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Resumen

En los vertebrados, las conductas y la funcién reproductiva facilitan la adaptacion
v la evolucién de las especies animales, a través de promover la ;ecombinécibn
genética y asf la diversidad. fenotipica. Por esta razon, es de la mayor importancia
la dilucidacién de los mecanismos celulares y moleéulares responsables de regular
las conductas y la funcién reproductiva. En términos generales, la fisiologia
reproductiva esta sujeta a un estricto control endécrino en el que intervienen
diversas hormonas. La produccién de dichas hormonas es regulada por
mecanismos de retroalimentacién positiva y/o negativa en los cuales la hormoﬁa
liberadora de gonadotropinas (GnRH) juega un papel central. En este esquema, la
GnRH estimula la sintesis y liberacién de las hormonas hipofisarias estimulante de
los foliculos (FHS) y luteinizante (LH) que controlan la produccién de las
hormonas gonadales estr6genos, progesterona y testosterona, que en turno regulan
la funcién y conducta reproductiva. Si bien este mecanismo general esta bien
documentado, las interacciones celulares finas que le subyacen atin son motivo de
intensa investigécién. Con relacién a los mecanismos que regulan la liberacién de
la GnRH, se ha documentado que el estradiol y la progesterona regulan de manera
indirecta su liberacién, a través de modular la actividad de las vias aferentes
opioidérgicas, catecolaminérgicas y GABAérgicas. Por otro lado, se ha mostrado
también que los estrégenos y la progesterona son capaces de ejercer acciones
directas sobre las neuronas GnRHérgicas, modificando la respuesta de estas células

a algunos neurotransmisores, como por ejemplo a la norepinefrina. En este mismo




contexto, el prop6sito del presente trabajo fue el de conocer si el 17p-estradiol y la
progesterona modulan la accién postsindptica del 4cido y-aminobutirico (GABA)
sobre las neuronas GnRHérgicas. Para ello, se utilizaton neuronas GnRHérgicas
inmortalizadas GT1.7 en suspension, con el propésito de evaluar los cambios de los
transitorios de calcio intracelular ([Ca?*];) consecutivos a la aplicacion de GABA, en
presencia o ausencia de preicunbaciones con estradiol y progesterona. Nuestros
resultados muestran que la preincubacién con estradiol (100nM) por 24 horas no

modifica la amplitud de los transitorios de calcio generados por GABA en las

neuronas GT17. Sin embargo, la preincubacién con progesterona (20nM) por 6
horas antes de la aplicacién del GABA disminuye la amplitud de los transitor-ios de
calcio generados por este neurotransmisor. En contraste, la preincubacién con
estradiol (100nM) por 24 horas, coincidente con progesterona (20nM) durante las
altimas 6 horas, aumenta los transitorios de calcio generados por GABA. Estos
resultadbs muestran que la progesterona modula negativamente la respuesta a
GABA y que los esteroides gonadales, actuando de manera sinérgica, facilitan la
respuesta postsindptica de las neuronas GnRHérgicas al GABA, sugiriendo que

ejercen una accién directa sobre dichas neuronas.

Abstract

In vertebrates, reproductive function and behavior facilitates adaptation and
evolution of living animal species, by promoting genetic recombination and

phenotypic diversity. Unraveling principles and mechanisms underlying
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reproductive physiology is thus of the major importance from a biological
perspective. It is long known that reproductivé physiology is regulated by a
functional interplay of hormonal messengers. Amorig theﬁl, gonadal hormones
play a central role as regulatory factors, acting through positive and negative
feedback mechanisms. In this scenario, estrogens and progesterone modulate the
synthesis and secretion of the hypothalamic gonadotropin release hormone
(GnRH), and thus of the hypophysial gonadotropins (i.e., follicle stimulating and
luteinizing hormones). Although the general rules governing this feedback
mechanism have been firmly established, details on the cellular and molecular
events underlying it are still open issues waiting for answers. Regarding the effects
of estrogens and progesterone on GnRH release, it has been documented that both
steroid hormones indirectly regulate GnRH secretion process through modulating
opioidergic, catecholaminergic, and GABAergic afferent activity. It has also been
shown, none the less, that estrogens and progesterone may also have direct effects
on GnRHergic neurons activity by modulating their response to some
neurotransmitters, as it has been shown for norepinephrine. In the same vein, the
aim of the present work was to evaluate whether estradiol and progesterone
modula%e GnRHergic neurons activity in response to GABA. Transformed
GnRHergic neurons (GTi7 cell line) were then cultured, and their response to

GABA application, in the presence or absence of preincubations of gonadal

* steroids, monitored by measuring changes in intracellular calcium transients. Our

results showed that preincubation with either estradiol (100nM) for 24 hours does




not modify the magnitude and frequency of GnRHergic neurons calcium transients
induced by this neuroactive molecule. Never the less, preincubation with
progesteroﬁe (20nM) during 6 hours prior to GABA application, depress the
calcium transients induced by GABA. In éontrast, when estradiol was
preincubated for 18 hours followed by a co-preincubation of estradiol and
progesterone for 6 hours, GnRHergic neurons responses to GABA were facilitated.
Indeed, the preincubation with progesterone decreased the response of the
neurons and the simultaneous preincubation with both gonadal steroids increased
the amplitude and frequency of calcium transients in transformed GnRHergic
neurons. These obséwaﬁons thus show that gonadal steroids modulate the
GnRHergic neurons response to GABA through synergistic mechanisms,

supporting a direct action on GnRH neurons.
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INTRODUCCION

La funci6n reproductiva y las estrategias de apareamiento constituyen la piedra
angular de la variabilidad fenotipica en los mamiferos. Dicha variabilidad permite,
por un lado, la adaptacién adecuada a nichos ecolégic;)s especificos, y por el otro,
la seleccion de fenotipos que sustentan la evolucién biolégica (Slater y Halliday,
1994). Debido a que la reproduccién sexual funciona como un mecanismo
adaptativo, se requiere que ésta responda a las fluctuaciones de distintos factores
ambientales tales como la temperatura, la luz y la alimentacién, entre otros. Estos
factores modifican el status reproductivo a través de alterar las concentraciones de
hormonas sexuales, las que a su vez conllevan a cambios en la actividad metabélica
y en los estados afectivo y receptivo del organismo (Knobil y Neill, 1994).

Como se menciond anteriormente, el cerebro recibe una serie de sefiales tanto
internas como externas que afectan a la reproduccién. Toda esta informacion es
integrada por diversas estructuras cerebrales que proyectan y convergen sobre las
neuronas GnRHérgicas, las que orquestan la funcién reproductiva a través de un
mensajero llamado hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH). Esta
hormona es liberada al sistema porta-hipofisiario a través del cual alcanza
receptores especificos en los gonadotropos de la hip6fisis, donde ejerce su efecto.
Es importante sefialar que la organizacién espatio-ternporal de la GnRH impone
un orden temporal a la funcién reprodictiva. La hip6fisis funge como un
amplificador de la sefial generada por la GnRH, y libera al torrenfe sanguineo a las

gonadotropinas. Estas hormonas acttian en las génadas regulando los procesos de
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gametogénesis y de esteroidogénesis. Finalmente, los esteroides gonadales regulan
la funcién de los 6rganos sexuales periféricos, la secrecién de GnRH y hormonas
hipofisarias, asi como el desarrollo y expresién de las conductas sexuales.

Eje hipotalamo-hipé6fisis-génadas

El sistema end6crino de los vertebrados esta constituido por una serie de glandulas
relacionadas funcionalmente entre si. De éstas, el hipotidlamo, localizado en la
regién diencéfalica del cerebro, constituye el 6rgano rector desde el cual se
pfoducén mensajes quimicos cuya finalidad es la de modular diversas funciones a
través de regular la produccién y liberacién de hormonas desde la glandula
hipofisis. La hipofisis desempefia el papel de amplificador de las sefiales centrales, |
produciendo mensajeros quimicos que actizan como relevos de éstas y son vertidos
ala .circulacién sistémica, en grandes cantidades. Una vez enla circulacién, las
hormonas hipofisarias alcanzan distintas gla‘ndulas blanco, y de esta forma ejercen
acciones moduladoras sébre diversas funciones. En los casos donde estas funciones
implican la producciéon y liberacion de hormonas liberadas por las glandulas
blanco de aquellas hipofisarias, éstas modulan por retroalimentacion, la
produccibn y liberacién de las hormonas hipotaldmicas e hipofisarias, cerrando asi
un circuito que permite variar en forma dinédmica y dentro de rangos normales, las
Earacteristicas fisiologicas del medio interno. Es importante mencionar que la
liberacién hipotaldmica de hormonas rectoras esta sujeta a la regulacion neuronal

descendente que permite el ajuste de las funciones respectivas ante una gran
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diversidad de estimulos ambientales e internos (e.g., estimulos sensoriales y el
estado nutricional).

Como se esquematiza en la Figura 1, la funcién reproductiva y la maduracién
sexual dependen de un sistema hormonal integrado de la manera descrita en el
parrafo anterior. En dicho sistema, un grupo de neuronas hipotalamicas producen
un mensajero quimico, la GnRH, el cual es liberado, de manera epis6dica, a los
vasos portales hipotdlamo-hipofisarios. Esta hormona alcanza a los gonadotropps
localizados en el 16bulo anterior de la glandula hipéfisis, donde regula la
produccion y liberacién de las hormonas luteinizante (LH) y estimulante de los
foliculos (FSH), conocidas genéricamente como gonadotropinas.

‘Una vez en la circulacién, ambas hormonas hipofisarias alcanzan al ovario y al
testiculo, en donde promueven la gametogénesis, asf como la sintesis y secreci6n
predominantemente de estradiol y progesterona en la hembra, y de testosterona en
el macho. Estos esteroides, en conjunto con las gonadotropinas, ejercen efectos
diversos sobre la expresion de conductas sexuales y no sexuales y determinan el
desarrollo de los érganos sexuales periféricos. Ademas, los esteroides gonadales
regulan de manera positiva y negativa la produccién y liberacién de hormonas
hipotaldmicas e hipofisarias, asegurando asf la competencia reproductiva. (Knobil

y Nelly, 1994).
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Senales externas
(luz temperatura
alimento)
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(esteroides, peso,
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Figura 1 Eje Hipbtalamo-hipéﬁsis-génadas: Distintos etimulos externos (luz, temperatura.
disponibilidad de alimento, etc.) e internos (concentracién plasmatica de esteroides, estado
metabodlico, peso corporal, cantidad de grasa, emociones, receptividad del sexo opuesto, etc.)
afectan a la funcién reproductiva. Toda esta informacién es integrada por diversos grupos de
neuronas cuya via aferente alcanza a las neuronas GnRHérgicas en el hipotilamo mediobasal y el
4rea predptica. Estas neuronas controlan la secrecién de las gonadotropinas hipofisiarias (LH y
FSH), las que a su vez regulan la funcién gonadal. El circuito se cierra por una retroalimentacion

ejercida por los esteroides gonadales tanto a nivel central como hipofisiario.




