológica, bioquímica y de 
biología molecular. 

11.2 MECANISMOS DE ENTRADA DE Caz+ 

Las vías que median la entrada regulada de Ca'· proveniente del medio 
extracelular son muy diversas. La clasificación de las mismas se ha realizado, 
durante mucho tiempo, en base a la forma de regulación del mecanismo de 
entrada, más que en base a la estructura misma de las moléculas que lo median 
(Tabla 1). 

Tabla 1. Categorización general de Canales que median la entrada de Ca" en 
vertebrados. Publicada por Tsien y TSlen (1990), a partir de la propuesta de 
Maldolesi y Pozzan (1987). 

I Tipo I Propiedades I Ubicación/función 

Voltaje·dependiente 
(VOCs) 
Tipo L HVA. Alta sensib¡hdad a I ParticipaCión en el 

DHPs. acopiamiento eXltaclón· 
contracción en musculo, y 
en excitación-secreción en 
células endocrinas y ciertos 
tipos neuronales. 

Tipo T LVA: Activados por baJOS I Contribuye a la actividad 
voltajes. Deactrvaclón lenta. I marca pasos en corazón, y al 
SenSibles a bajas [N¡)o y J sostenimiento de trenes de 
Octanol I disparos en neuronas. 
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I Tipo N HVA.Alta sensibilidad a W- Identificados en la mayoría 

I 
conotoxma de las neuronas. Involucrado 

en procesos de liberación de 
neurotransmisores. 

I Tipo P Moderadamente Involucrado en los procesos 
HVA.Sensibles a FTX. de liberación de 

\ 

Insensibles a DHPs o w- neurotransmisores en 
conotoxina. neuronas de altas espJgas. 

Operados por Receptores 
(ROCs) 
NMDA Activados por ligandos que Median la entrada de Ca2

-

dependen del voltaje en en neuronas, en respuesta a 
forma indirecta (por la la acción conjunta de 
liberación del bloqueo con transmisores y 
Mg"). depolanzaclones de 

membrana 
ATP Activados por ligandos en Median la entrada de 

forma independiente del cationes y Ca' en músculo 
voltªle. liso. 

Operados por segundos 
mensajeros (SMOCs) 
Ca2+ o IP3 Mediadores entre la unión 

I de ligandos específicos y la 

I 
activación de secreción o 
expresión génlca 

I Operados mecánicamente 
L (MOCs). 
I Activables o 

mactlvables por 
estiramiento. 

tónicamente activos 

Mediadores entre la 
actividad mecánica y la 
actividad de enZimas 
dependientes de Ca 2 • en 
musculo esqueletlco y 
células endoteliales 

mantenimiento del inflUjO de 
Ca2

< en ausencia oe 
estimulaclon eléctrica o 
química Regulación 
de[Ca2 ']I en musculo 

11.2.1 Diversidad de canales de Ca 2+ dependientes de voltaje 
(VDCCs) 

Los canales VOCCs se caracterizan entre otras cosas, porque su activación es 
dependiente de pasos depolarizantes de voltaje (Fax et al. 1987). 
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Presentan una afinidad de unión muy alta y selectiva a Ca'+ (Tsien et al.19B7;), y 
son modulados específicamente por distintos neurotransmisores. proteínas G, y 
mensajeros difusibles (Tsien y Tsien, 1990) 
La clasificación más general de los subtipos de VOCCs se observa en la tabla 2. 

La clasificación de los diferentes tipos de canales de Ca2+, se basa principalmente 
en características funcionales tales como conductancias unitarias, dependencia del 
voltaje, dependencia temporal (cinética de apertura y cierre del canal), 
farmacología, y distribución celular. Nueva información obtenida por estudios de 
clonación molecular aporta evidencias para redefinir esta categorizaCión. Sin 
embargo, estos parámetros siguen siendo aceptados en forma general. 
Oe esta forma, la clasificación que se utiliza más extensamente, distribuye los 
VOCCs bajO las cuatro grandes categorías denominadas: L, T, N, P (Tabla 1). 

Tabla 2 Nueva clasificación de VOCCs 
LVA HVA HVA 
T N L 

Rango de Positivo· -70mV Positivo- ·20mV POSltIVO- -, OmV 
activación~ 

Rango de ·100 a ·60mV -120a -30mV -60 a -10mV 
¡nactivación 
Tasa de I Moderada: 't~20- Moderada: t. 50- Muy lenta: DSOOms 
decaimrentob SOms 80ms 
Tasa de Rápida Lenta Raplda 
deactivación" 
Conduc:tancia 8 ps 13ps 25pS 
(canal unitario) 
Cinética (canal Breves aperturas Ráfagas Contrnua 
unitario) prolongadas de reaoertura. 

aoerturas-cierres. 
Conductancia 6a2 • _Ca2 • Ba2+>Ca2+ Ba:?->Ca2 -

relativa 
Bioaueo Dor cadmio Resistente Sensible Sensible 
~ueo---;;-or ñiOuel Sensible Poco sensible Poco senslb.e 
Bloqueo po, Débil Muy fuerte Deb\! 
conotoxlnas" 
Bloqueo po, Resistente Resistente Sensible. 
dihidroorridinas' 

,. 
Tabla tomada de HJile ( 1992) (Canales de Ca en neuronas senSOriales). 

lB 

I 
I 

I 

I 



Tabla3. Nueva Clasificación de Canales de Ca2
+ dependientes de voltaje. 

Fllogenia de la subunidad a: 

,----r--- alA 
,--alB 
L-_alE 

,-__ alC 

L __ --¡_-=== alD 
alS 

SubunJ' Sensibilidad Sensibilidad 
dad o. a w· a l,4·DHPs 

conotoxina 
(GVIA) 

Sensibilidad Sensibihdad 
a Cd2

* a "'. 
conotoxma 

(IVA) 

INTRODUCCION 

: Sensibilidad Tipo de 
, a "'. canal de 
I conotoxina Ca2 + 

(MVIIC) 
NO NO SI SI SI P/Q 

alA 

alB 

alE 

a1C 

al0 

SI NO SI NO SI N 

NO NO SI NO NO 
Novel 

NO SI SI NO NO 

NO SI SI NO NO 

i. CANALES DE Ca'+ TIPO "L" 

El título de tipo "L" se ha utilizado para nombrar cualquier canal VDCCs, 
susceptible de activarse por altos voltajes (HVA), y que presente una sensibilidad 
elevada a 1 ,4·dihidropiridinas (DHP). 
Esta familia de canales fué descrita inicialmente en células de corazón y neuronas 
periféricas, en las que muestran una conductancia por canal umtario de 20-27pS, 
con 10 mM de Ba2+ como carga acarreadora (Tsien et al,1987); y de 5·9 pS con 
10 mM Ca'+ como carga acarreadora (Friel & Tsien,1989). 
Los canales de Ca'+ tipo L presentan cambios dramáticos en su patrón de 
apertura en respuesta a agonistas de DHPs como Bay K 8644. 
Estos canales son ubicuos en células de tejidos excitables, y en algunos no 
excitables (Tsien & Tsien, 1990). Constituyen la vía dependiente de voltaje más 
importante para la entrada de Ca2+; e intervienen en fenómenos de activación de 
la contracción en corazón y músculo liso. control de liberación de transmisores de 
células endocrinas, neuronas sensoriales y ciertas terminales nerv'losas motoras 
(Tsien & Tsien,1990). 
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Los canales tipo L son blanco de diversas drogas antagonistas de Ca'· tales 
como: verapamil, diltiazem o DHPs, pero también responden a diversos 
compuestos endógenos (Janis et al.1988;Tsien y Tsien, 1990). 
En muchos tipos celulares este tipo de canales se encuentra fuertemente 
modulado por catecolaminas, actuando vía fosforilación dependiente de cAMP 
(Kameyama et al,1985; Tsien et a1.1986, Yue & Marban, 1990, Armstrong, et 
al, 1991). Y a través de la acción de proteínas G del tipo Gs (Tsien y Tsien, 1990). 

