contenido de ™ trabajo recepc:

Z
' B —0O& = 1003

FECHA:

~omsre: L llS. BECIRAD

RN VP N = —_—

Efectos del GABA sobre la secrecion de
GnRH en neuronas GT17

Tesis que para obtener el grado de Doctor
en Ciencias (Neurobiologia) presenta el:

M.en C. Luis\Beltra’n Parrazal

Tutor: Dr. Gonzalo Martinez de la Escalera.

Junio, 2003

TESIS CON

“RIGEN

A Fhoo 0 DRIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Resumen

El acido y aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibidor
‘del sistema nervioso responsable de la regulacién de miultiples circuitos
neuronales, entre los que se encuentra el sistema GnRHérgico. El sistema
GnRHérgico estd constituido por un grupo de neuronas que sintetizan a la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). La GnRH se encarga de
modular la sintesis y la secrecion de la hormona estimulante de los foliculo
(FSH) y de la hormona luteinizante (LH), las cuales participan en la maduracién
y liberacion del esperma en el macho y de los 6vulos en la hembra.

Recientemente se ha sugerido que el GABA tiene un papel dinamico
durante el desarrollo sexual en los mamiferos. Algunos experimentos
desarrollados en primates no humanos sugieren que en el periodo previo a la
pubertad, el sistema GABAérgico ejerce una inhibicién tonica sobre el sistema
GnRHérgico. Por el contrario, durante la pubertad esta inhibicion toénica
disminuye permitiendo que las neuronas GnRHeérgicas aumenten la secrecion de
GnRH. Los estudios anatomicos realizados en rebanadas de hipotalamo de rata
muestran que las neuronas GABAérgicas inervan directamente a las
GnRHeérgicas. Ademas, los experimentos realizados en neuronas GnRHeéergicas
inmortalizadas (denominadas GT1) y en cultivos de neuronas hipotalamicas, han
demostrado que la aplicacion de GABA tiene un efecto bifasico sobre la
secrecion de GnRH, es decir, produce una fase estimulante rapida pero
transitoria, seguida por una fase de inhibicion tonica de la liberacion de esta
hormona.

Ei efecto estimulante del GABA en las células GT1 ha sido bien
caracterizado y se sabe que esta mediado por el receptor GABA,, que al ser
activado provoca una corriente saliente de ClI” que despolariza la membrana. Sin
embargo, la fase-de inhibicién no ha sido estudiada en detalle, pero estudios
previos sugieren que el receptor GABAg podria estar involucrado en esta fase.
Se sabe que los receptores GABAg estan acoplados a una proteina G inhibitoria




(Gwo), Que tiene la capacidad de modular la actividad de la adenilato ciclasa y de
los canales de K* (tipo GIRK) y Ca?* dependientes de voltaje.

: El objetivo de esta tesis fue probar si la activacién del receptor GABAg
era capaz de disminuir la concentracion de AMPc y regular la entrada de Ca®*
provocada por la despolarizacion de la membrana en células GT1.

Para determinar si la presencia de GABA modifica la concentracion de
AMPCc, se incubaron células GnRHérgicas GT1.7 en diferentes concentraciones
de GABA (1 nM-10 pM). Esta manipulacion provocd la disminucion de la
acumulacién de AMPc de manera dependiente de la concentracion. El efecto fue
bloqueado por bicuculina y mimetizado por muscimol pero no por bacloféen. Con
el objeto de analizar el efecto del GABA sobre la entrada de Ca®* provocada por
la despolarizacién con alto K*, las célutlas GT.7 fueron incubadas con fura-2 AM,
y expuestas a una solucioén despolarizante (35 mM K*) en ausencia o presencia
de GABA. La estimulacidn con alto K* provocé un cambio transitorio de Ca®* de
hasta 150 nM. Por el contrario, cuando este estimulo se aplicé en presencia de
GABA (10 pM) o muscimol (10 uM), la amplitud del transitorio de Ca®* se redujo
hasta en un 50%. Este efecto inhibitorio fue bloqueado por forskolina (20 pM) y
por 8-Br-AMPc (1mM).