Esteroides Gonadales

a) Efectos fisioldeicos de los esteroides gonadales

En los mamiferos, los esteroides sintetizados en los ovarios y testiculos afectan el
desarrollo sexual temprano y tardio tanto somético como cerebral (McEwen, 1996).
Los esteroides sexuales, estimulan el crecimiento y la diferenciacién celular de
6rganos sexuales y no sexuales durante la vida intra y extrauterina. Regulan el
comportamiento reproductivo, las conductas de agresién, socializacion vy
conservacion de las especies, asi como algunos aspectos motivacionales y afectivos
de los procesos cognitivos y de locomocién (Schunlkin, 1993). Los estr6genos

también promueven la formacién de hueso, y por tanto, participan en la regulacién

regulan el cambio de plumaje y la generacién de neuronas destinadas a formar
parte de los nticleos que median el aprendizaje del canto durante la temporada de
apareamiento en machos (Chesfer—]ones et al,1987). En algunas especies de
venados se ha mostrado que los esteroides gonadales regulan el crecimiento de las
astas, 6rganos utilizados en conductas de despliegue y agresi6n durante la época
reproductiva (Marler.y Hamilton, 1966).

Desde el punto de vista endécrino, nuevamente en los mamiferos, los esteroides
gonadales participan como moduladores de la secrecién de la GnRH, de las
gonadotropinas y de la prolactina (Knobil y Neill, 1994). Esta tltima funcién es de
gran importancia pues- da origen a un proceso ciclico que controla y coordina los

periodos de fecundidad y receptividad sexual. La existencia de éste ciclo
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denominado menstrual para las hembras de los primates y estral para otras
especies de mamiferos (particularmente en roedores) se ha documentado
ampliamenté. En la mujer, el ciclo menstruﬁl se extiende por un periodo promedio
de 28 dias, y se divide en tres fases llamadas folicular, ovulatoria y litea. Desde el
punto de vista endécrino, la fase folicular, que se extiende por 12 dias
aproximadamente, se caracteriza por el incremento progresivo de las
concentraciones plasmaticas de FSH, que conduce a un aumento igualmente
progresivo de las concentraciones plasmaéticas de estrégenos ovéricos. Una_vez
alcanzada una concentracion critica de estrdgenos en plasma hacia la mitad del
ciclo, estos promueven la liberacién relativamente sabita de la LH que al alcanzar
el ovario induce la ovulacién y la consecuente formacién del cuerpo liteo. La fase
ovulatoria tiene una duracién aproximada de 1 a 3 dias. La formacién del cuerpo
lateo sustenta la produccién y secrecién de la progesterona. La concentracion
plasmética de esta hormona, junto con aquella de la LH, incrementan conforme la -
fase litea progresa (duracién aproximada 13 a 14 dias). Simultaneamente, los
niveles plasméaticos de estr6genos y de la FSH decaen. Con esto, el endometrio
prolifera y se desarrolla hasta alcanzar las condiciones necesarias para permitir la
implantacién del cigoto en caso de que haya ocurrido la fecundacion. En ausencia
de fecundacién, y hacia el final del ciclo menstrual, se observa un descenso de los
niveles de todas las hormonas hipofisarias y gonadales que levan al
desprendimiento del endometrio y a .la reiniciacién del ciclo. Los cambios

end6crinos descritos se acompafian de cambios estructurales ciclicos en las mamas,
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Figura 2, Cambios en los niveles hormonales durante el ciclo menstrual. En la parte superior se muestran los
pulsos de GnRH en sangre portal y su concordancia con los pulsos de LH en sangre sistémica en ovinos,
Obsérvese que la hipéfisis es un amplificador de la sefial central de la GnRH, la cual es reproducida con una
alta eficiencia. En la parte inferior se muestran los cambios en los‘ niveles plasmdticos de LH, FSH,
progesterona, estradiol, y 17-hidroxiprogesterona durante el ciclo menstrual en humanos. El dfa del pico de
LH es considerado el dia cero. Los cambios en la temperatura basal del cuerpo (BBT) indncidos por
progesterona también se representan en el esquema. Modificado de Knobil y Neill, 1994 y de Griffin y Ojeda,

1992.

Es importante entonces recalcar que todos los cambios en las concentraciones
plasmaticas de las hormonas hipofisarias y ovaricas que ocurren a lo largo del ciclo
menstrual, resultan de modificaciones en los patrones de secrecién de la GnRH
(Clarke y Cummins, 1982; Levine y Duffy, 1988), los.que a su vez son modulados |
por multiples aferencias neuronales y por la retroaccién de estrogenos, andrégenos
y progestagenos (Figura 2)

En mar‘niferos, incluj(endo al ser humano, no solamente las hembras presentan un
mecanismo ciclico de regulacién de la fecundidad y la receptividad sexual. Los
machos también poseen un mecanismo end6crino ciclico que regula la
diferenciacién y maduracién de los gametos. Este evento no ha sido tan bien
documentado como en la hembra, debido a la dificultad de evaluar el estado
funcional en cientos de tubos seminiferos que conforman al testiculo, en los cuales
se generan gametos de manera asincrénica, lo que permite al macho ser feértil
potencialmente todos los dias de su vida. No obstante esto, la producciéon de
espermatozoides varfa diariamente a lo largo del ciclo del epitelio seminifero. Si se

analizan tubos seminiferos individuales, los efectos ciclicos de la liberacién de
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testostérona asociados a los cambios en la produccién de las gonadotropinas y de
la GnRH se hacen evidentes. El ciclo del epitelio seminifero tiene una duracién
aproximada de 64 dfas en el hombre. Durante este tiempo, las espermatogonias A
dan origen a cuatro generaciones de espermatogonias B, una de las cuales se
diferenciarA de manera secuencial hacia espermatocito, espermatida vy

espermatozoide inmaduro (Knobil y Neill, 1994).

b) Estructura quimica y sintesis de los esteroides gonadales

Los esteroides gonadales constituyen una familia de hormonas lipidicas derivadas
del colesterol. Su estructura bésica, el fenantreno, esta formada por tres anillos
arométicos de benceno condensados. Esta configuracion da una gran versatilidad
estructural pues a partir de ella, a través de modificar algunos de sus sustituyentes
y el numero de dobles ligaduras, se pueden obtener una diversidad de derivados
entre los que se encuentran e colesterol y las hormonas esteroides (Figura 3).
Como se menciond anteriormente, las hormonas esteroides derivan del colesterol.
Este compuesto orgéanico juega un papel esencial en el metabolismo celular pues
funge como precursor no solamente de hormonas esteroides, sino también de las
sales biliares necesarias para emulsificar a las grasas provenientes de la dieta, en la
luz intestinal. Ademas, el colesterol forma parte importante de la estructura de las
membranas celulares, y algunos de sus derivados dan origen a las vitaminas A, E y
K, a los dolicoles {moléculas transportadoras de lipidos que sirven como
precursores para la sintesis de glicolipidos), y a la ubiquinona (compuesto

involucrado en la transferencia de electrones en la cadena respiratoria).
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La sintesis del colesterol ocurre en cuatro fases. En la primera fase, tres unidades
de acetat-o derivadas de la acetil Co-A se condensan para dar lugar a una cadena
alifatica de hidrocarburo constituida por seis carbonos conocida como mevalonato.
Enla seg;unda fase, la molécula de mevalonato es “activada” a través de la adicién
de tres grupos fosfato a los carbonos tres y cinco de su cadena. En la tercera etapa,
la reﬁocién subsecuente de un grupo fosfato y del carboxilo inicial genera una
doble ligadura, y asf una cadena alifstica de cinco carbones conocida comé
isopreno. La condensacién de cinco moléculas de isopreno activadas da origen al
escualeno, cuya cadena hidrocarbonada contiene 30 4tomos de carbono.
Finalmente, la ciclizaci6n del escualeno lleva a la formacién de los anillos A, B, Cy
D del nucleo de colesterol, y la subsecuente oxidacién y modificacién de la
posicién de los grupos metilo, da como resultado la molécula del colesterol.

Una vez formado en el higado, el colesterol puede ser transferido con la ayuda de
apolipoproteinas plasmaticas (una vez conjugadas con el colesterol o sus derivados
se designan lipoproteinas de baja densidad) hacfa los 6rganos en los que sera
utilizado. En el caso de las hormonas gonadales, el colesterol es transformado, en
células ovéricas y testiculares, a través de una éerie de reacciones secuenciales en
pregnenolona, progesterona, testosterona y estradiol. La sintesis de todas estaé
hormonas requiere de la remocién de algunos o todos los carbones en la cadena
lateral éue se une al carbono 17 del anillo D del colesterol. Esto se logra mediante

reacciones de hidroxilacién y oxidacién.
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En la Figura 3 se ilustra la via metabélica con lz;ls reacciones que conducen de un
compuesto a otro, la mayorfa con acciones biol6gicas propias pero que funcionan
también como precursores de los compuestos subsecuentes.

El primer paso de la sintesis de esteroides gonadales es la conversién de colesterol,
que contiene 27 carbonos en pregnanolona, compuesto de 21 carbonos en una
reaccion realizada por el complejo enzimético conocido como citocromo p450. Esta
reaccion ocurre en la mitocrondria, siendo un paso limitante en la biosintesis de
esteroides. La pregnanolona se puede convertir en progesterona por medio de una
enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, o en 17«-hidroxipregnanolona por
medio de wuna 170-hidroxilasa. Ambas, la progesterona y la 170-
hidroxipregnanolona pueden, a su vez, ser metabolizadas en 17a-
hidroxiprogestérona. La 17a-hidroxiprogesterona es substrato de la 17,20-liasa y
convertida en androstenediona ya con 19 carbonos. Este metabolito es convertido
en estrona (con 18 carbonos) mediante una aromatasa o en testosterona por la
enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Ambas, la estrona y la testosterona
son precursores del estradiol. La estrona es convertida en estadiol por medio de
una enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa y la testosterona a través de la

remocién del carbono 19 y la aromatizacion del anillo A del andrégeno.
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Figura3. Biosintesis de esteroides ovaricos. 1. Complejo enzimético que corta la cadena lateral del
colesterol; 2. 3g-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 3.17a-hidroxilasa; 4. 17,20-liasa; 5. Aromatasa 5.

17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa.




¢) Receptores y mecanismo de accion de los esteroides gonadales

Después de ser secretados por el ovario y el testiculo, y dada su insolubilidad en
agua, los esteroides gonadales son transportados hacia sus 6rganos blanco por
globulinas plasmaéticas (Griffin y Ojeda, 1992). Una vez que alcanzan su érgano
blanco, los esteroides pueden ejercer sus efectos a través de dos mecanismos
distintos.

El mecanismo de accién més estudiado de las hormonas esteroides en general, y de
aquellas secretadas por las génadas en particular, ha revelado que una vez que
estas hormonas atraviesan la membrana celular, difunden al citoplasma y
finalmente se unen a receptores citopldsmicos y nucleares (Figura 4). Esta unién
conduce a una homodimerizacién del complejo ligando-receptor que cambia la
conformacién del mismo.

El cambio de conformacién de las proteinas del receptor le confiere a éste un
incremento en la afinidad por secuencias de ADN, conocidas como elementos de
respuesta a esteroides, localizados en regiones reguladoras de genes blanco. Asi, el
complejo _esteroide-receptor funciona como factor de transcripcién al unirse a los
elementos de respuesta a esteroides en el ADN, facilitando o suprimiendo la
transcripciébn genética y la produccion de la proteina correspondiente
(Katzenellenbogen, 1996; Tsai y O’Malley, 1994). Los receptores para esteroides
también pueden ser activados en ausencia de su ligando nativo por factores de
crecimiento u otros agentes capaces de aumentar los niveles de AMP ciclico

(Aronica y Katzenellenbogen, 1993; Ignar-Trowbridge et al., 1993).
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Figura 4. Representacién esquemadtica de los elementos intracelulares de respuesta a esteroides. Las
hormonas esteroides viajan en el torrente sanguineo unidas a protefnas especificas. Los esteroides se
unen con una alta afinidad a receptores nucleares. Los receptores se dimerizan y funcionan como
factores de transcripcién, promoviendo la sintesis de ARNm y consecuentemente actia

aumentando la sintesis de proteinas especificas.