En ausencia de drogas, la apertura de canales tipo L puede sufrir cambios 
espontáneos, caracterizados por largas aperturas, cierres breves, y una alta 
probabilidad de apertura (Hess et al 1984). Este estado es denominado modo 2 de 
activación; y puede ser inducido por agonistas de DHPs (Hess et al, 1990), 
fosforilación dependiente de AMPc (Yue et al,1990); fosforilación dependiente de 
Ca2+ (Armstrong et al,1988), y depolarizaciones fuertes repetitivas (Artalejo et 
al,1989). 

ii. CANALES DE Ca'· TIPO "T" 

Caracterizados como canales activados por bajos voltajes (LVA) , debido a que se 
abren en respuesta a depolarizaciones pequeñas a partir de potenciales de 
mantenimiento relativamente negativos. La cinética de inactlvación de estos 
canales es muy rápida, y depende por completo del voltaje. 
En contraste con los canales tipo L, descritos anteriormente, presentan una alta 
sensibilidad al Ni'·, pero son menos sensibles al Cd'+ (Tsien & TSlen, 1990). Son 
prácticamente resistentes a antagonistas DHPs. 
Este tipo de canales de Ca2+ se encuentra en una gran variedad de células 
excitables y no excitables (Hess, 1990, Tsien & Tsien, 1990). 
La función más característica de los canales T, es probablemente el 
mantenimiento de la actividad marcapasos en el corazón, y la de permitir la 
entrada de Ca'· a potenciales de membrana muy negativos (Tsien et al 1988, 
Tsien & Tsien, 1990). 

iii. CANALES DE Ca'· TIPO "N" 

Estos canales comparten con los tipo L la característica de ser activados por altos 
voltajes; pero difieren de ellos en varios sentidos. 
Farmacológicamente han sido caracterizados como un grupo diferente al presentar 
resistencia a DHPs, y ser altamente sensibles al bloqueo con w·conotoxina. 
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La conductancia definida para canales unitarios (Tsien y Tsien.1990) es de 11-
20pS con 100mM Ba'+ como acarreador de carga. la cual es considerablemente 
menor que la conductancia que presentan en general los canales L. 
Los canales tipo N muestran además una mayor tendencia a la mactlvación con 
potenciales de mantenimiento despolarizantes. 
Al parecer estos canales se encuentran prácticamente restringidos a neuronas, y 
parecen ser un elemento importante en la mediación de la liberación de 
transmisores en algunos sistemas neuronales. 

iv .. CANALES DE Ca2+ TIPO "P" 

Estos canales han sido identificados como canales relativamente HVA. Conducen 
corrientes de Ca" insensibles a DHPs o w-conotoxlOa; pero son altamente 
sensibles al compuesto de bajo peso molecular denominado FTX. 

11.3 CARACTERISTICAS COMUNES DE LOS VDCCs 

Además de su dependencia de pasos de voltaje depolanzntes para su activación, 
estos canales comparten otras características comunes. Entre ellas se encuentran: 

La selectividad iónica: 
Los VDCCs presentan una selectividad 1000 veces mayor al paso de Ca" sobre 
Na1- o K+. 

Al parecer, la elevada sensibilidad al Ca2
+ no se debe únIcamente a la afinidad 

de tamaños (perfecto acoplamiento estructural) entre el ión Ca" no hidratado y 
el poro del canal, ya que los iones Na+ y Ca 2

+ son vIrtualmente del mismo 
tamaño. El canal de Ca'+ sensible a DHP permite el paso de TEA. lo que es 
consistente con un diámetro de poro de 6 A, IOcluso mayor que el propuesto para 
los canales de Na+ (Tsien & Tsien.1990). 
A este respecto. existen varias teorías que involucran la unión de alta afinidad del 
Ca'+ a un sitio de regulación en la porción externa de la molécula del canal 
(Kostyuk & Mironov. 1986). O bien en diferentes sitios a lo largo del poro de 
conducción (Friel & Tsien,1989; Yue & Marban. 1990). 
Nuevas evidencias obtenidas a nivel de canales únicos apoyan la Idea de 
interacciones ión-ión en el interior del poro del canal (T sien et aI,1990). Niveles 
micromolares de [Ca 2 +Ji en el citoplasma producen un rápido bloqueo al fluJo de 
cationes monovalentes a través de los canales de Ca2~. Al parecer esto se 
relaciona con la presencia de sitios de unión específica a lo largo del poro del canal 
así como en los extremos a ambos lados de la membrana. 
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11.4 ESTUDIOS MOLECULARES Y NUEVAS CLASIFICACIONES 
Composición de las subunidades de canales sensibles a DHPs: 

Aun cuando la clasificación farmacológica anteriormente descrita sigue siendo 
valida y sigue utilizándose para el diagnostico de los distintos subtipos de 
canales de Ca'+, existe la complicación de que algunos canales de Ca'- no 
pertenecen estrictamente a ninguna de las categorías mencionadas, y de la 
variabilidad de las propiedades descritas aun para los canales ubicados en una 
misma categoría. 
Los recientes estudios han mostrado, que los canales de Ca'+ dependientes de 
voltaje (VDCCs) son heteroligómeros complejos, que constan de 5 subunidades 
distintas: al,a2,13,o,y.(Campbell et al.,1988; Catterall et al., 19880). La nueva 
propuesta de clasificación de los VDCCs, se basa en las diferencias encontradas 
en la estructura de la subunidad a 1 del canal (Tabla 3). 
La subunidad al, forma el poro, y contiene el receptor o sitio de acción de 
agonistas y antagonistas de los canales tipo L. Su estructura fue descrita por 
primera vez por Tanabe y sus colaboradores (1987). La clonación y secuenclación 
de esta subunidad ha revelado la existencia de varios subtipos de canales de Ca2~ 
tipO L, cuya expresión varia entre los distintos tejidos y tipOS celulares (Tabla 3). 

También se han reportado múltiples subtipos de la subunidad 13, que parecen 
ejercer distintos efectos sobre las propiedades biofísicas de la subunidad al. 

111. Células hipofisiarias: clonas GH3 y GH4. 

La mayoría de los estudios electrofisiológicos relacionados con los mecanismos de 
acción de las hormonas hipotalámicas reguladoras se han realizado utrllzando 
como modelo experimental líneas celulares transformadas derivadas de tipos 
particulares de células hipofisiarias, eliminando así la variable de la 
heterogeneidad celular presente en la adenohipófisis. 
La línea celular GH3, fue desarrollada originalmente por TashJlan en 1968 
(Tashjian, A. H. Et al, 1968). Este tipo celular secreta tanto PRL como hormona de 
crecimiento (GH). Kidokoro (1975) reportó potenciales de acción espontáneos y 
dependientes de Ca2+ en estas células, demostrando además, que la frecuencia 
de disparo de dichos potenciales aumentaba en presencia del secretagogo TRH. 
Este efecto correspondía con un aumento en los niveles secretados de PRL y GH. 
La línea celular GH3 se ha convertido en el modelo por excelencia para el estudiO 
y caracterización electrofisiológica y bioquímica de los mecanismos Intracelulares 
que median la secreción inducida por TRH. 
Sin embargo. estas células carecen de receptores dopaminérglcos. elemento que 
es esencial en la regulación de la secreción de PRL in vivo. Por tal motivo. la linea 
celular de somatotropos GH4Cl, una subelona de la GH3, fue transfectada con 
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las isoformas larga y corta del receptor dopaminérgico D2 (cDNA de 
metalotioneina RGB-2) (Civelli et al. 1990)_ Receptor que como se ha mencionado 
está presente en los lactotropos normales de la hipófisis anterior. 
Las células transformadas fueron a la vez clonadas y crecidas_ Entre estas clonas 
se encuentran las GH4Zr7 y GH4Cl hD2L (GH4Cl 7em-228-hD210ng clone 2). 
Esta última denominada de manera genérica GH4Cl/D2-DAR, transfectada con 
la isoforma larga del receptor dopaminérgico D2 humano, fue utilizada en el 
presente trabajo. 
La administración de DA en estas células inhibe a la adenilato ciclasa, 
disminuyendo tanto la producción basal de AMPc, como la estimulada por VIP, de 
manera similar a lo reportado en lactatropos obtenidos de cultivos primarios 
hipofisiarios (Civelli et al ; 1991, Nestlar y Duman, 1994). 
La activación del receptor clonado involucra la activación de una proteína Gi 
(Offermanns et al, 1991), como lo demuestra el pretratamiento con la toxina de 
Pertusis (PTX), que previene el desplazamiento de GDP, y provoca el desacople 
del efecto inhibitorio de la administración de DA, tal y como se ha reportado en 
lactotropos normales. 
Esta linea celular resulta ser, hasta el momento, un modelo adecuado para 
estudiar más a fondo los mecanismos intracelulares que participan en la regulación 
pleiotróplca de la secreción de PRL, y sobre todo de aquellos Involucrados en la 
interacción entre DA Y TRH. 

Los estudios electrofisiológicos realizados con técnicas de fijación de voltaje 
reportan potenciales de membrana en reposo promedio entre -40 y-50 mV en las 
clonas GH4 y GH3 respectivamente (Ozawa S. Et al 1986). Asumiendo una forma 
esférica para estas células con un diámetro promedio de 14 ~m; la resistencia 
especifica de membrana estimada también con esta técnica electrofisiológica es 
de 12 a 24 !<n·cm'. La correspondiente capacitancia de membrana fue estimada 
en 1.6-2.3 flF/cm' (Ozawa et al, 1986). 
Como se mencionó anteriormente, Kicodoro propuso que los potenciales de 
acción en estas células son mediados por Ca2

+. las evidencias que sustentaron 
esta hipótesis son las siguientes: dichos potenciales de acción no se bloquean con 
nx (2 flM), ni con la sustitución de Na' con Tris. Por otro lado, la administración 
de antagonistas de Ca2+ inorgánicos (Lah • Mn2 +. Co2+. Cd2+. Zn 2-. Ni2+) ; así 
como antagonistas orgánicos (verapamil y D600) eliminan por completo la 
actividad eléctrica. 
Tanto Bah como S(2-, pueden sustituir al Ca2

+ en cuanto a la respuesta 
regenerativa en células GH, así como en otros tipos celulares que generan picos 
de depolarización por Ca2

+. 