El principal hallazgo de esta tesis es que el GABA inhibe la formaciéon de
AMPc en las celulas GT,.7 a través de la estimulacion del receptor GABAA y no
del receptor GABAg. El mecanismo molecular de accidon a traves del cual el
receptor GABA, disminuye la concentracion de AMPc queda por ser
determinado. Ademas se observé que la estimulacidon del receptor GABAA
regula la entrada de Ca®* en las células GT..» cuando estas son despolarizadas
y que el efecto del GABA sobre la amplitud del transitorio de Ca®* evocado por la
despolarizaciéon es bloqueado al inducir un aumento de la concentracion
intracelular de AMPc. En conclusién, en esta tesis se demostro por primera vez,
que la estimulacion de‘l receptor ionotropico GABA, de las neuronas
GnRHeérgicas, es capaz de inhibir la formacion de AMPc y modificar la amplitud
del transitorio de Ca®* provocado por la despolarizaciéon de la membrana.
Ademaéas, se observd que la activacion del receptor GABAg, no modifica la
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concentracion de AMPc y tampoco modula la entrada de Ca?* en las células
cuando estas son despoiarizadas. ElI mecanismo molecular por el cual la
activacion del receptor GABAg inhibe la secrecion de las células GT1.7 queda por
~ ser determinado.
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ABSTRACT

: “Gamma-a‘minobutyric acid (GABA) has been implicated in the regulation
of reprodt;évt‘ion', particularly in the developmental modulation of gonadotropin-
releasihg horri'\dne (GnRH) secretion. GNRH neurons are innervated by GABA-
containing processes, and the administration of GABA stimulates and inhibits
GnRH secretion in vivo and in vitro. We have previously shown that GABA can
exert both of these actions in sequence, by acting directly on immonalized GnRH
neurons. While the stimulation is the result of a GABA(A) receptor-mediated
depolarization of the plasma membrane, the mechanism involved in the delayed
inhibition is the subject of the present investigation. GABA (1 nM-10 microM)
decreased the intracellular concentration of cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) in a dose- and time-dependent fashion. This effect was blocked by
bicuculline and mimicked by muscimol but not by baclofen. To analyze the effect
of GABA on cellular excitability, we used fura-2 loaded GT1-7 cells. Activation of
voltage-sensitive calcium channels by high K+-induced depolarization (35 mM)
increased [Ca2+]i. GABA (10 microM) and muscimol (10 microM) reduced the
amplitude of K+-induced [CaZ2+]i transients. This inhibition was blocked by
forskolin (20 microM) or 8-Br-cAMP (1 mM). Altogether, these results show that
GABA(A) receptors mediate a sustained inhibitory effect of GABA on GnRH
neurons, and suggest the involvement of the cAMP pathway decreasing cellular
excitability.
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INTRODUCCION

La reproduccion es una funcion de vital importancia para las especies ya
que hace posiblé su continuidad a lo largo del tiempo. Gracias a la reproduccion
sexual, los cambios genéticos que ocurren en los individuos son heredados a las
generaciones posteriores para ser fijados en la poblacién. La reproducciéon es
entonces la base de la evoluciéon biologica.

En los mamiferos la reproduccion esta influida por factores provenientes
del ambiente externo que son integrados en el sistema nervioso central, 1o que
permite la coordinacién de la actividad reproductora con condiciones
ambientales adecuadas para el desarrollo de las crias. Los factores ambientales
que afectan la reproduccion son entre otros: la duracion del fotoperiodo, la
temperatura, la disponibilidad de alimento y la receptividad del sexo opuesto.
Ademas existen factores internos como el metabolismo, ta cantidad de grasa y
las emociones, que también tienen una influencia determinante sobre la
reproduccion (Fink, 1988).

En el control de la reproduccidn intervienen una gran cantidad de factores
endocrinos; los cuales establecen complejas redes de comunicacion entre si. Sin
embargo, el control central de la funcion reproductora reside en ciertos nucleos
de Ia"pas’ dl cerebro, en la hipdfisis y en las géonadas, por lo que se habla de
un eje "hppotalarﬁo—hipéfisis—génadas. Ademas, existen asas de retroalimentacion
positiv’é"ynegativa de hormonas a todos los niveles que informan al sistema el

grado"_dﬂe"fu‘nc’ionamiento del mismo (ver figura 1).

‘En;la“‘s ultimas tres décadas, el conocimiento del control neuroendocrino

de lavfi;l‘r'.\cj .gonadal ha avanzado significativamente. Actualmente sabemos
que la ‘,“pr_otewma que controla al eje reproductor es la hormona liberadora de
gonadc}tropinas, también conocida como GnRH. Esta hormona es fundamental