Los receptores nucleares para los esteroides gonadales forman parte de uﬁa
superfamilia de protefnas que incluyen ademés a los receptores para retinoides,
tirosina, vitamina D y otros atin sin ligando c;)nocido (Evans, 1988). Los receptores
de esta superfamilia comparten caracteristicas en su estructura general, y poseen

un alto porcentaje de homologia estructural en la secuencia que corresponde a los
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sitios de unién con el ADN (Griffin y Ojeda, 1992). Sin embargo, las secuencias
primarias en el extremo carboxilo terminal, donde reside la capacidad de unir a los
distintos ligandos, difieren significativamente en los diferentes receptores. Algunos
de los receptores a esteroides gonadales presentan méas de una isoforma (e.g.,
receptores a y B para estradiol; Kuiper et al., 1996; Mosselman et al., 1996). Estas
variantes resultan de la transcripcién de diferentes genes, y no de la traduccién o
del procesamiento diferencial del ARN' mensajero o del precursor proteico
correspondiente (Joéls y de Kloet, 1992). _

No_ obstante que el mbdelo arriba descrito es el méas conocido, recientemente se ha
documentado la existencia de receptores membranales para estrégenos (Moss et al.,
1997). Estos dltimos acttian sobre canales i6nicos modificando su permeabilidad
directamente, o bien a través de su acoplamiento a sistemas de segundos
mensajeros. Por lo tanto, la interaccién de los estr6genos con sus receptores
membranales induce cambios en excitabilidad celular (Tsai y O'Malley, 199%;
Parker et al., 1993; Katzenellenbogen, 1996). La funcién de estos receptores puede
ser modulada a través de modificaciones postraduccionales como la fosforilacién
(Weigel, 1996).

Neuronas GnRHérgicas

a) Aspectos Anatémicos

Las células GnRHérgicas constituyen una poblacién relativamente homogénea de
neuronas localizadas en el hipotdlamo anterior y en el 4rea pre6ptica media. A

diferencia de otros grupos de células neuroendocrinas, las neuronas GnRHérgicas
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no estan confinadas en un nucleo definido, sino que se encuentran dispersas a lo
largo de estas regiones (Silverman y Krey, 1978; Merchenthaler et al., 1984). El
nimero total de estas neuronas en la rata se ha estimado en 2,000 {Merchenthaler ef
al., 1984). De ellas, cerca del 60 al 70% proyectan hacia la eminencia media, lugar en
donde alcanzan al sistema vascular portal hipotdlamo-hipofisario, en el cual
vierten sus productos secretorios (la GnRH, el péptido asociado a la GnRH (GAP)
v la galanina; Silverman et al., 1987; Merchenthaler et al., 1989). Ademas de esta
proyeccifn, existen _otras que relacionan anatémicamente a las neuronas
GnRHérgicas con el area predptica-septal, con el 6rgano vasculoso de la ldmina-
terminal, con el 6rgano subfornical, con la estria medular y con la amigdala medial.
Las neuronas GnRHérgicas reciben innumerables aferencias de terminales
neurqnales, entre las que se incluyen a la serotonina (Kiss y Halasz, 1985), B-
endorfinas (Chen et al., 1989 A; Chen et al, 1989 B; Thind y Goldsmith, 1988),

GABA (Leranth et al., 1988; Witkin, 1992), dopamina (Karaviti y Angélides, 1993),

vasopresina (Thind et al., 1991) y glutamato (Goldsmith et al., 1992).

b) Aspectos embriolégicos

En Jos roedores, y en particular en el rat6n, se ha estudiado a profundidad el
desarrollo de las neuronas GnRHérgicas, las cuales se originan en la regién rostral
del tubo neural que da origen al bulbo olfatorio. Estas neuronas pueden ser
identificadas a partir del dia 8.5 de vida embrionaria (Silverrﬂan et al., 1988). Este
grupo neuronal migra (edad embrionaria 12.5 a 16.5 dias) a través del septo nasal,

y pasando a lo largo de las regiones ventral anterior y ventromedial anterior del




telencéfalo, alcanzan las éreas hipotaldmicas septal, pre6ptica y anterior en donde
se establecen. Durante su migracién, las neuronas GnRHérgicas elaboran procesos
axonales que arriban a la eminencia media (edad embrionaria 14.5 dias). La
expresién del precursor de la GnRH en las neuronas GnRHérgicas se detecta a
partir del dfa 11.5 de la gestacion. (Knobil E y Neill JD, 1994).

Hormona Liberadora de Gonadotropinas

a) Sintests

Se ha identificado un solo gen para la GnRH, que posee cuatro exones. El gen
contiene sitios de regulacién en el extermo 5, dentro de los cuales destacan: el sitio
AP-1, de regulacién transcripcional para dimeros de fosjun y jun:jun; el sitio para
el receptor a estrOgenos; el sitio para el receptor a progesterona y el sitio de
elementos amplificadores hipotaldmicos (1" urgeon, 1996).

Estudios bioquimicos han revelado la existencia de variantes de la GnRH en
individuos de la misma especie. Estas variantes constituyen asi, una familia de
decapéptidos estructuralmente similares cuyas funciones no han sido
completamente estudiadas. Hasta el momento se han identificado y secuenciado
siete péptidos diferentes de esta familia. Por otro lado, estos péptidos también se
han identificado en diversos grupos de vertebrados, desde los agnatos hasta los
mamiferos. En todas las formas de la GnRH los aminoacidos 1,2,4,9 y 10 se
encuentran conservaﬂos. Estos residuos son importantes para la unién al receptor,
y por tanto forman parte indispensable para la actividad biolégica de la GnRH

(Muske, 1993).
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El producto de transcripcién del gen es una proteina precursora de noventa y dos
aminoscidos que contiene una secuencia formada por diez aminoacidos ubicados
en el extremo amino-terminal, que corresponden a la GnRH madura. La secuencia

restante, que se extiende hacia el extremo carboxilo terminal del precursor,

_corresponde a un péptido de cincuenta y seis amino4cidos denominado GAP, cuya

funcién es aun tema de controversia (Figura 5).

ATG Hin f1 TAA

Hin f4 Eco R1

Péptido GnRH GAP
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“Figura 5 Estructura del gene y del péptido de la GnRH. En esta Figura se muestra un esquema del

gene de la GnRH, las regiones que codifican para el péptido sefial, la GnRH y el GAP. Tambiér w:

muestra-la secuencia de aminoécidos de cada uno de ellos.

. b) Liberacion episddica de la GnRH

Una ver sintetizada, la GnRH es almacenada en gréanulos secretorios y liberada de

manera episodica con diversas frecuencias, entre las que destacan una rapida Jque




ocurre en el orden de minutos a horas (i.e., ultradiana) y otra de mayor amplitud
pero de mucha menor frecuencia (i.e., infradiana), la que es responsable de la
ovulacién (Wierman et al, 1995). Aunque no se conocen con certeza los
mecanismos encargados de generar la actividad ritmica de las neuronas
GnRHérgicas, se ha postulado la existencia de dos osciladores localizados en el

hipotdlamo mediobasal y en el 4rea preoptica, responsables de inducir la actividad

_ritmica ultradiana e infradiana, respectivamente. En concordancia con esta idea,

Knobil y colaboradores (1990) mostraron en registros electrofisiologicos en
primates, que regiones vecinas (e.g., hipotaldémo mediobasal) a las neuronas
GnRHeérgicas muestran una intensa actividad sincrénica altamente correlacionada
con los episodios de liberacién de la GnRH (Knobil, 1990). Asf, es muy probable

que el regulador maestro del eje reproductivo sea el generador de pulsos de

. GnRH.

Si bien los elementos constitutivos del generador de pulsos de GnRH existen desde
edades tempranas del desarrollo, no es sino hasta la pubertad cuando éste se
activa. Durante el desarrollo, se han observado tres fases en la activacién del
generador de pulsos. En la primera de ellas, las células que lo constituyen
presentan asincronfa debida a la inhibicién ténica de las aferentes GABAérgicas.
En la segunda, la inhibicién decrementa por la influenica de afernetes de
norepinefrina y neuropéptido Y, lo que conduce a un aumento en la sinrocnizacién

de la actividad secretoria de las células del generador. En la tercera fase, que
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coincide con la pubertad, las células del generador se sincronizan del todo. En esta
fase el GABA estimula y quizas sincroniza la secrecién de GnRH.

Después de la pubertad, el sistema es regulado por diversos factores, dependiendo

de la especie. Dentro de los factores que afectan a la reproduccién se encuentran

diferencias debidas al género, a la fase del ciclo reproductivo y a la época del afio.
Toda esta informaci6n se integra y confluye a las neuronas GnRHérgicas, a ﬁavé‘s
de diversas aferencias. Estudios realizados en modelos in vitro han confirmado los
efectos de muchos de los mediadores centrales descritos in vivo. Por ejemplo, el uso
de neuronas GnRHérgicas inmortalizadas ha producido resultados sobre efectos
activadores e inhibidores sobre la liberacién y la regulacion de la GnRH. Estos
efectos son .provocados después de la aplicacién de catecolaminas (Jennes et al.,
1985; Leranth et al., 1988; Martinez de la Escalera et al., 1992 a y b; Segovia et ai.,
1996), histamina (Noris et al., 1995), GABA (Martinez de la Escalera et al., 1994;
Masotto y Negro-Vilar, 1988), glutamato (Leranth et al., 1988 y Leranth et al., 1985
b; Jung et al., 1998), 6xido nitrico (Belsham et al., 1996; Gobbetti y Zerani, 1998;

Kohsaka et al.,, 1999; Mahachoklertwattana et al., 1994; Sortino ef al, 199%4),

. neuropéptido Y (Li et al., 1999; Kerrigan et al., 1995), estradiol (Prevot et al., 1999), y

péptidos opiaceos (Thmd et al., 1988; Prevot et al., 1998).

En términos generales, la modulacion de la liberacién de la GnRH por aminoécidos
y aminas biogénicas es mediada por receptores metabotropicos asociados a
sistemas de segundos mensajeros (AMPc e IP3), asf como ionotrépicos responsabies

de los cambios rapidos en la polarizacion celular.
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¢) Reeulacién GABAérgica de la liberacion de la GnRH

La iniciacién de la pubertad en mamiferos depende de un aumento en la secrecién
de GnRH, producto de la actividad de las neuronas GnRHérgicas- Una vez que la
actividad sincrénica y episédica de las neuronas GnRHérgicas se establece, la etapa

funcional del eje reproductivo comienza. Como ya se ha mencionado con

anterioridad esta actividad es regulada por afrentes de diversas naturalezas .