Las propiedades particulares de los canales de Ca" en la líneas GH se han 
investigado extensamente. Las corrientes de Ca 2

+ caracterizadas hasta el 
momento parecen presentar los mismos componentes tanto en células GH3 como 
en las GH4. El comportamiento de uno de estos componentes es muy similar al 
descrito para los canales tipo T en músculo y neuronas: tiene un umbral de 
activación bajo y una cinética de inactivación rápida. Presentan prácticamente la 
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misma conductancia tanto al Ca'+ como al 6a'·. El segundo componente presenta 
un alto umbral de activación y una cinética de inactivación lenta: la conductancia 
al 8a2

- es por lo menos del doble de la de Ca2 
... , y la inactivación es claramente 

menor cuando se utiliza Ba2+ como acarreador de carga. Estas características 
coinciden con las reportadas para los canales tipo L (Bean, B.P. 1989). 
Los experimentos farmacológicos realizados en estas clonas hipofisiarias 
muestran que la corriente de alto umbral es bloqueada potentemente por 
dihidropiridinas, mientras que la corriente de bajo umbral presenta muy poca 
sensibilidad a este tipo de drogas. 
Hasta el momento no se han reportado canales de Ca" tipo N en este tipo de 
células. 
Los resultados obtenidos en la caracterización electrofisiológica de los lactotropos 
normales. son muy consistentes con los reportados para las clonas GH. Presentan 
los dos componentes de Ca'+ descritos antenormente y su comportamiento en 
células normales es prácticamente idéntico. 
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2, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Es bien conocido que la DA constituye el principal factor regulador de la 
secreción de PRL. Como se ha mencionado, la unión de esta neurohormona a 
receptores D2 en los lactotropos hipofisiarios y en células GH4C1/D2-DAR inhibe 
la liberación de PRL, mientras que su disociación la estimula. Dado que además el 
proceso de liberación de PRL es dependiente de Ca", se probó la capacidad de la 
DA para modular la actividad de los canales de Ca" dependientes de voltaje en 
células GH4C1/D2-DAR. 
El Interés general de este proyecto fue el de estudiar los mecanismos que 
subyacen a la regulación de la secreción de PRL; en particular, aquellos 
involucrados con la acción dopaminérgica y su relación con fenómenos de 
potenciación o amplificación del efecto de otros factores hipotalámicos, como es el 
caso de TRH. Para ello se utilizó la línea lactotrópica GH4C1, transfectada con el 
receptor dopaminérgico D2, eliminando así la variable de la heterogeneidad celular 
presente en los cultivos primarios hipofisiarios. 

Debido a que como se ha mencionado, el proceso de secreción de PRL es 
enteramente dependiente de la entrada de Ca" del medio extracelular, ya que se 
inhibe por completo en presencia de bloqueadores de canales de Ca" tipO L y en 
medios deficientes de Ca"; y de que el fenómeno de la potenciación puede 
mlmetlzarse con activadores de canales tipo L, cuya forma de acción es análoga a 
la fosforilación de los mismos; el objetivo particular de este trabajo fue determinar 
Si la señal dopaminérgica, y en especial la suspensión de DA, regula en forma 
d'lrecta la actividad de canales de Ca" dependientes de voltaje en células 
GH4ClID2-DAR; e identificar qué conductancias de Ca" son sensibles a la 
manipulación dopaminérgica_ 
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3. METODO 

1. CULTIVO CELULAR 
Células de la línea hipofisiaria de rata GH,C, transfectadas con el cDNA que 
codifica para la isoforma larga del receptor dopaminérgico humano D2 (GH,C, 7em 
228 hD2L clone2) (Albert et al. 1990: Grandy et al, 1989) nos fueron donadas 
amablemente por el Dr. Olivier Civelli (Vollum Institute for Advanced Biochemical 
Research, Portland, ORlo 
Estas células se crecieron en cajas de cultivo de 35xl0mm (Falcon 1008. Easy 
Grip (polystyren) esteril), tratadas con matrigel. El medio de cultivo utilizado fue 
Ham F-l0 complementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 100 U/mi de 
penicilina·streptomicina (P-S) y 1 00 ~g/ml de neomocina. Los cultivos se 
mantuvieron dentro de un incubador a 37'C, en una atmósfera saturada de 
humedad y una mezcla de 95% de O, y 5% CO, para mantener los niveles de pH 
deseados en el medio de cultivo. El recambio de medio se realizó dos veces por 
semana. 
Los cultivos fueron subdivididos al alcanzar el 90% promedio de confluenCia. Este 
proceso se realizó retirando el medio de cultivo y disociando las células con 2 mi de 
solución salina balanceada (HBSS·Hanks Balanced Salt Solution) con topsina al 
0.05% y EDTA 0.53 mM, para después resembrar las células en nuevas cajas con 
medio de cultivo F-l O preparado como se mencionó anteriormente. Los cultivos se 
mantuvieron entre los pasajes 3 y 10. 

11 MEDICIONES ELECTROFISIOLOGICAS 
11.1 Dispositivo de registro y manipulación de soluciones: 
Las células GH4Cl/D2-DAR se registraron entre el primero y el tercer dia 
consecutivos a su siembra. Las cajas de cultivo fueron colocadas especialmente 
sobre la platina de un microscopio (Nlkon Diaphot). 
Las soluciones de registro se aplicaron localmente a la célula (1 ml/min) a través 
de una pipeta de vidrio con una punta de 50 J.1m de diámetro, y fueron remOVidas 
del medio a través de un aspirador ajustable. 
El recambio de soluciones se realizó a través de válvulas de solenoide. (AutoMate 
Sci.) , permitiendo el control del flujo, y una velocidad de recambio local del orden 
de milisegundos. 

11.2 Registro de corrientes de Ca2+ y K+: 
Todos los registros se llevaron a cabo utilizando la técnica de fijaCiÓn de voltaje, 
(Patch-clamp) en la modalidad de célula entera, utilizando el método descoto por 
Hamill, (Ha mili et al, 1981) 
Las corrientes a través de canales de Ca2

+ dependientes de voltaje se registraron 
utilizando Ba2+ como acarreador de carga. Estas corrientes se observaron 
rutinariamente a partir de potenCiales de mantenimiento de -80 y -40 mV, al llevar 
el potencial de membrana a O mV por 50 ms. 
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La determinación de las relaciones de corriente en función del voltaje (I-Vl. 
también se realizó a partir de los mismos potenciales de mantenimiento: -40 y -80 
mV , aplicando pulsos depolarizantes en pasos de 10 mV, que se mantuvieron por 
100 ms, hasta alcanzar un potencial de membrana de +50 mV. Las corrientes de 
Ba'+ (1 .. ,+) fueron aisladas farmacológicamente de conductancias de Na' y K­
utilizando para ello una solución externa (de baño) que contenía en mM: 140 
NaCl, 5 CsCI" 10 BaCI" 1 MgCI" lO glucosa, 10 HEPES y tetrodotoxina (200 
nM). El pH final se llevó a 7.3 con CsOH. 
La solución intracelular (de pipeta) contenía (mM): 100 CsCI, 40 HEPES, 10 
EGTA, 5 MgCI, ' 3 MgATP, 0.3 GTP Y leupeptina 0.1. El pH se ajustó a 7.2 con 
CsOH. 

Para los registros de corriente de K+ (lK), el contenido de la solución externa fue 
(en mM): 40 KCL, 110 N-methylglucamina (NMG), 1 CaCI" 25 HE PES, 1 O 
glucosa. El pH final se llevó a 7.35 con HCI. La solución intracelular contenía (mM): 
130 KCI, 20 HEPES, 10 EGTA, 5 MgCl, ' 3 Na,ATP, 0.3GTP, 0.1 leupeptina; 
finalmente se aplicó KOH para obtener un pH de 7.25. 

Todos los registros se realizaron a temperatura ambiente (Hamill et al, 1981); 
utilizando microelectrodos para fijación de voltaje (Patch-clamp) con una 
resistencia de acceso entre 1.1-1.3 Mn, construidas con vidrio de borosilicato 
(Kimax glass) y pulidas con fuego en una microforja. 
Una vez balanceados los electrodos, se realizó la formación del gigasello y 
utilizando la configuración de célula entera, se registraron las corrientes de Ba'- en 
condiciones control. Las soluciones de prueba (500 nM DA, nifedipina 211M o 
CdCI, 100 11M) se administraron a través una pipeta de perfusión colocada sobre 
la célula registrada, evitando así perturbaciones mecánicas al sistema. 
Se utilizó 8a 2

- como acarreador de carga, en sustitución del Ca2
+ puesto que 

produce corrientes entrantes de mayor magnitud y fluye selectivamente a traves 
de canales de Ca'+ Esta manipulación no afecta otras corrientes dependientes de 
Ca'+, pero si bloquea algunas corrientes salientes de K+. 
La Isa se define como el componente de la corriente macroscópica sensible alOa 
11M de Cd'+ Por su parte, la corriente rectificadora entrante de K+ (K" ) que nas 
interesa particularmente se definió como el componente sensible a 1 mM 8a2

-, 

generado durante los 150 ms finales de los 250 ms que duró el pulso 
hiperpolarizante a -100 mV, aplicado a partir de un potencial de mantenimiento 
fiJo a -45 mV. 
Las corrientes iónicas fueron registradas y filtradas con un amplificador Patch­
clamp UM-EPC7 (List Medical). Todas las corrientes se filtraron a 3KHz, y se 
digitalizaron a 5 KHz en el caso de la lB. , Y a 1 KHz en el caso de la IK• En ambos 
casos utiluzando el convertidor analogico-digital Axon 1200 A/D (Axon 
instruments, Foster City, CA). Los datos fueron almacenados y procesados en 
una computadora compatible (PC. IBM). 
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La adquisión y el análisis de datos se realizaron utilizando los programas Clampex 
y Clampfit respectivamente, ambos de pClamp 6 (Axon Instruments) . 

.La capacitancia de membrana se calculo para cada célula, a partir la integral del 
transiente capacitivo promedio generado por 5 pulsos de 10 mV y duración de 5 
ms, aplicados desde un potencial de mantenimiento de -120 mV. Las corrientes 
capacitivas fueron digitalizadas a 50 KHz. El valor de la capacitancia de membrana 
se obtuvo en función de: 

C= QN 
JI 'dt==O 

Donde C es la capacitancia de la membrana (pF), Q es la carga (A/s), y V es el 
voltaje (V). 

La capacitancia de membrana es directamente proporcional al área de la cual se 
genera, por ello se utilizo como un parámetro de normalización de la corriente 
máxima. para reportarla como densidad de corriente (DI. que Implica corriente 
iónica (1) que fluye por unidad de área): 

0/= /maxlCm 

Para cada célula individual, el valor pico de la I max de Ba'- registrada se 
determinó a partir de la relación de corriente en función del voltaje. La corriente 
pico (máxima ISa) fue dividida por el valor de capacitancia determinado previamente 
para la misma célula, y el resultado se reporta como densidad de cornente. La 
cancelación de los componentes lineales que se realizó con el método de P In, con 
un total de 4 pulsos de resta (n=4), desde un potencial de mantenimiento de -120 
mV. 

111. ANALlSIS ESTADISTICO 
Los valores se expresan como promedio ± error estándar del mismo. Las 
comparaciones estadísticas se realizaron como variables independientes, utilizando 
la prueba t de Student. Se consideraron diferencias estadísticamente 
significativas cuando p < 0.05. 
Se aplicó un algoritmo no lineal para el ajuste de las fórmulas numéricas a los 
datos experimentales de las curvas de corriente en función del voltaje que se 
presentan en la figura 3. 

IV DISEÑO EXPERIMENTAL 
IV.l Caracterización de IK+ 
Como parte de la caracterización del modelo utilizado. se buscó la presencia de 
una corriente rectificadora entrante de K+. en células GH4C1/D2·DAR. para 
posteriormente determinar los pOSibles efectos de la administración de DA ( 500 
nM) sobre ella. 
Se analizó el curso temporal de la administración de DA, partiendo de un potencial 
de mantenimiento de -45 mV, y aplicando un pulso hiperpolarizante a -100 mV. 
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Se administró como prueba farmacológica 1 mM de Ba'+ Este ión 
bivalente es un potente bloqueador de canales rectificadores entrantes de K+ 
asociados a proteinas G. 
Todas las mediciones fueron normalizadas como densidad de corriente (pA/pF), 
utilizando para ello el valor de capacitancia registrado para cada célula al comenzar 
el registro. Los resultados se reportan. por lo tanto. como corriente por unidad de 
área, eliminando asi las posibles diferencias debidas al tamaño de las células. 
El porcentaje de inhibición reportado se calculó considerando la corriente control 
como el 100%. 

IV.2 Manipulación dopaminérgica 
Con el objeto de determinar si la señal dopaminérgica, en particular la suspensión 
fásica de DA, modula directamente la actividad de los canales de Ca'+ 
dependientes de voltaje en células lactotrópicas, se formaron tres series de 
estudio que incluyeron los siguientes grupos experimentales sometidos a 
diferentes manipulaciones de la acción dopaminérgica: 

i. Administración de DA: 
En esta serie experimental se registró la IB.2+m., (10 mM) en células control 
(ausencia crónica de DA), y en células incubadas en presencia de DA (500 nM) por 
un periodo de 24 hrs. Este último grupo se consideró baja la acción tónica de DA. 
Se determinaron las relaciones I-V (corriente vs voltaje), para ambos grupos a dos 
potenciales de mantenimiento diferentes: -80 y -40 mV. Se calcularon los valores 
de densidad de corriente, de la misma forma que en el protocolo anterior, 
normalizándolos por unidad de área. 

ii. Suspensión del tono dopaminérgico: 
Células en presencia tónica de DA (500 nM, por un penado de 24 hrs.), fueron 
sometidas a la suspensión fásica de esta neurohormona. En estas condiciones se 
registraron las variaciones en la 1m ... Y el curso temporal del efecto de dicho 
estímulo. 
La DA lué suspendida un minuto después de haber comenzado el registro. El 
efecto inmediato de la suspensión de DA se registró en forma continua durante los 
primeros dos minutos, sin embrago. con la intención de relacionar dicho efecto con 
resultados obtenidos previamente en nuestro grupo de trabaJo, se registró el curso 
temporal de la lB., 10 minutos después de suspender a la DA del medio 
extracelular. 
Adicionalmente. se realizaron registros de la relación de comente de IB~ en función 
del voltaje. partiendo de potenciales de mantenimiento a -40 y -80 mV, y otra 
serie de cursos temporales con la misma duración que los anteriores, ambos 10 
mino después de haber suspendido la DA del medio extracelular. Un tercer registro 
se realizó 24 hrs después en las mismas condiciones. 
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La realización de estas series experimentales permitió por un lado la 
caracterización del efecto inmediato o a corto plazo del escape de la acción 
dopaminérgica sobre la IB/I en forma continua durante los primeros dos minutos; y 
posteriormente, 10 min después de suspendido el tono dopaminérgico, con la 
intención de relacionar los posibles resultados con observaciones previas 
realizadas en nuestro grupo de trabajo en relación a los efectos de este mismo 
estímulo sobre la tasa de secreción. 
Por otro lado, el registro realizado 24 hrs. después de la suspensión de DA 
permitió analizar el efecto tardío o a largo plazo de este estímulo. 

ii. Efecto de TRH: 
Como se ha mencionado, la suspensión fásica de DA provoca la potenciación o 
amplificación de la secreción de PRL en respuesta a secretagogos como TRH. Para 
determinar si esta acción obedece a una modulación específica de la actividad de 
los canales de Ca'+ dependientes de voltaje, se evaluó el efecto de la 
administración de TRH (1 mM) en presencia del tono dopaminérglco , con la 
intención de poder caracterizar el efecto de este péptido hipotalámico de manera 
individual. 
En estas condiciones se realizaron registros de la relación de corriente en función 
del voltaje, partiendo de un potencial de mantenimiento (Hp) de -80 mV. 

IV.3. Caracterización de la ISa2+ a través de canales de Ca 2+ en 
células GH4Cl/D2-DAR. 
Con el propósito de determinar la proporción de corriente que fluye a través de 
canales de Ca'+ HVA, tipo L en células GH4Cl/D2-DAR se midió el grado de 
sensibilidad a Nifedipina. Esta última es una DHP que tiene la característica de 
bloquear específicamente los canales de Ca2

'" tipo L. 
Con esto en mente, se determinó el valor de la corriente máxima (Imax) a través 
de canales de Ca'+, utilizando como acarreador de carga 10 mM de Ba'·. La 
determinación de esta corriente se realizó mediante una curva I-V, registrada a 
partir de un potencial de mantenimiento de -80 mV. 
Las células se registraron en condiciones control. y una vez determinado el valor 
de la Imax, fueron perfundidas con 10 ¡.¡M de nifedipina. El registro de la curva I-V 
se repitió en estas condiciones. Finalmente, las mismas células fueron sometidas. 
de manera individual, a la exposición de 100 ¡.¡M de CdCI" para determinar el 
grado de selectividad de la IBa a través de canales de Ca 2

+, ya que estos últimos 
son bloqueados de manera inmediata por la presencia de Cd'+. Los resultados 
obtenidos se expresan como densidad de corriente (DI). 
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4. RESULTADOS 

1. Estimulación de una K+ir en respuesta a la administración de 
DA 
Se ha reportado que los efectos de la DA sobre las características 
electrofisiológicas de las células lactotrópicas preceden a cambios en los sistemas 
de segundos mensajeros involucrados (Gregerson et al.1994; Gregerson et al. 
1994(11); Chen et al. 1993). En lactotropos normales, aplicaciones breves de DA 
ocasionan una clara hiperpolarización del potencial de membrana, el cuál se 
recupera normalmente después del lavado (20 art.). La hiperpolanzación 
observada en respuesta a la administración de DA se acompaña en todos los 
casos del cese de la actividad espontánea, y por ende de los potenciales de acción 
que en este caso están mediados por Ca'+. La actividad eléctrica y los potenciales 
de Ca2

- reaparecen al recuperarse el valor normal del potencial de membrana en 
reposo (20,21 art.). Dicha hiperpolarización parece involucrar la activación de una 
corriente entrante de K-. De tal forma, la modulación directa de los canales de 
Ca2

+ podría no ser la única forma de control del influjo de Ca2
+ en respuesta a la 

activación de receptores dopaminérgicos D2. 

Con la intención de confirmar estas observaciones, y de caracterizar el modelo 
experimental utilizado en el presente trabajo, se probó el efecto de la 
administración de DA sobre una corriente rectificadora entrante de K- en células 
GH4Cl/D2-DAR. 