(excitadoras e inhibidoras) sobre las neuronas GnRHeérgicas. El GABA afecta la
secrecién de GnRH a través de dos tipos de receptores, los GABAa (receptor
ionotropico-canal de cloro) y los GABAs (receptor metabotrépico, con siete
dominios transmembranales)
Partiendo de estudios in vivo donde se observé por primera vez la participacién de
GABA en la regulacién del eje reproductivo, descritos brevemente en la seccion
anterior, el papel de este neurotransmisor se ha estudiado profundamente. La
posibilidad de la participacién de GABA como un factor regulador de la liberacion
de 1a GnRH fue reforzada por experimentos que mostraron que la administracion
sistérnica, la infusién intracerebro ventricular y la aplicacion de GABA a explantes
hipotalamicos, inducen la secrecién de la GnRH (Ondo, 1974). Por otro lado,
existen también estudios que sugieren que el GABA inhibe la secrecion dela GnRH
y en este efecto se ha reportado la participacion de receptores GABAg (Lamberts et
al., 1983; Masotto y Negro-Vilar, 1987, Nikolarakis et al., 1988; Akema y Kimura,
1992). Si bien los efectos descritos son a primera vista contradictorios, se sabe que

el GABA actia como neurotransmisor excitatorio en neuronas €n desarrollo e
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ir_thibitorio en neuronas maduras, debido a los cambios qﬁe sufre el potencial de
eqﬁilibri_o del cloro a lo largo de la vida neuronal (Moguilevsky et al., 1991; Feleder ‘
et al., 1996; Bourguignon et al.,, 1997). Evidencia adicional que apoya el papel del
GABA como factor regulador de la liberacién de la GnRH proviene de estudios
histolégicos en los que se ha mostrado la presencia de terminales GABAérgicas
sobre neuronas GnRHérgicas (Leranth et al., 1985 a), y la existencia de receptores a
GABA en éste dltimo tipo neuronal (Jung et al, 1998).

En afios recientes se ha desarrollado un modelo de neuronas GnRHérgicas
inmortalizadas (GT1) que ha facilitado la caracterizacién de las respuestas
farmacol6gicas de las neuronas GnRHérgicas (Mellon et al., 1990). Estas células
guardan muchas de lés propiedades fisiolégicas, morfolégicas (Weiner et al., 1992)

v electrofisiol6gicas (Bosma, 1993) de las neuronas GnRHérgicas nativas, y de ahi

su valor experimental. Utilizando el modelo de neu;‘onas GT1 se ha mostrado que

el GABA ejerce un efecto bifasico sobre la secrecion de la GnRH, el cual consta de |
una fase estimulante rapida perb transitoria, seguidé de una fase de inhibicién

tardia.y tonica del proceso de liberacion (Martinez de la Escalera et al., 1994). E!

GABA induce un aumento rapido en la concentracién de Ca*? intracelular ([Ca*2)s),

mismo que se traduce en un efecto facilitador de la secrecion de la GnRH (Hales et

al., 1994; Martinez.de la Escalera et al., 1994; Spergel et al., 1995; King ef al., 1999).

En las células GT1, asf como en algunas otras células hipotaldmicas, la primera fase

de esta respuesta se debe al potencial de equilibrio del cloro, el cual es mas positivo

que el potencial de equilibrio de la membrana plasmatica (Hales ef al., 1994; Cheng
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et.al., 1995). Esta condicién i6nica provoca que, al activarse el receptor-canal
GABAA, se induzca una corriente saliente de jones cloro, lo cual despolariza el
potencial de la membrana y activa a los canales de Ca*2 dependientes de voltaje.
Ademas, una vez que cesa esta facilitacion, se observa una inhibicién de la
liberacion de la GnRH y de la [Ca*?i. Sin embargo este efecto inhibitorio tardfo del
GABA sobre la secrecién de la GnRH ha sido poco estudiado. Existen algunas
evidencias experimentales que apuntan también a la participacién del receptor
GABA A como mediador de esta fase.

d) Regulacidn por esteroides ovdricos sobre neuronas GnRHeérgicas

La retroalimentacién ejercida por los esteroides gonadales, a nivel central, puede
estar dada de manera directa o indirecta sobre las neuronas GnRHérgicas. En 1983,
Pfaff y colaboradores (Shivers et al., 1983) mostraron, utilizando técnicas de doble
inmunohistoquimica en rebanadas de hipotdlamo de ratén, que muy pocas
neuronas GnRHérgicas expresan receptores para estrégenos. Estos datos frenéron
por mucho tiempo las investigaciones sobre efectos directos de estrogenos en las
neuronas GnRHérgicas, y parecfa inttil buscar efectos en un sistema en donde uno
de los elementos de la funcién fisiolégica no esta presente. No se considerd, por
ejemplo, que los receptores a esteroides funcionan como factores de transcripcion
por lo que el nimero funcional de receptores por célula no necesita ser muy
elevado. Ademds, la resolucién de la técnica de inmunohistoquimica no es muy
alta, por lo que el resultado negativo debi6 haber sido ponderado. Tambfen se

debe considerar que en esa época se desconocia la existencia del receptor § para
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estégenos.

Aunado a esta situacién, otros estudios reforzaron la hip6tesis de la accion
indirecta, ya que mostraron la presencia de receptores a esteroides en neuronas
dopaminérgicas, opioidérgicas y GABAérécw, todas ellas aferentes de las
neuronas GnRHérgicas, cuyos efectos modulan la funcién del eje reproductivo.
Existen fuertes evidencias de que neuronas que contienen p-endorfinas son
componentes integrales de la retroalimentacién negativa por estrégenos dentro ael
eje reproductivo (Mansky et al., 1982; Lamberts et al., 1983). Al administrar el
antagonista opioidérgico naloxona, se bloquea el efecto del estradiol sobre la
retroalimentacién negativa del eje y se puede adelantar el pico preovulatorio de
LH en las mujeres. La activacién por p-endorfinas del receptor a opioides p en
células GnRHérgicas mimetiza la retroalimentacion negativa de la liberacion de lai'
GnRH/LH y se ha visto que hiperpolariza directamente, y por lo tanto inhibe a las
neuronas GnRHérgicas mediante la apertura de canales de K* rectificantes (GIRK)
(Kelly y Wagner, 1999). Toda esta evidencia no deja en duda el efecto indirecto de
los esteroides gondales sobre las neuronas GnRHérgicas.

Recientemente, el concepto de un componente directo de la retroalimentacion
esteroidea sobre las neuronas GnRHérgicas ha sido replanteado. Experimentos
electrofisiolégicos han mostrado que aplicaciones ionioforéticas de estradiol
.pueden alterar las respuesfas neuronales en. seg'u.ﬁdos (Moss et al., 1997). Ademas,
a raiz del desarrollo de una linea de neuronas GnRHérgicas inmortalizadas (GT1),

evidencia adicional ha sido aportada. Tal es el caso de la presencia de sitios de
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unién de alta y baja afinidad para progesterona (Karaviti y Angelides, 1993),
estrogenos y andrégenos (Poletti et al., 1994), ast como para glucocorticoides
(Chandran et al., 1994). Ademas de la existencia de los elementos necesarios para la
accion directa, se han empezado a reportar resultados sobre modificaciones
funcionales por esteroides. Por ejemplo, Alonso-Solis y colaboradores en 1996
mostraron que el tratamiento con estradiol bloquea la formacion de AMP ciclico
inducido por norepinefrina a células GT1. El tratamiento secuencial con estradiol
seguido por progesterona tiene el efecto contrario (Alonso-Solis et al., 1996). Los
receptores a esteroides (RE) que rpedian este efecto pueden estar directamente
acoplados, via protefnas G (GPCR), a canales de K* (Kelly y Wagner, 1999).
Ademas de esta via, se ha descubierto que el estradiol pilede incrementar de
manera muy rapida la actividad de la proteina cinasa A (PKA), misma que tiene la
capacidad de modular el acople de GPCR a sus efectores en todo el sistema
nervioso central.

Asi mismo, Kepa y colaboradores (1996) reportaron que la aplicacion de
progesterona a células en cultivo reprime la transcripcion de la GnRH. La
progesterona también modifica la frecuencia y la amplitud de los pulsos de
liberacién de la GnRH en presencia o ausencia de estrégenos (Kepa et al., 1996).
Estos resultados apuntan a que ademés de la accién indirecta, que ha recibido un
sélido apoyo experimental, los esteroides gonadales podrian ejercer una accién
directa sobre las neuronas GnRHérgicas. El propésito de este trabajo es el de

obtener evidencia experimental que apoye este postulado. Dada la importante

34

,L




® © © ¢ 000000000 000000000600 00 00 0 0

participacion GABAérgica en el control del eje reproductivo, decidimos utilizar su
efecto como monitor de la actividad de las neuronas GnRHérgicas, sobre el cual
determinamos posibles efectos esteroideos.
Hipétesis

Como se describe en la seccién anterior, es claro que la retroalimentacién por
esteroides gonadales constituye uno de los reguladores mas importantes de la
funcién reproductiva. Esta retroalimentacién se puede ejercer tanto de manera
directa como indirecta. Debido a las observaciones de Pfaff y sus colaboradores y a
que se detectaron receptores a esteroides en neuronas GABAérgicas,
dopaminérgicas y opioidérgicas (todas ellas aferentes a las GnRHérgicas), se
pl‘;mteé que la retroalimentacién de los esteroides, a nivel central, se ejerce de
manera indirecta sobre las neuronas GnRHérgicas, a través de neuronas de
diversas naturalez;as. Esta postura ha recibido multiples apoyos experimentales. En
cambio, la participacién de acciones directas no ha sido estudiada sino hasta muy
recientemente, y en particular se ha replanteado a raiz del desarrollo de una linea
inmortalizada de neuronas GnRHérgicas, en la cual se han generado resultados
que la apoyan. Ademas, utilizando otros modelos experimentales se ha reavivado
el interés de determinar la participacién relativa de efectos directos mediados por
receptores intracelulares y membranales.

Con base en todos estos antecedentes nos planteamos como hipétesis de trabajo
que los esteroides gonadales podrian, ademas de ejercer los efectos indirectos

conocidos, ejercer una accién directa sobre las neuronas GnRHérgicas.
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Obj etivo's
Con base en esta hip6tesis, nos planteamos varios oEjeﬁvos experimentales,
basados todos ellos en las siguientes consideraciones:
Utilizamos como modelo éxperimental de neuronas GnRHérgicas a células GT1
dadas sus siguientes caracterfsticas: poseen una morfologfa neuronal (Weiner e: al,
1992), expresan GnRH y sus précursores, y secretan grandes cantidades de GnRH
de manera pulsatil espontaneamente (Mellon et al., 1990; Krsmanovic et al., 1992;
Martinez de la Escalera ef al, 1992a). Ademas, el intervalo pulsatil para la liberacion
de GnRH en estas células es muy similar al reportado para la liberacién de GnRH y
LH in vivo. Las neuronas GT: poseen caracteristicas electrofisiolégicas similares a
las observadas en cultivos primarios de neuronas hipotalamicas (Bosma, 1993),
expresan canales de Na*, K*, Cl y, al menos expresan cinco subtipos de canales de
Ca?*, de los cuales el méas comun parece ser el canal tipo-R que es activado por
ésteres de forbol (Inoue y Sperelakis, 1992). Estas células expresan receptores 2
GABA y responden a ese neurotransmisor con cambios importantes en el
metabolismo del calcio (]1_1ng et al., 1998; Martinez de la Escalera et al., 1994).
Empleamos como monitor de la funcién de estas células a la respuesta bien
caracterizada a GABA. La razén fundamental es que como he mencionado
anteriormente, el GABA tiene un papel fundamental sobre la reproduccion, y su
accion sobre las neuronas GnRHérgicas se conoce con bastante detalle en particular

un efecto ionotrépico rapido, que resulta en cambios marcados del nivel

intracelular de calcio. Dado que la liberacién de GnRH es dependiente de calcio y
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el método de medicion de la [Ca*?]; tiene la ventaja de hacer mediciones en tiempo

real, utilizamos este pardmetro para resolver las preguntas planteadas en este

proyecto.