Como se observa en las figuras lA y 1 B, la aplicación de DA (500 nM) estimula. 
en forma reversible, una corriente entrante de K+. La elevada sensibilidad que 
mostró esta corriente a la aplicación de Ba'+ (1 mM), que es un bloqueador 
selectivo de canales de K+ asociados a proteínas G, sugiere la presencia de un 
canal tipo Girk involucrado en el proceso (fig. 1 C). La modulación de las 
propiedades de este canal de K-, altera las propiedades eléctricas de la célula, 
modificando así, de manera indirecta, la conductancia de los canales de Ca 2

-

dependientes de voltaje, posiblemente mediante la remoción de la inactivación de 
canales HVA, lo que a su vez resultaría en un mayor influjo de Ca'+ a la célula. 

Estos resultados muestran que las células GH4Cl/D2-DAR son un modelo 
adecuado para investigar los mecanismos involucrados en la facilitación de la 
secreción de PRL evocados por la suspensión transitoria de la acción tónica de 
DA, y permite proseguir con el análisis del papel de los canales de Ca" en este 
fenómeno. 
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Figura 1. Estlmulaclón de una corriente rectdlcadora entrante de K+ por la acción de DA A registro de 
comente de W OW) en células GH4Cf/D2-DAR bap condiCiones control. en presenCia de DA (500 nM) y 
ante la administración de Bah (1 mM). B. Curso temporal de la respuesta a DA y ante el blOO.Jeo con Ba'­
C. DensIdad de comente promedIo baJO las condICiones anteriormente mencionadas La '"ea punteada 
delImita la comente senSIble a Ba2

+. *p<O.OS vs control. Los números sobre las barras denota'" el numero de 
células analizadas en cada condición. 
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11. Efecto de diferentes manipulaciones dopaminérgicas sobre la 
corriente macroscópica de Ba2+ 

La perfusión de DA (500 nM) por 1 minuto (fásica) provocó en células de la línea 
GH4C1/D2-DAR, una disminución del 27.7+-0.22% en la densidad de corriente 
de 8a2

-, mientras que el cultivo de estas células con la misma concentración de 
DA por 24 horas (tónica) tuvo un efecto mucho más profundo, reduciendo la 
densidad de corriente en un 56.6+-0.7% (fig. 2A). La respuesta electrofisiológica 
de estas células sigue el mismo patrón que se ha reportado en la respuesta 
secretora ya que la inhibición es proporcional al tiempo de exposición a DA. 

Un posible efecto de la DA sobre la dependencia del voltaje de la activación de 
los canales de Ca'+ se analizó a potenciales de mantenimiento de -80 y -40 mV. 
Partiendo de un potencial de mantenimiento de -80 mV, la inhibición producida por 
la exposición crónica a DA (por 24 hrs), es muy clara en la región desde los -20 mV 
hasta los +40 mV, una región de voltaje característica de corrientes de Ca" 
HVA. Esta corriente mantuvo su sensibilidad a DA aún después de cambiar el 
potencial de mantenimiento a -40 m V. (fig. 3C). 

La mayor parte de la corriente obtenida mediante la substracción del componente 
registrado al potencial de mantenimiento de -40 mV de aquel registrado a -80mV 
fué sensible a DA (fig 3D), lo que sugiere que las corrientes de Ca" afectadas 
son pnncipalmente L. Además, un aparente, aunque no significativo, cambio de 
alrededor de 10 mV hacia valores de potencial de membrana más negativos, se 
observó subsecuentemente a la aplicación tónica o crónica de DA, en la corriente 
máxima generada a partir del potencial de mantenimiento fijo a -80mV (fig 3B). 

Dado que el control fisiológico que ejerce la DA sobre la secreción de PRL está 
mediado por el escape transitorio de su acción tónica, uno de los objetivos de este 
trabajo fué el determinar los efectos de esta señal sobre comentes de Ca" 
HVA. Con esta intención se probó el efecto de la suspenSión aguda del tono 
dopaminérgico, a dos diferentes potenciales de mantenimiento: -80 y -40mV, con 
la intensión de separar los componentes HVA y LVA (23,27). 

A partir del potencial de mantenimiento de -80mV, la suspensión de DA por 10 
mln, facilitó significativamente la corriente de 8a2

+, lo que se muestra en la 
figura 2B como un incremento del 81.6+-1.4% en la densidad de comente. Este 
Incremento también se observó al partir de un potencial de mantenimiento de -40 
mV, aunque en este caso fué significativamente mayor, (222+·1.2%): lo que Indica 
que la suspensión de DA afecta principalmente canales de Ca" HVA. 

Este componente de la corriente macroscópica no parece ser afectado por la 
administración de TRH, cuyo efecto secretor es potenciado por el escape 
transitorio de la acción tónica de DA. La administración de TRH (1 ¡!M) en 
presencia del tono dopaminérgico, y en condiciones de fijación de voltaje no tiene 
efecto sobre la densidad de corriente de Ba ,+ (fig 2C). 
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Figura 2. Efecto de la DA sobre la corriente de 8a2-. A. Densidad de comente de 8a 2• (lB.) producto de u~ 
pulso despolanzante (a O mV) sostenido durante 50 ms, a oartlr de un potencial de mantenimiento de ·80 mV 
Las células fueron expuestas a DA (500 nM) por 1 minuto y 24 horas respectivamente B, DenSldod de 1_ 
provocada por despolanzaclón a O mV partiendo de potenciales de mantenimiento de - 40 Y 80 rnV las 
células se registraron baJO la acción tÓnica de DA (DA) (per 24 horas), y 10 minutos despues de su suspenslc'" 
(-DA). e, Densidad de ISo registrada baJO la acción tón:ca de DA <DA), de DA en conjunto con TRH (1 ~IM: 

(DA+ TRH), Y después del lavado de TRH (lavado). A la oerecha aparecen los registros de comente relativa 
correspondientes a cada serie experimental. ·pdl05 vs control correspondiente. Los números sobre la barras 
representa el numero de células registradas en cada condición. 

34 



RESULTADOS 

111. Caracterización de la corriente macroscópica de Ba 2+ a través 
de canales de Ca2+ dependientes de voltaje en células 
GH4Cl/D2-DAR. 
Para evaluar la presencia de canales de Ca'+ dependientes de voltaje HVA en 
este modelo celular. como han sido descritos previamente en células GH3 (11 Y 22 
art.). se analizó la corriente macroscópica de BaH a través de canales de Ca'-. 

La figura 3A muestra el registro obtenido a partir de un potencial de 
mantenimiento de ·80 mV. Pulsos de prueba a O mV provocaron la activación de 
corrientes entrantes de 8a2

+. que se caracterizaron por un curso temporal lento, y 
prácticamente no se inactivaron durante los 50 ms de duración del pulso aplicado. 
Debido a que este componente entrante de la corriente decae muy lentamente en 
el tiempo, de manera consistente con el comportamiento de los canales tipo L (23 
artJ. este resultado sugiere la expresión de una proporción importante de canales 
de Ca'+ HVA en la línea lactorópica GH4Cl/D2-DAR. 

La coexistencia de canales de Ca" dependientes de voltaje tipo L y T ha sido 
reportada tanto en células GH3 y subelonas relacionadas, como en lactotropos 
normales, con base en estudios a nivel de canal unitario, y sensibilidad de las 
corrientes a DHP's entre otros fármacos específicos (25,26, art.). Sin embargo, la 
presencia de canales de Ca" LVA no es tan aparente en los registros en los que 
el potencial de mantenimiento se mantuvo fijo a -80 mV. A este valor de potencial 
de membrana, los canales LVA, en particular tipo T, se encuentran parcialmente 
inactivos (24,art.); por lo que para poder estimar la proporción de comente HVA y 
LVA de manera significativa, se probó el efecto de un bloqueador específico de 
canales tipo L sobre la corriente macroscópica de 8a 2

+. 

Como se observa también en la figura 3A, la aplicación de nifedipina (2 mM) 
provocó la inhibición del 60% de la densidad de corriente con respecto al control, lo 
que sugiere la predominancia de la población L en el total de canales de Ca'­
dependientes de voltaje expresados en esta línea celular. Por su parte. la 
administración de 100 J.lM de CdCI, (lig. 3A), bloqueó la corriente remanente en un 
91 % con respecto al control, lo que prueba la selectividad de la corriente de Ba" 
a través de canales de Ca2

+. 

Con la intención de caracterizar la dependencia de voltaje de la activación de los 
canales de Ca" presentes en este tipo celular, y de evaluar algunas de las 
características de la inhibición de la corriente ante la presencia tónica de DA, se 
analizaron las relaciones de corriente, en función del voltaje, partiendo de dos 
potenciales de mantenimiento diferentes: ·80 y ·40 mV, en ambos casos, baJo 
condiciones que eliminan del registro corrientes de Na+ y K+ (lig.3). 