Para Jas mediciones de calcio intracelular utilizamos INDO-1 y FURA-2 como

indicadores de la [Ca*?]; ya que se trata de los fluoréforos mejor caracterizados y

empleados.

Los tratamientos de esteriodes gonadales que se plantéan en el proyecto estan

dados con base en muiltiples reportes en donde se ha documentado la regulaciorv

positiva del receptor a progesterona por efectos de estradiol. Esta regulacién del

estradiol se realiza en periodos largos de tiempo que permiten que se expresen

mas receptores a progesterona. Asi, la incubacién con estradiol es muy importante

para poder observar respuestas a progesterona. Durante el presente proyecto

utilizamos un paradigma convencional de tratamiento combinado.

Finalmente, utilizamos ionomicina como indicador de la eficiencia de la técnica. La

ionomicina es un ion6foro de calcio, es decir, es una proteina que hace poros en la

membrana, permitiendo asf una entrada masiva de calcio a la célula de manera no

regulada.

De esta manera, los objetivos puntﬁales del trabajo fueron los siguientes:

1. Evaluar los efectos de la aplicacién de GABA sobre los transientes de calcio en
neuronas GTy.7, uﬁlizarlldo los indicadores fluorescentes INDO-1 y FURA-2, y

métodos de espectrofluorometria
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2. Evaluar los efectos de la preincubacién con estradiol sobre los transientes de
calcio inducido por GABA en neuronas GTi7 utilizando el indicador
fluorescente INDO-1 y métodos de espectrofluorometria. Estos fueron
compardos con los efectos de ionomicina.

3. Evaluar los efectos de la preincubacién con progesterona sobre los transientes
de calcio inducido por GABA y por ionomicina en neuronas GT1-.

4, Evaluar los efectos de la co-preincubacién con estradiol y progesterona sobre
los transientes de calcio inducido por GABA en neuronas GT1.7.

Materiales y Métodos

Cultivo de células

Las células GTi7! se cultivaron en cajas de petri de 10 cm de didmetro (Costar

Corporation, Cambridge, MA), con medio de cultivo de Eagle modificado por

Dulbeco (D-MEM) suplementado con 10% de sﬁero fetal bovino, 100 U/ml de

penicilina-estreptomi-

cina y 0.3 mg/ml de glutamina (GIBCO BRL). Los cultivos se mantuvieron dentro

de un incubador a temperatura constante (37°C) con alta humedad y en una

‘atmosfera de 5% de CO2 en a‘ire. El medio fue cambiado cada tres dias, y las células

se subcultivaron al llegar a una confluencia del 80 al 90%. Esto se realiz6 mediante

! Debido a la escasa cantidad de neuronas secretoras de GnRH, y a que no se encuentran agrupadas en
ntcleos, ha sido muy dificil estudiar los mecanismos que modulan su actividad ir vivo. Por estas razones, se
han generado dos lineas celulares secretoras de GnRH (GT1y GN) por tumorigénesis dirigida (Mellon ¢t al .,
1990; Radovick et al., 1991). Para- obtener las Iinea GT, se construy6 un gen hibrido que contiene la regi6n
reguladora del gen de la GnRH y la regi6n codificadora del antigeno T del virus de simio 40 {SV40), el cual
transforma a las células que lo expresan en tumorales. Este gen hibrido se inyect6 en proniicleos de cigotos
fecundados de ratén, y éstos se transfirieron a los oviductos de ratonas pseudoembarazadas. Asf, tres lineas
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2. Evaluar los efectos de la preincubacién con estradiol sobre los transientes de
calcio inducido por GABA en neuronas GTis, utilizando el indicador
fluorescente INDO-1 y métodos de espectrofluorometria. Estos fueron
compardos con los efectos de ionomicina.

3. Evaluar los efectos de la preincubacién con progesterona sobre los transientes
de calcio inducido por GABA y por ionomicina en neuronas GT1.7.

4, Evaluar los efectos de la co-preincubacién con estradiol y progesterona sobre
los transientes de calcio inducido por GABA en neuronas GT17.

- - Materiales y Métodos

Cultivo de células

Las células GT1# se cultivaron en cajas de petri de 10 cm de didmetro (Costar

Corporation, Cambridge, MA), con medio de cultivo de Eagle modificado por

Dulbeco (D-MEM) suplementado con 10% de sﬁero fetal bovino, 100 U/mi de

penicilina-estreptomi-

cina y 0.3 mg/ml de glutamina (GIBCO BRL). Los cultivos se mantuvieron dentro

de un incubador a temperatura constante (37°C) con alta humedad y en una

atmosfera de 5% de COz2en éire. El medio fue cambiado cada tres dias, y las células

se subcultivaron al llegar a una confluencia del 80 al 90%. Esto se realiz6 mediante

! Debido a la escasa cantidad de neuronas secretoras de GnRH, y a que no se encuentran agrupadas en
niicleos, ha sido muy dificil estudiar los mecanismos que modulan su actividad in vivo. Por estas razones, se
han generado dos lineas celulares secretoras de GnRH (GT1 y GN) por tumorigénesis dirigida (Mellon ef al .,
1990; Radovick ef al,, 1991). Para. obtener las linea GT, se construy6 un gen hibrido que contiene la regién
reguladora del gen de la GnRH y la regién codificadora del antigeno T del virus de simio 40 (5v40), el cual
transforma a las células que lo expresan en tumorales. Este gen hibrido se inyect6 en pronicleos de cigotos
fecundados de ratén, y éstos se transfirieron a los oviductos de ratonas pseudoembarazadas. Asf, tres lineas
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una disociacién con solucién salina balanceada con tripsina al 0.05% y EDTA-4Na
0.53mM (GIBCO BRL), seguida de centrifugacién a 800 rpm por 10 minutos en una
centrifuga clinica. Una vez hecho esto, las células fueron resuspendidas y
sembradas. Con el objeto de para evitar cualquier efecto debido a los esteroides del
su;ero, el medio fue substituido tres dias antes de realizar los experimentos por un
medio definido (Opti-MEM), suplementado con 10% de suero fetal bovino tratado
con carb6n activado, 100 U/ml de penicilina-estreptomicina (P-S) y 0.3 mg/ml de _
glutamina (GIBCO BRL). Tjos tratamientos que se utilizaron para evaluar Ia
modqlacién ejercida por esteroides fueron los siguientes: 1) estradiol (100nM) por

24 horas, 2) progesterona (20nM) por 6 horas y 3) estradiol por 18 horas y 6 horas

de coincubaci6n con estradiol y progesterona,

Determinacién de la concentracién de calcio intracelular

a) Incorporacién del fluoréforo

Los fluoréforos que se utilizaron fueron INDO-1 y FURA-2 (Figura 6). Estos se
incorporén a la célula libremente, una vez dentro de la célula se esterifican. Este
proceso impide .que el fluoréforo pueda salir de la célula. El tiempo reportado en
células GT para la incorporacién del fluoréforo es de una hora y la concentracion

final de 2uM. Probamos estas condiciones y obtuvimos excelentes resultados.

b) Células en suspensién

clonales de neuronas GT1 (GTiq GTis y GTi7) se obtuvieron a partir de un tumor en el 4rea preéptica
hipotaldmica.
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Las células GTy cultivadas (90% de confluencia) se incubaron con 10uM de INDO-
1/ AM (Molecular Probes) diluido en Opti-MEM durante 60 minutos a 37°C, y bajo
una atmésfera de 5% de COz. Posteriormente, el fluoréforo no incorporado se
eliminé mediante tres lavados realizados en un periodo de 30 a 45 minutos con ﬁna
solucién extracelular que contenfa NaCl 145mM; KCl 5SmM; MgClz 2ZmM; CaCl2
1.8mM; HEPES 15mM; glucosa 10mM, pH 7.2-74 (ajustado con NaOH). Las
células se desprendieron de la caja utilizando una soluci6n de tripsina al 0.05% y
EDTA-4Na 0.53mM (GIBCO BRL), y se resuspendieron en 10 ml de solucién
extracelular (obteniéndose una solucién de aproximadamente 10¢ células/ml). Las
células en suspension se mantuvieron en el incubador a 37°C de temperatura
constante con alta humedad y en una atmésfera de 5% de COz en aire. Se utiliz6 un
mililitro de esta suspensién de células cargadas con INDO-1/AM para realizar
cada uno de los experimentos de determinacion de calcio intracelular. La
suspension se coloco .en una cubeta de pléastico dentro del espectrofluorémetro
(Aminco-Bowman AB-2 Spectronic), con agitacion continua.

¢) Células en monocapa

En este caso, las células se cultivaron (5x105 células /cm?) sobre cubreobjetos
cubiertos con gelatina, previamente lavados y esterilizados. Las células asf
cultivadas sobre cubreobjetos se mantuvieron estériles en cajas de petri con medio
D-MEM suplementado con suero fetal bovino 10%, 100 U/ml de penicilina-
estreptomicina y 0.3 mg/ml de glutamina (GIBCO BRL), en una atmosfera de 5%

de CO2 en aire. El medio de cultivo fue reemplazado dos dias antes del
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experimento por D-MEM suplementado con suero fetal bovino tratado con carbén
activado, 100 U/ml de penicilina-estreptomicina y 0.3 mg/ml de glutamina
(GIBCO BRL). Las células fueron monitoreadas constantemente mediante el uso de
un microscopio invertido con el objeto de determinar el grado de desarrollo
neurftico en los cultivos. Cuando los procesos neuronales alcanzaron una longitud
tal que les permitiese “tocar” a las células vecinas (80% de confluencia), se
agregaron al medio 2uM de FURA-2/AM (Molecular Probes) disuelto en medio
fresco, y se incub6 durante 60 minutos a 37°C con 5% de CO,. Transcurrido este
tiempo, los cubreobjetos se lavaron con Ringer durante 30 minutos y se colocaron
en un soporte (Micron Systems, Sykesville, MD) ajustado a la cubeta de pléstico
con 1ml de Ringer (Stojilkovic et al,1994). Los registros se realizaron en
espectrofluorémetro antes mencionado.

Resultados

Estandarizacién del método fluorométrico

La primera fase del proyecto consisti6 en estandarizar el método de determinacién
de los cambios en-los transitorios de la [Ca?*]; en el laboratorio. Para ello, se
utilizaron dos indicadores fluorescentes: INDO-1 y FURA-2 (Figura 6). El
indicador INDO-1 se utiliz6 para las determinaciones realizadas en célulés
suspendidas, mientras que en aquellas realizadas en monocapa se utilizé FURA-2.
Primeramente estandarizamos las condiciones en suspensién de células ya que no
contabamos con la infraestrucfuré para realizarlo en monocapa. Por esta razén en

este trabajo todos los resultados fueron obtenidos con INDO-1 y células en

41




L BN BN BN BN BX BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN N

experimento por D-MEM suplementado con suero fetal bovino tratado con carb6n
activado, 100 U/ml de penicilina-estreptomicina y 0.3 mg/ml de glutamina
(GIBCO BRL). Las células fueron monitoreadas constantemente mediante el uso de
un microscopio invertido con el objeto de determinar el grado de desarrollo
neuritico en los cultivos. Cuando los procesos neuronales alcanzaron una longitud
tal que les permitiese “tocar” a las células vecinas (80% de confluencia), se
agregaron al medio 2uM de FURA-2/AM (Molecular Probes) disuelto en medio
fresco, y se incub6 durante 60 minutos a 37°C con 5% de CO.. Transcurrido este
tiempo, los cubreobjetos se lavaron con Ringer durante 30 minutos y se colocaron
en un soporte (Micron Systems, Sykesville, MD) ajustado a la cubeta de plastico
con 1ml de Ringer (Stojilkovic et al.1994). Los registros se realizaron en
espectroﬂuorémetrb antes mencionado.

Resultados

Estandarizacién del método fluorométrico

La primera fase del proyecto consisti6 en estandarizar el método de determinacién
de los cambios enlos transitorios de la [Ca2*]; en el laboratorio. Para ello, se
utilizaron dos indicadores fluorescentes: INDO-1 y FURA-2 (Figura 6). El
indicador INDO-1 se utiliz6 para las determinaciones realizadas en célulés
suspendidas, mientras que en aquellas realizadas en monocapa se utiliz6 FURA-2.
Primeramente estandarizamos las condiciones en suspensién de células ya que no
contdbamos con la infraestructure; para realizarlo en monocapa. Por esta razén en

este trabajo todos los resultados fueron obtenidos con INDO-1 y células en
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suspension. Sin embargo, cuando el trabajo experimental estaba précticamente
concluido lleg6 el soporte y empezamos a estandarizar la técnica en.monocapa y
cambiamos el fluoréforo a FURA-2 pues al parecer. el INDO-1 también censa
cambios de pH. Por esta razén también se muestran algunos de los resultados
preliminares con células en monocapa. Para establecer las condiciones 6ptimas de
registro se tom6 como base la técnica reportada por Stojilkovic et. al. (1994). Las
condiciones finales de cada método se muestran en la tabla 1.
Utilizamos para medir la [Ca*?}i un espectrofluorémetro (Aminco.Bowman Series
2) que posee un dos Iflonocromadores (uno de excitacién y otro de emision) y un
fotomultiplicador, que permite amplificar la sefial obtenida en tiempo real. Cada
medicién es capturada por un programa que permite posteriormente convertir
fluorescencia eﬁ [Ca*2)i. Antes de cada registro de la [Ca*2); se obtuvieron los
espectros de absorcién y de emisién correspondientes para cada fluoréforo. Con
esto, se pudo verificar si las células captaron el indicador de manera adecuada.
Para INDO-1 se midi6 la fluorescencia emitida a 410 y a 485nM, con una longitud
de onda de excitacién de 349nM (Figura 7).. Para FURA-2 se midi6 la fluorescencia

emitida a 510 nm, con dos longitudes de onda de excitacién de 300-400 nm (Figura

8).
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Figura 6. Estructuras del INDO-1-AM y del FURA-2-AM Estructura de la sal de pentapotasio de
INDO-1, cuya férmula molecular es C32H26K5N3012 y peso molecular es 840.06 Estructura de la
sal de potasio de FURA-2, cuya férmula molecular es C29H22N3Na5014 y peso molecular es 751.45

(Tomado del catélogo de Molecular Probes)




|

Tabla 1. Especificaciones de los métodos para medir la  [Ca*2]i con células en suspensién y con .

células en monocapa, con INDO-1y FURA-2, respectivamente.

incubacién con el

fluoroforo

Caracterfsticas Células en suspension Células en monocapa
Fluoréforo INDO-1 FURA-2
Medio de cultivo |Opti-MEM D-MEM

Suplementado con 10% SFB Suplementado con 10% SFB
Penicilina-Estreptomicina Penicilina-Estreptomicina 5ml
5ml  |L-Glutamina5 ml
L-Glutamina 5 ml

Tiempo de 30 minutos 1 hora

Tiempo de lavado

30 minutos con medio fresco

30 minutcs con medio fresco

Tripsinizar, centrifugar 5" a

Poner en el soporte con

fluorescencia se usoé triton

800rpm y resuspender en perfusién constante
3ml de Ringer
Espectros Emision 410 y 485 nm Emision 510 nm
Excitacién 350 nm Excitaci6n 340 y 380 nm
Leer enel Leer en el espectrofluorémetro
espectrofluorémetro
Calibracién Para obtener el maximo de  |Se perfunde una solucion sin

calcio, se deja en una solucion
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10% y para obtener el

minimo de fluorescencia se

de ionomicina 1M para

obtener el méximo de

Fluorescencia

utiliz6 EGTA 0.5mM fluorescencia y con una
solucion de ionomicina 1uM-
EGTA 0.5mM para obtener el
minimo de fluorescencia
A
Ex = 338 nm
39.8 pM free Ca®*

Loﬁgitud de onda (nm)
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B Espectro de emisién INDO- 1
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Figure 7. Espectros de emisién del INDO-1. A) Espectro de emisién de INDQ-1 en una solucién que
contiene de cero a 39.8 uM Ca?* libre (Tomado del catdlogo de Molecular Probes) B) Espectro de

emisién de INDO-1 obtenida en una suspensién de células GT1»

Los registros se obtuvieron midiendo la fluorescencia de emisién para INDO-1 o -

de excitacién para FURA-2 cada segundo, en tiempo real. Dado que cada
fluor6foro nos proporciona dos registros, correspondientes a cada longitud de
onda, el programa del espectrofluoréforo obtiene un tercero que es el cociente de
ambos. Es importante mencionar que los registros de las longitudes de onda deben
formar imé4genes especulares cuando se registran cambios en la {Ca*Z);. Este hecho

apoya que el registro no posee artificios. Para cada registro se tom¢ la basal de la

[Ca*?]; durante 100 segundos y posteriormente, se aplic6 GABA o Ionomicina,

hasta obtener una respuesta maxima. Una vez obtenida la respuesta se procedio a
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calibrar el experimento, con el objeto de convertir los cambios en fluorescencia a
cambios en la [Ca*?]; (Figuras 9 y 10). Para el caso de las células en suspensién, la
calibracién se realizé midiendo la fluorescencia méxima obtenida a partir de un’
lisado de células con una solucién de tritén al 10% y la fluorescencia mfnima

consecutiva al quelado del calcio con una solucién de EGTA 5SmM (ver tabla 1).

A Em =510 nm

Fluorescencia

Longitud de onda (nm)

B ~ Em=510nm

Fluorescencia
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C Bspectro de Excitacion de FURA-2
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Figura 8. Espectro de excitacién del FURA-2: A) FURA-2 y B) bis-FURA-2 en una solucién que
contiene de cero a 39.8 uM Ca?* libre (Tomado del catdlogo de Molecular Probes). C) Espectro de

excitacién de FURA-2 obtenido en una suspension de células GTy7

De los registros podemos obtener la informacién necesaria para convertir la
fluorescencia en [Ca*?];, como mencionamos anteriormente el equipo posee un
programa que calcula la [Ca*?]; mediante la formula:
[Ca?*]i = Kd [(R ~ Rmin / Rmax - R)] (S5f2/5b2)

en donde Kd es la constante de disociacién, una medida de afinidad de la sonda
para el ion. La Kd reportada para FURA-2 es de 225 y para INDO-1 es 150. R
corresponde al cociente entre la fluorescencia obtenida de las dos longitudes de
onda de emisi6n o excitacién, dependiendo del fluoréforo. Rmin (fluorescencia del

ion libre) es la sefial de la longitud de onda 1, es decir la fluorescencia del ion libre

48

© 8 © © © 0 0 000000 000000000 0CO0OOCODOGOOGCEOGOEOSES



en una longitud de onda 1 entre la fluorescencia de la longitud de onda 2, también
con el ion libre. Rmax (fluorescencia del ion unido) es la sefial de la longitud dc
onda 1, es decir la fluorescencia del ion unido en una longitud de onda 1 entre la
fluorescencia de la longitud de onda 2, también con el ion unido. Sfb/Sb2 Es el
radio de la sefial en la longitud de onda 2 del fluoréforo libre del ion entre la sefal

del fluoréforo unido al ion.

Registro de Fluorescencia con INDO-1
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Figura 9. Registro de la [Ca*?]; en suspensiones de células GTy.7, utilizando INDO-1, en respuesta a
Ionomicina. En la parte superior se ejemplifica un registro tipico de medicién de la [Ca*?]; con su
calibracién correspondiente. En este registro se muestra el cambio en la {Ca*?]; en respuesta a
Ionomicina ;IOOrlM {120 s), en tiempo real. Se pueden observar Io's registros de las dos longitudes de
_onda de emisi6n, en imégenes especulares, asi como el cociente de los mismos. En la parte inferior

se muestra la conversién del registro descrito en el parrafo anterior a la {Ca*%]; (nM).

Registro de Fluorescencia con INDO-1
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Figura 10.- Registro de la [Ca*?]; en suspensiones de células GTy7, utilizando INDO-1, en respuesta a
GABA. En la pérte superior se ejemplifica un registro tipico de medicién de la [Ca*2}i con su
calibracién correspondiente. En este registro se muestra el cambio en la [Ca*?]; en respuesta a
GABA 100uM (100 s), en tiempo real. Se pueden observar los re;gish‘os de las dos longitudes de
onda de emisién, en imédgenes especulares, as{ como el cociente de los mismos. En la parte inferior

se muestra la conversion del registro descrito en el pérrafo anterior a calcio intracelular (nM).

En el caso de las monocapas, la calibracién se realiz6 midiendo la fluorescencia
méxima después de la aplicacién de ionomicina 1uM. El valor de la fluorescencia
minima se obtuvo aplicando una solucién de ionomicina 1uM-EGTA 0.5mM. La
concentracién de calcio se calculé6 mediante la aplicacion de una férmula

equivalente a la desc_rita\ anteriormente, substituyendo los valores

correspondientes al FURA-2.

Efectos de ionomicina sobre la [Ca*?]; en células GT17.

Con el objeto de validar si el procedimiento utilizado para la medicién de la [Ca*2),
discrimina entre diferentes niveles de la [Ca*?];, empleamos ionomicina a distintas
dosis. Se tom6 la basal de la [Ca?*]; por 100 segundos en las suspensiones de
células GT17 y posteriormente se trataron con ionomicina por 60 segundos. En la
Figura 11 se ilustran los resultados, mismos que muestran un incremento
diferencial y progresivo de la [Ca?']i con respecto a la concentracién basal en
relacion con la dosis de ionomicina administrada, en un rango de 1nM hasta ImM.