La variación en el potencial de mantenimiento de -80 a -40 mV es un método 
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clásico para separar corrientes de Ca'+ HVA de aquellas LVA (Tsien, 1985, 23 
art.). Como se observa en la figura 3B, partiendo de un potencial de 
mantenimiento de -80 mV, pulsos de prueba superiores a-50 mV provocaron 
corrientes de Ba2

+ entrantes, que en ausencia de DA, exhibieron su valor máximo 
a O mV, y mostraron un potencial de inversión cercano a los +60 mV. El hecho de 
que esta corriente esté activa aún después de cambiar el potencial de 
mantenimiento a -40 mV, apoya la presencia de un componente HVA en estas 
células. A partir de este potencial de mantenimiento, potenciales de prueba 
superiores a -20 mV provocaron pequeñas corrientes entrantes de Ba2

+ que 
también presentaron su máximo alrededor de los O mV (fig. 3C). El hecho de que 
las corrientes observadas a -40 mV sean considerablemente menores que aquellas 
observadas a -80 mV, sugiere que el componente HVA se encuentra parcialmente 
inactivo cuando el potencial de mantenimiento de fija a -40 mV; lo que no resulta 
extraño, ya que estas corrientes comienzan a inactivarse desde los -60 mV (24 
art.). 

El componente HVA de la corriente inactivo a -40 m V puede reactivarse al 
regresar el potencial de mantenimiento a -80 mV; y se vuelve aparente cuando de 
este registro, se sustrae el componente registrado a -40 mV ( fig. 3D). 
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Figura 3. Especificidad de los efectos de DA sobre las comentes de Ba2
+. A. Densidad de la. evocada por un 

pulso depolarizante (a O mV) por 100 ms, en células GH4Cl/D2-DAR, a partir de un ootene,al de 
mantenimiento de -80 mV. bajo condiCiones control. en presencia de Nlfedlpma (2 Ilt.·l) y CdC,; (100 mM) 
respectivamente. La línea punteada representa el límite de la la. sensible a Cd2+. A la aerecha se muestra el 
registro de corriente relativa correspondiente. B. Relación de corriente en funcl6n del voltaje (I·V) a ·80 mV 
de potencial de mantenimiento, en células en ausencia y presencia t6nicas (por 24 horas) de DA (500 nM) C. 
Relación I-V al potenCial ae mantenimiento de -40 mV bajo condiciones control y en presenCia ton ,ca de DA 
A la derecha se presenta el ajuste de las curvas expenmentales, al Igual que en la grélica anterror (B) D. 
Relacló:o I-V obtemda de la substraCCión de B-C. A la derecha se presenta su correspondiente alusle Los 
números sobre las barras (e'1 Al representan el número total de células registradas en eaoa cond,e,on 
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IV. Facilitación de la corriente macroscópica de Baz+ en respuesta 
a la suspensión del tono dopaminérgico. 

Con el objeto de caracterizar el desarrollo temporal de la respuesta 
electrofisiológica a la suspensión del tono dopaminérglco. la corriente 
macroscópica de Ba'· fue monitoreada de manera continua por más de 100 
minutos posteriores a la eliminación de la DA del medio extracelular. Los valores 
de corriente registrados en este lapso temporal se compararon con aquellos 
obtenidos 24 horas después. 

Sorpresivamente. la suspensión aguda de DA en células GH4Cl/D2·DAR 
tratadas con DA por 24 horas., induce un rápido decremento del 36.4+·0.3% en la 
corriente de Ba relativa, (fjg. 4A, trazos b vs a), así como en la densidad de 
corriente (fig 4B). Sin embrago, este efecto fué transitorio, ya que una segunda 
fase, registrada 10 minutos después se caracterizó por un aumento de la densidad 
de corriente de BaH del 270 +·15% sobre el promedio baJo el efecto tónico de 
DA. alcanzando su máximo entre los 10 Y los 40 minutos pasten ores a la aplicación 
del estímulo (fig. 4B, trazos c vs a). Este efecto se mantuvo durante 30 minutos, 
tiempo después del cual, los valores de corriente regresaron a aquellos observados 
bajo la acción del tónica de DA. Un segundo incremento, de magnitud similar, se 
observó 24 horas después de la suspensión del tono dopaminérglco 

Estos resultados reflejan en su conjunto, que los canales de Ca" HVA, en 
particular tipo L, expresados en células GH4C1/D2·DAR, son regulados por la 
disociación de la DA de su receptor. 
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Figura 4. Estlmulaclon de la comente de 
8a2• por la suspenSlon del tono 
dopamlnérg'co A, Registro de la 180 bala 
la acción tónica de DA (500 nM por 24 
horas) (a): 1 minuto (b): y 10 minutos 
después de la suspensión del lono 
dopaminérglco (c). 8, Curso temporal 
de la vanaclón en la densidad de le.. 
provocada por la suspenSión del tono 
dopamlnérglco en celu~as GH4Cl/D2· 
DAR preViamente cultivadas por 24 
horas con DA (500 nM) las células se 
sometieron a un pulso despolanzante a O 
mV por 50 ms: a partir de un potenCial 
de mantemmlento de -80 mV El tiempo 
cero representa la denSidad de comente 
baJo la acción tónica de DA (control 
POSitIVO). a. b. c. refieren a los trazos de 
comente relativa correspondientes en A 
*p«'-05 vs control Los numeras sobre 
las barras representan el numero de 
células anahzadas en cada Intervalo 
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5. DISCUSION 

DISCUSION 

En la naturaleza los hibridos son 
generalmente estériles. 
pero en la CienCia ocurre a 
menudo lo contrano. 

francis Cnck 

En el presente estudio, se investigaron los efectos de diversas acciones dopamlnérglcas 
en células GH4C1/D2-DAA; particularmente aquellas que ejerce la suspensión del tono 
dopammérglco sobre la actividad de los canales de Ca21- dependientes de voltaje, 

El objetivo de este trabajo fué el de identificar qué conductancias de Ca2+ son sensibles 
a la manipulación dopaminérgica en este modelo celular reconstituido. así como evaluar 
su pOSible papel en la facilitación de la secreción de PAL inducida por secretagogos 
como TAH, ya que este fenómeno es desencadenado por el escape transitorio de la 
acción tónica de DA. 

Los resultados obtenidos (fig. 1), muestran la habilidad de la DA para estimular una 
comente rectificadora entrante de K" en células GH4C1/D2-DA , confirmando 
resultados y observaCiones previas (Albert et a1.1990; Vallar et al, 1990) que apoyan la 
consistencia de los receptores heterogénea mente expresados en estas células para 
acoplar la vía de transducción de señales que previamente se ha demostrado es activada 
por la señal dopammérgica en lactotropos hlpofisrarios (Israel et al. 1987; Ingram et al. 
1986) para inhibir la secreción de PRL. 
Los presentes resultados también indican la expresión funcional de canales de Ca 2

+ 

HVA. sensibles a DHp·s (canales tipO L) (fig. 3), en el ffilsmo modelo celular. Estos 
canales Juegan un papel fundamental en el inflUjO de Ca2 '" del mediO extracelular 
indUCido por eventos de depolarización. 
Las corrientes de Ca 2

+ aquí descritas. presentaron relaCiones de corriente en funCión 
del voltaje similares a aquellas reportadas arteriormente para células GH3 y GH4C1, así 
como para lactotropos bovinos y de rata; en los que el influjO de Ca2

+ ocurre 
pnmordialmente a través de canales tipO L <Dubinsky et al. 1984; Uedo et al, 1990). Otro 
componente de la corriente macroscópica de Ca2+ dependiente de voltaje, aparente 
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mediado por canales tipo T. parece también estar presente en células lactotróp¡cas 
(Israel el al, 1987; Uedo el al, 1990), 
Adicionalmente. estas observaciones muestran que tanto la asociación como la 
disociación de la DA de sus receptores afecta substancialmente la actividad de canales 

. de Ca2+ sensibles a DHPs. La densidoo de corriente a través de estos canales 
disminuyó progresivamente hasta en un 50% en células expuestas a DA. Este resultado 
es consistente con observaCiones previas realizadas en lactotropos hipofislarios (Lledo 
el al. 1990). 

La magnitud de la inhibición de esta corriente varia directamente en función del tiempo 
de exposición a DA. La administración fásica de DA (1 min) provocó en estas células 
una disminución inmediata de la densidad de corriente del 27.7±0.22% con respecto al 
control. mientras que en forma tónica. la inhibición fue del 56.6±0.7%. 

Las curvas de relación corriente·voltaje de células en ausencia y presencia crónicas de 
DA. revela que la disminución en la corriente máxima observada en presenCia de DA 
parece asentuarse con el aumento en la hiperpolarización del potencial de 
mantenimiento. como es claro al comparar las curvas I-V obtenidas a partir de -40 y -
80 mV. Este resultado sugiere que la DA ejerce sus efectos principalmente sobre la 
población de canales HVA presentes en estas células. 
Los canales tipo L están claramente activos a -80 mV. pero comienzan a Inactlvarse 
desde -40 mV. Esto podría explicar la diferencia en la magnitud de la cOrriente 
observada a ambos potenCiales de mantenimiento. 

Por su parte. la suspensión del tono dopaminérgico parece ejercer un efecto bifásico 
sobre la corriente macroscópica de Ca2+. A tiempos cortos. la densidad de corriente de 
Ca 2+ sufrió un rápido decremento al que siguió de un marcado y tardío aumento de la 
misma en respuesta a la suspensión de DA. Un incremento del 100% se observó 
inicialmente alrededor de los 10 minutos posteriores a la aplicación del estimulo 
mencionado. y tuvo una duración aproximada de 30 minutos. 
Un segundo aumento en la densidad de corriente de magnitud similar se observó 24 
horas después de la suspensión de la acción tónica inhibitoria de la DA. 