La primera columna de cada grupo representa la [Ca*2); inmediatamente antes de
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la administracién de ionomicina (basal 6 B), mientras que la segunda se refiere al
valor maximo alcanzado después de la administracién de ionomicina (I). En el caso
de la dosis més pequefia de ionomicina (1nM), la [Ca*?]; se elevé de un valor basal
de 279nM hasta un valor maximo de 955nM. Esto corresponde a un aumento del
242%. Por su parte para la dosis de 10nM, la [Ca*?]; se elevé de un valor basal de
300nM hasta un valor méximo de 1.917uM, es decir un aumento del 539%. Para el
caso de 100nM, el aumento neto fue de 2.5uM, de 335nM_a 2.836uM, que en
porcentaje es un aumento del 746%. Para la dosis mas alta (1.M), el valor basal de
la [Ca*?); fue de 293nM y el méaximo de 3.917uM. En este caso el aumento fue del
1236%. Estas determinaciones se realizaron al pico méximo de respuesta en un
nimero muy importante de casos (entre 7 y 28, dependiendo del grupo), por lo
que permiten concluir que el sistema utilizado discrimina entre efectos
diferenciales en el aumento de la [Ca*Z];. Esto nos dio la confianza necesaria para
utilizar este método como monitor en todos los experimentos posteriores

realizados durante este trabajo.
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Figura 11.- Relacion dosis-respuesta del efecto evocado por ionomicina. Cambio de la [Ca*?; en
células GTy7 en suspension, en respuesta a dosis crecientes de ionomicina. Cada barra blanca
representa el promedio de los valores basales (B) de la [Ca*?]; y las barras achuradas el promedio de
las respuestas maximas consecutivas a la administracién de ionomicina (1), en dosis de InM hasta
1uM, como se indica en la parte inferior de cada grupo. Los valores corresponden al promedio + el

error estandar. El niimero de casos por grupos se sefiala arriba de cada barra entre paréntesis

Determinacién de los cambios de la [Ca*Z]; en células GTi7 consecutivas a Ia

administracién de GABA

Con el propésito de establecer las concentraciones efectivas de GABA para inducir

cambios claros en la [Ca*?]; procedimos a tratar suspensiones de células GT1.7 con
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dosis crecientes de GABA, desde 1uM hasta ImM por 60 segundos. Al igual que en
el grupo experimental anterior, se tom6 la basal de la [Ca2*}; por 100 segundos. En
la Figura 12 se ilustran de manera pareada el promedio de los valores basales

previos a la administracién de GABA junto con los promedios de los valores

méaximos observados en la [Ca*?; en respuesta al GABA. La primera columna de _

cada grupo representa la [Ca*?; inmediatamente antes de la administracién de
GABA (B), mientras que la segunda se refiere al valor mé&ximo alcanzado después
de la administracién de GABA (G). En el caso de la dosis de 1uM, la [Ca*?); se elevo
de un valor basal de 376nM hasta un valor maximo de 697nM. E_sto corresponde a
un aumento del 85%. En el caso de la dosis de 10uM, la [Ca*?); se elevé de un valor
basal de 365nM hasta un valor maximo de 941nM, es decir un aumento del 157%.
Para el caso de 100pM, el valor basal fue de 451nM hasta 1.098uM, que en
porcentaje es un aumento del 143%. Para la dosis m4s alta (1mM), el valor basal de
la [Ca*?)i fue de 367nM y el maximo de 796nM. En este caso el aurﬁento fue del
116%. Estos datos muestran que no existe una clara relacién dosis-respuesta al
GABA en el rango de dosis utilizadas, si bien la mas pequefia de éstas produjo un
aumento que no fue estadisticamente significativo, las otras tres si lo fueron. A
partir de estas observaciones, decidimos emplear tres de estas dosis en un
experimento adicional que se describe més adelante, en el cual medimos la

modulacién esteroidea de la respuesta a GABA. Este resultado no nos inspir6 la

confianza suficiente para descartar a todas menos una de las dosis de GABA.
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Figua 12.- Relacién dosis-respuesta del efecto evocado por GABA. Cambio de Ia [Ca*?]; en células

"GTi en suspensi6n, en respuesta a dosis crecientes de GABA. Cada barra blanca representa ei

promedio de los valores basales (B) de la [Ca*?]; y las barras cuadriculadas el promedio de las
respuestas méximas consecutivas a la administracién de GABA (G), en dosis de 1.M hasta 1mM,
como se indica en la parte inferior de cada grupo. Los valores corresponden al promedio + el errer

estandar. El nimero de casos por grupos se sefiala arriba de cada barra entre paréntesis

Modulacién por 178-estradiol de las respuestas en .la [Ca*?i generadas por
Jonomicina, en células GT1.7, preincubadas con esteroides

Con el objeto de determinar si una respuesta inespecifica en la [Ca*?]; es modulada
por el pretratamiento con 17p-estradiol, incubamos células GT17 por 24 horas con
estradiol (100nM). A continuacién las células fueron.cargadas con el indicador

fluorescente INDO1-AM y registradas como se describi6 anteriormente. La
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administracién de tres distintas dosis de ionomicina se comparan en forma
pareada entre suspensiones pretratadas con estradiol y suspensiones control, a las
que s6lo se les administré el vehiculo (etanol). Nuevamente se agrupan de entre 5
y 28 cleterminaciones‘ por grupo, para lo cual comparamos el valor basal de la
[Ca*Z); previo a la infusi6n de ionomicina con el valor méximo de la [Ca*?]; en
respuesta a la misma. Las dosis de ionomicina utilizadas fueron 10nM, 100nM y
1uM. Los resultados se muestran en la Figura 13. Para la dosis mas pequefia (10nM)
la [Ca*?]; sé elevé en suspensiones no tratadas con estradiol de un valor basal de
300nM hasta un valor méximo de 1.917uM. Esto corresponde a un aumento del
236%. La misma dosis elevé la [Ca*2]; de un valor basal de 478nM hasta un valor
maximo de 951nM, es decir un aumento del 98% en la suspension con
pretratamiento de estradiol (100nM) por 24 horas. Es decir, el preh'atanﬁento con
estradiol disminuy6 la respuesta celular a la ionomicina en aproximadamente un
100%. En el caso de la administracién de una dosis de ionomicina de 100nM a
células no tratadas con estradiol, la {Ca*Z; se elevé de un valor basal de 335nM
hasta un valor méximo de 2.836uM (un aumento del 746%). En el grupo pretratado
con estradiol (100nM) por 24 horas el cambio neto de Ia [Ca*2); fue de 1.154uM, es

decir un aumento del 375%. Como en el caso anterior, al comparar los grupos

control y tratado con estradiol obtuvimos una disminucién en la amplitud de la
respuesta de aproximadamente un 94% por efecto del estradiol. Para la dosis de
ionomicina m4s alta utilizada (1uM), en el control el valor basal de la [Ca*?); fue de

293nM y el méximo de 3.9uM (un aumento del 1236%). Con el pretratamiento con
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estradiol el cambio en la [Ca*?]; entre el basal y el tratamiento con ionomicina fue
de 3uM, es decir un aumento del 982%. Comparando ambos grupos obtuvimos que
el estradiol disminuy6 la respuesta a ionomicina en aproximadamente un 15%. En
todos los casos el pretratamiento con estradiol disminuy6 la -respuesta a
ionomicina, no se alcanza la respuesta maxima obtenida sélo con ionomicina. Sin
embargo, la [Ca*2]; basal no fue alterada por el pretratamiento con estradiol. Sﬁ
efecto s6lo se manifesté al exponer a las célul'as a la accion de la ionomicina. El
mecanismo de esta disminucién no se conoce, si bien, estos datos sugieren que
posiblemente exista una modificacién en la permeabilidad de la membrana en la
células pretradas con estradiol, que se pone de manifiesto al exponerlas a

ionomicina.
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Figura 13.- Efecto del 17p-estradiol sobre la respuesta de [Ca*2]; inducida por Ionomicina. Efecto de
la preincubacién por 24 horas con estradiol (100nM) sobre los cambios en la [Ca*Z); en células GT1-7
en suspensioén inducidos por dosis crecientes de ionomicina. Cada barra blanca representa el
promedio de los valores basales (B) de la [Ca*2];; las barras achu;'adas el promedio de las respuestas
miximas consecutivas a la administracién de ionomicina (I}, en dosis de 10nM,100nM y 1uM; las
barras punteadas representan las basales en células pretratadas con estradiol (B) y las barras
achuradas obscuras representan las respuestas a ionomicina en células pretratadas con estradiol (I},
como se indica en la parte inferior de cada grupo. Los valores corresponden al promedio el error

estandar. El niimero de casos por grupos se seiala arriba de cada barra entre paréntesis.

Modulacién por 17p-estradiol de las respuestas en la [Ca*?}; generadas por
GABA, en células GT17, preincubadas con ef.steroides

En el experimento de la Figura 12, no encontramos una clara relacién entre la dosis
de GABA y la magnitud de la respuesta. Como el objetivo fundamental del trabajo
fue el de determinar si existe una modulacién por esteroides ovaricos sobre la
respuesta de la [Ca*2] a GABA, decidimos realizar un experimento piloto adicional
utilizando nuevamente varias dosis de GABA (1pM, 100pM y 1mM) y ver sobre
ellas el efecto exclusivamente del estradiol (100nM). Como se observa en la Figura
14, nuevamente no se observa una clara relacién dosis-efecto del GABA sobre la
[Ca*?];. Sin embargo, nuevamente el GABA produjo aumentos significativos sobre
la [Ca*2)i s6lo a dosis de 100uM y 1mM. El pretratamiento con estradiol, no produjo
cambios en la respuesta a GABA. En los grupos tratados con 100uM de GABA, los
cambios entre la [Ca*2]; basal y estimulado fue de aproximadamente 123% en

células no tratadas y 140% en la pretratada con estradiol. De igual forma en las
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células estimuladas con 1mM de GABA, los efectos fueron del 116% y 109% en

células no tratadas y pretratadas con estradiol, respectivamente. Asi, a diferencia

del resultado del experimento anterior, donde el tratamiento con estradiol afecté la

respuesta a ionomicina, en este caso es claro que el tratamiento con estradiol no

afecta la respuesta de aumento en la [Ca*?}; inducida por GABA. Dado que los

resultados més claros en respuesta a GABA fueron los obtenidos con la dosis de

imM, decidimos tomarla como base para realizar los experimentos con los

diversos esquemas de pretratamiento con esteroides gonadales que se describen a

continuacion.
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Figura 14. Efecto de 17p-estradiol por 24 horas sobre la respuesta de [Ca*?); inducida por GABA.

Efecto de la preincubacién con estradiol (100nM) sobre los cambios en la [Ca*?); en células GT1-7 en
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suspension inducidos por dosis crecientes de GABA. Cada barra blanca representa el promedio de
los valores basales (B) de la [Ca*?; las barras cuadriculadas el promedio de las respuestas mdximas
consecutivas a la administracién de GABA (G), en dosis de 1xM, 100.M y 1mM; las barras
punteadas representan las basales en células pretratadas con est‘radiol (B) y las barras con rombos
representan a células pretratadas con estradiol (G), como se indica en la parte inferior de cada

grupo. Los valores corresponden al promedio + el error est4ndar. El nimero de casos por grupos se

sefiala arriba de cada barra entre paréntesis.

Modulacion por 17p-estradiol, progesterona y el tratamiento combinado de

ambos de las respuestas en la [Ca*2); generadas por GABA, en células GTyy,

preincubadas con esteroides

Con el propésito de estudiar los efectos moduladores de los esteroides gonadales
sobre la res'puesta‘ a GABA en células GTi7, se disefiaron los siguientes
experimentos tomando en cuenta los resultados obtenidos en los grupos piloto
descritos previamente. Para ello, realizamos cuatro grupos experimentales. El
grupo testigo fue tratado con 1mM de GABA posterior al tratamiento por 24 horas
con vehiculo. El segundo grupo correspondi6 a células pretratados con estradiol
(100nM) por 24 horas, antes de la aplicacién de GABA 1mM. El tercer grupo
correspondi6 a células pretratados con progesterona (20nM) por 6 horas, antes de
la aplicacibn de GABA 1mM. Finalmente,' el cuarto grupo experimental
correspondi6 a células pretratados con estradiol(100nM) por 24 horas, de las cuales
las seis ultimas también reciben progesterona (20nM) y posteriormente se probé el

efecto de aplicar GABA ImM.
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En la Figura 15 se muestran los resultados obtenidos con este disefio experimental.
Se muestra primeramente la respuesta a GABA. En este caso la [Ca*2); se elev6 de
un valor basal de 367nM hasta un valor méximo de 796nM. Esto corresponde a un
aumento del 116%. Como ya se report6 en la Figura 14 y 16, el pretratamiento con
estradiol no modificé la respuesta de las células GT1.7 al GABA. En este caso la
[Ca*?]; se elev6 de un valor basal de 420nM hasta un valor maximo de 880nM, es -
decir un‘ aumento del 109%. En contraste con la falta de efecto del estradiol, la
progesterona si alter6 las respuestas al GABA. Mientras que la respuesta a GABA
en las células no tratadas fue de 116%, el ;ratamiento con i)rogesterona (20nM) por
seis horas disminuy6 esta respuesta (basal 412nM, valor maximo de 554nM, un
aumento del 34%). Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p>0.05) .con
respecto al grupo control. Este porcentaje es casi la mitad del efecto obtenido con
GABA en células no tratadas. Finalmente en el caso del pretratamiento secuencial
con estradiol por 24 horas y progesterona en las dltimas 6, el valor basal de la
[Ca*2); fue de 485nM y el méximo estimulado por GABA de 1.065uM.En este caso
el aumento fue del 119%. Este porcentaje es significativamente diferente al grupo
tratado s6lo con progesterona (p>0.05), pero no al grupo control. Es decir, el

pretratamiento con estradiol bloqueé el efecto inhibitorio de la progesterona sobre

la respuesta de las células GT17 al GABA.
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Figura 15.- Efecto del 17p-estradiol, progesterona o ambos sobre la [Ca?]; modulada por GABA.
Modulacién de los cambios en Ia [Ca?*]; inducidos por GABA 1mM en suspensiones de células GT;.
7. pretratadas con esteroides ovdricos. Cada barra blanca representa el promedio de los valores
basales (B) de la [Ca%]; las barras cuadriculadas el promedio de las respuestas mdéximas
consecutivas a la administracién de GABA (G); las barras punteadas representan las basales
pretratadas con estradiol (E2) progesterona (P4) o estradiol y progesterona (E2/P4) respectivamente
y las barras cuadriculadas grandes representan las respuestas méximas consecutivas a la
administracién de GABA con los tratamientos mencionados para la ba:fal inmediata anterior, como
se indica en la parte inferior de cada grupo. Los valores corresponden al promedio t el error estindar. El
niimero de casos por grupos se sefiala arriba de cada barra entre paréntesis. La preincubaci6n con estradiol
(100nM) no modifica la magnitud de los cambios en las [Ca?*]; generados por GABA. El tratamiento
por 6 horas con progesterona (20nM) reduce significativamente la respuesta. Por el contrario, la co~

incubacién por con estradiol y progesterona incrementa la magnitud de la respuesta.
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Discusiébn
En el presente trabajo se estudi6 la modulacién que los esteroides gonadales
ejercen de manera directa sobre las acciones postsinapticas inducidas por GABA,
en neuronas GnRHérgicas inmortalizada'ls. Para ello montamos y validamos una |
técnica de ﬂuorémetria. Utilizamos un espectrofluorémetro que posee dos
monocromadores (uno de excitacion y otro de emisién) y un fotomultiplicador,
que permite amplificar la sefial obtenida de los monocromadores en tiempo real.
Con el objeto de validar esta técnica de registro de los cambios transitorios en la
[Ca?]; se utiliz6 ionomicina. Este compuesto es un ionéforo de calcio, el cual se
inserta en la membrana celular permitiendo la entrada de calcio de manera no
reguladé. Como era de esperarse, la administracion de dosis crecientes de
ionomicina condujo a un incremento progresivo de la [Ca?*]; en las células GT1.7 en
suspension. Sorprendentemente, la preincubacién con estradiol (100nM) por 24
horas disminuy6 la magnitud de la respuesta en dos de las dosis de ionomicina
empleadas. El mecanismo responsable de este efecto es desconocido. Sin embargo,
debido a que la magnitud de los cambios en las [Ca?*]; deberian reflejar el ntimero
de moléculas de ionomicina insertadas en la membrana, es probable que el efecto
observado después de la preincubacién con estradiol se deba a la disminucién del
numero de moléculas de ionomicina insertadas en la membrana. El efecto
reportado para los esteroides de modificar la fluidez y otros pardmetros de las
membranas celulares podrfa apuntar hacia un posible mecanismo de este efecto.

Una alternativa adicional que no podemos descartar es que el estradiol modifique
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la permeabilidad i6nica a través de la activacion de cascadas de segundos

mensajeros, y de esta forma altere la conductancia de la ionomicina por medio de-

algunos de los metabolitos derivados de las cascadas de segundos mensajeros
activadas por el estradiol. Otra alternativa se presenta por el hecho de que el
estradiol activa canales de K* via proteinas G (Mermelstein et- al., 1996). La salida
de K* provocarfa una hiperpolarizacién en las células GTiy, cuyo resultado
alteraria posiblemente la entrada de calcio extacelular. Ademds, se ha
documentado que el estradiol también bloquea la actividad de canales de Ca?* tipo
L, promoviendo una hiperpolarizacion. Ambos efectos pudieran estar actuando en
estas células alterando el métabglismo del calcio y por ende disminuyendo la
magnitud de los cambios en la [Ca?*]; inducidos por ionomicina. Es claro que
cualquiera de estas posibilidades deben ser investigadas en mayor detalle.

Es conocido que el GABA aumenta la secrecién de GnRH. Incluso en células GTi,
se ha mostrado un incremento de la secrecion de GnRH en respuesta a dosis
crecientes de GABA (Martinez de la Escalera et al., 1994). Debido a que la magnitud
de la liberacién de GnRH depende directamente de los cambios correlativos en las
[Ca?*];, la determinacién de cambios en las concentracién de calcio pueden ser
utilizados para inferir meodificaciones en los procesos de secrecion. En
concordancia con resultados previos, la aplicacién de dosis crecientes de GABA en
células GT17 en suspensién promovi6 incrementos progresivos, si bien no con una

clara relacién dosis-efecto en la [Ca*Z];. Incluso, hemos sido capaces recientemente
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de observar claras respuestas en monocapas de células GT17 (Betran y Uribe-
Querol, inéditos).

El .objetivo fundamental del presente proyecto fue el de evaluar la posible’
modulacién de los esteroides ovaricos sobre respuestas de las células GTi7, én
particular elegimos las respuestas generadas por la aplicacién de GABA. Para ello
realizamos experimentos en los que preincubamos con estradiol, progesterona o la
combinacién de estas a células GTy.7 antes de la aplicacién de GABA y el registre
de la respuesta de la [Ca*Z;. En las dos series experimentales que realizamos en
donde la incubacion con estradiol por 24 horas precedié a la administracién de
GABA, no se observaron cambios en la magnitud de las respuestas en la [Ca?'};
evocada por diversas dosis de GABA. En contraste, la preincubacién de células
GT17 con progesterona por 6 horas redujo significativamente la magnitud de los
cambios en las [Ca?*]; asociadas a la aplicacién de GABA. Por su parte con estradiol
por 24 horas, de las cuales los dltimas 6 horas correspondieron a una coincubacion
con estradiol y progesterona, revertio el efecto de la progesterona en la magnitud
de los cambios en las [Ca?*]; en respuesta a la administracién de GABA.

Los mecanismos celulares y moleculares responsables de mediar los efectos
moduladores postsinapticos de los esteroides ovaricos sobre la respuesta de las
células GnRHérgicas al GABA son aun desconocidos. El decremento de la
respuesta al GABA observado después de la aplicacion de progesterona podria ser
el resultado de una hiperpolarizaciéon de la membrana de las células GT17
consecutiva a la activacion directa de corrientes salientes de canales de K*, y/o al
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bloqueo de las corrientes entrantes de calcio sensibles a voltaje (Figura 16). Este

efecto ha sido documentado para estradiol en neuronas hipocampicas (Kelly y

" Wagner, 1999). Por otro lado, el incremento de Ia respuesta a GABA asociada a la

interaccién sinérgica de estradiol y progesterona pudiera ser explicado a través de
mecanismos genémicos. En este escenario, el estradiol promueve la transcripcién
de receptores clasicos para progesterona, los que a su vez, modifican la expresion
de otros genes t‘ales como aquellos relacionados a la sintesis de canales de calcio
y/ o receptores a GABAA4 (Figura 17). E incremento en el numero de receptores a
GABAA, facilitaria la salida de cloro y conduciendo a la membrana a un potencial
depolarizado mismo que favorecerfa la apertura de canales de calcio dependientes
de voltaje, y asf un aumento en la cantidad de [Ca?*]; y en la liberacién de GnRH
(Figura 17)

El efecto anestésico de la progesterona y la fluidez de la membrana pueden ser
también los responsables del decremento en la [Ca?']; que observamos.

La manifestacién adecuada de la fisiologia reproductivé en los mamiferos depende
de la interacciéon arménica y reciproca entre el hipotdlamo, la hipéfisis y las
gonadas. Dicha interaccién es mediada por mensajeros quimicos conocidos como
hormonas, las que a través de mecanismos de retroalimentacién modulan su
sintesis y secrecion. Asf, es conocido que el estradiol y la progesterona regulan
negativa o positivamente, dependiendo del estado funcional, los niveles séricos de
las hormonas producidas, por un lado, en el hipotalamo, y por el otro, en la
glandula hipoéfisis. No obstante que estas asas de regulacién endéerina se conocen
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desde hace mucho tiempo, los mecanismos celulares y moleculares que la
subyacen han sido caracterizados s6lo de manera parcial. Esto es particularmente
cierto para el caso de la liberacién de GnRH hipotaldmica.

El estradiol y la progesterona regulan la liberacién de GnRH a través de dos
mecanismos, a saber, de manera indirecta y de manera directa. En el primer caso,
esta bien documentado que. los esteroides ovéricos modulan la liberacién de
dopamina, -endorfinas, y GABA en las interneuronas aferentes a las neuronas
GnRHérgicas.

En el segundo caso, los esteroides modulan el efecto postsinaptico de varios
neurotransmisores sobre las neuronas GnRHérgicas, a través de activar proteinas
G y proteina cinasa A. Estos efectos se manifiestan por cambios metabélicos

mediados por segundos mensajeros y por cambios en la permeabilidad i6nica.

Figura 16. Modelo de la modulacién por proéesterona del efecto de GABA en células GT1.7. En este
modelo se muestra el posible mecanismo de accién de la progesterona sobre canales de potasio
alterando asf la el flujo de iones de potasio y por lo tanto promoviendo una hiperpolarizacién de la
célula que conlleva a que la cantidad de calcio que entra a la célula al ser activada por GABA sea
menor. Este mecanismo nos explica porque la progesterona promueve un decremento en la

cantidad de [Ca?*}s.

Figura 17. Modelo de la modulacién por esteroides del efecto de GABA en células GTy7. En este
caso se muestra el efecto genémico del estradiol sobre la produccién de receptores a progestrona.

La progesterona estaria actuando de alguna manera sobre la respuesta de los receptores a GABA

y/ o los canales de calcio.




Conclusiones

. El estadiol modula la respuesta a ionomicina en células GT17.

. El estradiol no modifica los efectos del GABA sobre las células GTy.7

. La progesterona inhibe la respuesta de las células GT1.7 al GABA

. La coincubaci6n de ambos esteroides revierte la respuesta de progesterona en
las células GT1.7 a GABA

. Estos efectos apoyan la hip6tesis de acciones directas esteroideas sobre las

neuronas GnRHérgicas.
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