Está bien establecido, que la DA, actuando a través de receptores D2 es el pnnclpal 
regulador de la liberación de PRL (Martínez de la Escalera & Welner. 1992) CambiOS 
cícliCOS en la concentración de DA en sangre portal de ratas hembras se observan 
paralelos a cambios recíprocos en las con:entraciones de PRL en sangre SistémIca 
(Martínez de la Escalera & Weiner, 1992). Mena y Gonsevor (Grosvenor et al. 1980) 
fueron los pnmeros en postular una pOSible facilitación provocada por la suspensión del 
tono dopaminérgico. basada en la observación de que disminuciones en la concentraclon 
de DA asociadas al estímulo de la succión facilitaba la liberación de PRL estimulada por 
TRH y otros factores liberadores. De esta observación. se demostró que una breve calda 
en los niveles de DA en sangre portal (de Greef et al, 1981 ;Plotsky et al. 1982), e! 
tratamiento con antagonistas dopaminérgicos en ratas hembras (Haisenleder et al, 
1990), y la suspenSión breve de la perfusión de DA a fragmentos hlpoftslanos (Fagln et 
al. 1981) o células adenohipofisiarias dispersas (Martinez de la Escalera & WelOer, 1988: 
Martínez de la Escalera et al. 1988) resultan en una marcada potenCiaCión de la 
secreción de PRL en respuesta a la acción de TRH. 
El mecanismo de acción involucrado en este acoplamiento potenciador o facilitador de los 
efectos de TRH inducidos por la señal de la disociación del complejo DA-receptor no ha 
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sido aun completamente elucidado. Muchas evidencias apuntan hacia una participación 
fundamental de canales de calcio tipo L en el proceso. ya que la secreción de PRL es 
dependiente de Ca z+ (Ronning & Martin, 1986), y es fuertemente modulada por la 
manipulación farmacológica del influjo de iones Ca2+ a través de canales dependientes 
de voltaje en la membrana plasmática (Enyeart et al. 1985). 
Aunado a esto, la tasa de liberación espontánea de PRL de lactotropos individuales se 
relaciona positivamente con la densidad de canales de Caz+ tipo L presentes en la 
membrana plasmática de los lactotropos (Cota et al,1990). 
De la misma forma, el mecanismo de acción de TRH, sugiere que la modulación positiva 
de los canales de Caz+ podrfa tener consecuencias funcionales Importantes en el 
acoplamiento de los efectos de TRH. Este péptido hipotalámico provoca depolanzaciones 
dependientes de Caz

+ en los lactotrapos (Israel J.M., el al, 1990) e Incrementa las 
concentraciones intracelulares de este ion en dos fases sucesivas claramente 
distinguibles (Gershengorn, 1986). Una liberación de Ca2+ de los almacenes 
intracelulares, dependiente de inositol-trifosfato (lP3) (Martin, 1983), es seguida por una 
entrada sostenida de este ion del medio extracelular (8j6ro et al, 1990). El aumento en 
la concentración de Ca2+ intracelular evocado por TRH y la secreción de PRL son 
boqueadas por antagonistas, orgánicos e inorgánicos de canales de Ca 2", y son 
estimulados por BAY K 8644, agonistas de canales de Ca2+ tipo L (Enyeart et al. 1987). 
Dado que el Ca 2 

... citosólico parece ser el segundo mensajero mas Importante en el 
acoplamiento entre los eventos de depolanzación inducidos por TAH y la liberación de 
PRL (Sato et al. 1992), las señales que afecten la actividad de canales de Ca" tipO L 
debieran modular la magnitud de la secreción estimulada por este secrelagogo. 

La naturaleza de las vías o mecanismos de transducción de señales aSOCiadas a 
receptores D2-DAR sugiere también la participación de los canales de Caz" en la 
potenciación de la secreción de PRL observada en respuesta al escape transltono del 
tono dopaminérgico. La formación del complejo DA-receptor provoca disminuciones 
claras en la concentración de Ca2+ intracelular (Malgarali et al. 1987) a través de la 
activación de una conductancia de K'" lo que a su vez resulta en la hlperpolamaclón del 
potencial de membrana en reposo de los lactotropos. Esta hlperpolanzaclón disminuye la 
actividad de los canales de CaN dependientes de voltaje y supnme los potenciales de 
acción. que en estas células son dependientes de Ca~,!.¡. (Israel et al. 1987. Gregerson, et 
al. 19S9). 

Datos presentes en la literatura muestran que dicha hlperpolanzaclón. precede a 
aumentos importantes en la corriente macroscópica de Ca2 * (Gregerson el al 1994. 
Israel et al. 1985). Al parecer este evento es critico para el desarrollo de fenomenos 
como el rebote de secreción subsecuente a la suspensión dopamlnérglca. aun en 
ausencia de estimulación con TRH (Gregerson et al. 1994). La utilIzaCión de fármacos 
como Vahnomlclna, que directamente hiperpolariza la membrana celular. mlmetLza los 
efectos de la DA, inhibiendo la secreción de PRL durante su apilcaclon. y estimulando la 
liberación después del lavado. 
El tratamiento con altas concentraciones de K+ extracelular. Impide el efecto 
hiperpolanzante de la administración de DA o vallnomlcina. aun en presenCia de ambos 
factores, y bloquea tanto la inhibición como el rebote de secreclon de PAL observado 
posteriormente a la suspensión dopaminérgica (Gregerson. et al. 1994). 
La estimulación consistente de la corriente rectificadora entrante de K· reportada en el 
presente trabajo puede relacionarse con la acción hlperpolanzante aSOCiada a la unión de 
la DA con su receptor. Esta corriente presenta dos características Importantes: esta 
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claramente activa a voltajes hiperpolarizantes, y tiene una elevada sensibilidad al Ba2+; lo 
que podría indicar la participación de un canal redificador entrante de K+ asociado a 
proteínas G 
Los episodios de hiperpolarización de la membrana se han relacionado con 
disminuciones en la concentración intracelular de Ca2

* (Albert & T ashJlan, 1984; 
Gershengorn & Thaw, 1985). Esta disminución, observada en presenCia de DA, Involucra 
también la inhibición de corrientes de Ca2+ dependientes de voltaje (Lledo, 1990). Aun 
no es claro si la modulación ejercida por la activación de receptores 02 sobre estos 
canales de Ca2+ ocurre en forma directa o está mediada por una cascada de señales 
Intracelulares. 
Los resultados obtenidos en este trabajo. muestran evidencia de que el voltaje 
constituye un factor principal en la modulación dopaminérgica. 

Un periodo de mayor actividad eléctrica es característica de la recuperación de la 
hiperpolarización inducida por DA, (Gregerson et al, 1994. 1995, Israel. Kirk & Vincent. 
1987). Las células GH4CI/D2-DAR presentan un potencial de membrana en reposo 
cercano a los -40 mV, En este sentido, la hiperpolarización establecida por la acción 
dopaminérgica pudiera involucrar la remoción de la ¡nactivación de los canales HVA. tipo 
L, contribuyendo así al aumento en la corriente de Ca2+ subsecuente a la despolanzación 
de la membrana. 
A pesar de que la conductancia de estos canales en condiciones de salinidad fiSiológicas 
es relativamente pequeña (-60 iones/ms a OmV) y de que presentan un promediO de 
apertura breve (-1 ms), estos canales son muy eficientes para elevar la concentración de 
Cah Intracelular (Schlegel, W., et al. 1987, Armstrong et al, 1990). Por esta razón 
pequeños cambios en la frecuencia o duración de la apertura de los canales pueden tener 
efectos Importantes en los sistemas de señalización intracelular que dependen de Ca2+. 

En nuestro grupo de trabajo se demostró previamente que la diSOCiación de la DA de 
receptores 02 activa a la adenilato ciclasa y la fosfolipasa C (Martínez de la Escalera & 
Welner. 1988), con la consecuente activación de las proteínas Clnasas A (pkA) Y C 
(pkC). Los canales de tipo L son regulados por fosforilaclón mediada por pkA 
(Armstrong & Eckert. 1987: Curtís & Catterall. 1985) y pkC (O'Callahan et al. 1988), lo 
que provoca aumentos en su probabilidad de apertura (Mundiña·Wellenmann et al. 
1991). 
La potenciación de la secreción de PRL en respuesta a la suspensión de la aCCión tónica 
de DA es bloqueada por inhibidor~s especifiCaS de estas cinasas, y por antagonistas de 
canales de Ca2+ tipo L como metoxiverapamil y nifedipina, mientras que el mismo efecto 
se mlmetiza con la administración de Bay K 8644 (Hernández et al, 1994), cuya forma de 
acción es análoga a la fosforilación del canal de Ca2+. 
En su conjunto estos datos nos llevan a proponer la hipóteSIs de que la señal de la 
suspensión de la acción tónica de DA modula la actividad de los canales de Ca2~. 
provocando incrementos en el influjo de este ion, en respuesta a subsigUientes 
depoJanzaciones de la membrana evocadas por la administraCión de secretagogos como 
TRH, prodUCiendo así aumentos significativos en la cantidad de hormona secretada. 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan eVidencias de que los canales de 
Ca2

* HVA. particularmente tipo L representan la vía más importante para la entrada de 
Ca2- acoplada a eventos de depolarización en células GH4Cl/D2·DAR. AdiCionalmente 
los datos obtenidos muestran la modulación funcional de la actiVIdad de estos canales 
por DA. Mientras que la administración aguda de esta neurohormona provoca la 
dIsminución progresiva de la densidad de corriente macroscópica a través de canales de 
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Cah
• un patrón de activación compleja fué inducido por la señal de la suspensión del 

tono dopaminérgico. El escape de la inhibición tónica ejercida por DA provocó un rápido 
aunque transitorio aumento en la conductancia de Ca2+, a la que siguió un incremento 
tardío de similar amplitud. 

Las bases moleculares de esta regulación no han sido completamente determmadas. 
Aún así. es un hallazgo significativo el que la suspensión de DA activa la densidad de 
corriente de Ca 2+ por un periodo aproximado de 30 minutos. después de un breve 
periodo de latencia. 
El piCO de aumento en la corriente de Ca1+ es paralelo, incluso temporalmente, a la 

facilitación de la respuesta secretora a TRH posterior a la suspensión del tono 
dopaminérgico observada en una variedad de condiciones fisiológicas ( Martínez de la 
Escalera & Wemer, 1988, Martínez de la Escalera el al. 1988; Plolsky & Nelll, 1982; 
Halsenleder, el al, 1990; Fagin & Neill, 1981). 
Esta estimula ció n en la conductancia de Ca 2+ es consistente con la modulación de la 
actividad de canales dependientes de voltaje por fosforilación de las subunidades a y p 
de los canales de Ca 2+. por la acción de proteínas Clnasas A y C (Curtis & Cattrall, 1985: 
O'CalJahan, et al. 1988). Dicho evento, provoca aumentos en su probabilidad de 
apertura. y consecuentemente un mayor influjo de Ca2+ a la célula (Mundiña-Weilenmann 
et al. 1991; Yoshida et al, 1992). Estos efectos no se han asociado con cambios obvIos 
en las propiedades de la corriente que dependen del tiempo y del voltaje. lo que sugiere 
que las alteraciones en la densidad de corriente de Ca2+ pueden depender de cambios en 
el estado de fosforilación de los canales. 
En este sentido. observaciones realizadas en nuestro grupo de trabajo muestran, que la 
suspensión de DA aumenta el grado de fosforilaclón de la subunidad 0.1 de canales de 
Ca 2+ dependientes de voltaje en lactotropos adenohipofisiarios y en células GH4C 1/02-
DAR. en un rango temporal consistente con el incremento en la conductancia de Ca 2

+ 

(Hernández ME, et al, en prensa). 
La subunidad 0.1 contiene el sitio de unión a DHP's y constituye un componente esencial 
del canal. puesto que contiene también al poro y al sensor de voltaje. Esta subunidad 
presenta varias regiones consenso de serina y treonina , que corresponden a SitiOS de 
fosforilación, la mayoría localizadas en la porción citoplasmátlca, ubicada haCia la reglon 
carboxilo terminal. La fosforilación mediada por pkA en los lactotropos es necesaria y 
sufiCiente para restaurar la actividad de los canales de Ca2+ previamente inactIVados 
(Armstrong 1990; Dolphin. 1996), En cuanto a la fosforilación mediada por pkC, eXisten 
ciertas controversias. Algunos grupos afirman que no hay evidencias de efectos directos 
de pkC sobre la modulación de la apertura de este tipo de canales en células 
lactotrópicas (Armstrong. 1990). 

Por otro lado, el efecto bifásico observado ante la eliminación del tono dopamlnérgico. 
podría deberse a una acción dual de los sistemas de señalización intracelular evocados 
por la disociación de la DA de su receptor. Como se ha mencionado. esta señal provoca 
la activación de por lo menos dos vías de señalización Intracelular mediadas por 
segundos mensajeros. Sin embargo, la velocidad con que se instaura la primera fase del 
efecto de la suspensión de DA. podría indicar la participación de una via de señalización 
probablemente delimitada a la membrana, que no requiere de un segundo mensajero 
difusible. Existen pruebas en muchos sistemas, incluyendo a células lactotrópicas de la 
línea GH3, de que las proteínas G (en particular G. y Go )' tienen efectos duales sobre la 
modulación de canales de Ca2+ dependientes de voltaje y sensibles a OHPs, Siendo 
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capaces de estimular por un lado la acción de un segundo mensajero, y por el otro, 
ejercer un efecto directo sobre la actividad del canal (Lutz Birnhaumer, et al, 1989). 

Los resultados obtenidos en este trabaja, también muestran un aumento en la densidad 
de corriente de Ca2+ 24 horas después de la suspensión dopaminergica. Este efecto 
tardío podría involucrar aumentos en el número total de canales de Ca2+ funcIonalmente 
activos en la membrana celular. mas que cambios a nivel unitario; implIcando así una 
posible regulación de la expresión génica por la señal dopaminérgica. Se ha demostrado 
que la influencia tónica de DA produce decrementos en la expresión de canales de Ca2-

HVA en melanotropos (Cota, 1989). Sin embargo, las consecuencias funcionales de este 
efecto no son claras. 
Otras maniobras experimentales parecen promover la expresión funcional de canales de 
Ca 2+ HVA, particularmente tipo L en la membrana plasmática de células GH4C1. El 
tratamiento crónico con 1.25dihidroxicholecalciferol, un meta bolito de la vitamina 03. 
amplifica el influjo de Ca2+ sensible a OHP's, del medio extracelular, provocado por 
depolarizaciones de la membrana (Tornquist & Tashjian, 1989). 
El tratamiento de células GH3 por 6 días con EGF también incrementa en dos ordenes de 
magnitud la densidad de corriente de Ca2+ HVA (Meza et al. 1994). En forma sImilar al 
fenómeno de la facilitación de TRH ante el cese de la acción tónica de DA, la exposicion 
breve y transitoria a DA produce eventos de secreción mayores a aquellos observados 
antes de la aplicación de DA (Denef et al. 1984). Este llamado Urebote" en la secreción 
parece involucrar también, la modulación de canales de Ca2+ dependientes de voltaje, 
puesto que es prevenido por bloqueadores de Ca 2+ (Chen et al, 1993: Gregerson et al. 
1994). Este disparo repentino en la tasa secretora es precedido por la hiperpolanzaclon 
de la membrana dellactotropo como resultado de la activación de canales de K- (Israel 
et al, 1987; Gregerson et al, 1994), lo que se cree disminuye la proporción de canales de 
Ca2 + en estado inactivo (Ha et al. 1996). De esta forma, la subsecuente suspensión de 
la acción de DA podría inducir la recuperación del potencial de membrana en reposo 
acompañado de aumentos en la frecuencia de disparo de los potenciales de acción 
(Gregerson el al. 1994). 

De manera general. este trabajo muestra que la suspensión de DA es una señal 
fisiológicamente significativa para estimular la densidad de corriente macroscoplca que 
fluye a través de canales de Ca2+ HVA sensibles a DHPs en la línea lactotróplca GH4Cl 
transfectada con el receptor dopaminérgico D2. 
Aún cuando las bases moleculares de la estimulación de estas corrientes de Ca2~ no han 
sido aún determinadas por completo, estos canales parecen ser un punto esenCial en el 
control de la regulación de la secreción hormonal. Los presentes resultados permIten 
proponer la hipótesis de que el escape de la acción tónica de DA recluta canales de 
Ca2+ dependientes de voltaje. Consecuentemente a la suspensión de la DA. un mayor 
número de canales de Ca 2

+, presumiblemente HVA, tipo L, quedan disponibles para 
condUCIr Ca2+ en respuesta a una depolarlzación que puede ser InducIda, entre otroS 
factores, por TRH. El incremento en el influjo de Ca2

+ podría entonces provocar 
aumentos en la concentración Intracelular de este ion, por encima de aquella obseNada 
ante el mismo estímulo en células que no han sido expuestas previamente a la 
suspensión fásica del tono dopaminérgico. Este efecto provocaría a su vez. una mayor 
liberación de PRL. De esta forma, el resultado de la acción estimuladora del escape del 
tono dopaminérgico sobre la densidad de corriente HVA, sería un marcado aumento en la 
liberación de PRL. debido a un mayor influjO de Ca2+ durante los potenciales de accron 
inducidos por eventos de depolarización. 



ABREVIATURAS 

AMPc: Adenosin monofosfato cíclico 
Cm: Capacitancia de membrana (pFl 
DA: Dopamina 
DI: Densidad de corriente (pAlpFl 
DHP: Dihidropiridina 
DGC: Diacil glicerol 
GASA: Acido Gamma-aminobutírico 
HVA: Canales iónicos activados por alto voltaje 
Hp: Potencial de mantenimiento 
IP,: Inositol trifosfato 
IKir: Corriente rectificadora entrante de K+ 
Imax : Corriente máxima 
PIF: Factor inhibidor de PRL 
PRF: Factor estimulador de la liberación de PRL 
PRL: Prolactina 
PKA: Proteína cinasa A 
PKC: Proteína cinasa C. 
TRH: Hormona liberadora de Tlrotrofinas 
TSH: Hormona estimulante de Tiroides 
nx: Tetradotoxina 
VDCCs: Canales de Ca'+ Dependientes de Voltaje 
VIP: Péptido intestinal vasoactivo 
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