en la_re'gik.}'la‘(:i‘én del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas, ejemplo de ello es el
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Figura 1. Diagrama que esquematiza el control del ciclo ovarico por la hormona folicuio estimulante
(FSH) y la hormona luteinizante, (LH) ambas son secretadas por la gldndula pituitaria. La secrecion
de estas hormonas es modulada por la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), decapéptido
secretado por neuronas hipotalamicas hacia el sistema portal hipofisal. t.a secreciéon de la GnRH esta
influida por factores internos y externos, los cuales son procesados por el cerebro. Este sistema esta
regulado por asas de retroalimentacion positiva y negativa. En el control de estas asas de retroalimentacion
se encuentran involucrados los estrogenos y la progesterona, los cuales son secretados por el ovario. Los
estrégenos y la progesterona actuan sobre el utero preparando al endometrio para la implantacion del
cigoto (Tomado de Fink, 1988).
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hecho de que una mutacién del gen que codifica para la GnRH impide el
funcionamiento gonadal, el cual puede ser restaurado por el transplante de tejido
fetal, terapia génica o la implantacion de capsulas liberadoras de analogos de la
GnRH (Gibson et al.,, 1991; Mason et al.,, 1986; Sheffield et al., 1989). A pesar
del conocimiento acumulado hasta ahora sobre la GnRH, el control que ejercen
los distintos neurotransmisores sobre la secrecién de este péptido es dificil de
abordar experimentalmente, ya que la poblacidon de neuronas GnRHérgicas de
los mamiferos es escasa (entre 1000 y 3000 células), ademas de que éstas se
encuentran anatémicamente dispersas, por o cual el acceso experimental es
limitado. El desarrollo de nuevas técnicas de manipulacién geneética en la
decada pasada hizo posible inmoralizar y aislar neuronas hipotalamicas
sintetizadoras de GnRH derivadas de un raton transgénico (Mellon et al.,, 1990).
Estas células conocidas como GT han mostrado ser una importante herramienta
para entender el control que ejercen los diferentes neurotransmisores sobre ia
secrecion de la GnRH.

La presente tesis es una contribucion al entendimiento del efecto que
ejerce el neurotransmisor inhibitorio mas importante del SNC, el acido y amino
butirico (GABA), sobre las neuronas hipotdlamicas inmortalizadas secretoras de
GnRH.




Sistema neuroendocrino: eje hipotalamo-hipdéfisis-gonadas

Hipotdlamo

E! hipotalamo abarca la region del quiasma optico hasta el borde caudat
de los cuerpos mamilares. En direccién rostral, pasa sin demarcacién nitida
hacia el area olfatoria basal. La regidn que esta situada inmediatamente por
delante del quiasma y se extiende hasta la lamina terminal se denomina area
predptica. En direccion caudal el hipotalamo se fusiona con la sustancia gris del
mesenceéfalo (ver figura 2). Toda la region hipotalamica esta ocupada por una
matriz difusa de células, en la cual se encuentran masas nucleares mas o
menos diferenciadas. La regién preodptica constituye la sustancia gris
periventricular de la parte mas rostral del tercer ventriculo. El nucleo predptico
periventricular circunda las paredes del tercer ventriculo en la regidon del
retroceso preoptico (Carpenter, 1998). El nucleo predptico medial, compuesto
por células predominantemente pequefas se encuentra en situacion lateral al
nticleo preoptico periventricular y se extiende en direccion ventral hacia el
quiasma optico. El nucleo predptico lateral, se encuentra rostral en relacion con
el area hipotalamica y esta compuesto por celulas de tamano mediano dispersas
(lversen et al.,, 2000). EIl hipotalamo tiene conexiones extensas y complejas.
Algunas fibras estan organizadas en haces definidos y notorios, en tanto que
otros son difusos y dificiles de localizar.
Conexiones aferentes

Las conexiones aferentes del hipotalamo que se han identificado son: 1)
el fasciculo prosencefalico medial, el cual es un grupo complejo de fibras que
son originadas en las regiones basales olfatorias, nucleos septales, regién
amigdalih_a, sustancia inominata y complejo amigdalino. 2) Las fibras hipocampo-

hipotalamicas que provienen del niucleo septal y de los nucleos mamilares

mediai y Iétérél 3) Las aferentes reticulares del tronco encefalico, que ascienden
al hlpo rlamo a través del pedunculo mamilar y del fasciculo longitudinal dorsal.
4) Las flbras retinohipotalamicas que se originan en las células ganglionares y
proyectan de manera bilateral al nicleo supraquiasmatico y al area preoptica.
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Figura 2. A) Corte transversal de cerebro humano donde se muestran las principales estructuras que
conforman el hipotalamo. B) Corte sagital del hipotalamo que muestra las tres regiones en las que se divide
el hipotalamo para su estudio, en orden rostro caudal aparecen: el area preoptica, el hipotalamo medial y el
hipotalamo posterior. (Tomado de lversen 2000).




Conexiones eferentes

Las conexiones eferentes del hipotdlamo parecen ser parte reciproca de
los sistermas aferentes. Las proyecciones hipotalamicas eferentes se dividen en
cuatro categorias: 1) las fibras que salen a través del fasciculo, 2) las fibras de
neuronas secretoras que conducen las hormonas hacia la neurohipdfisis, 3) las
fibras originadas en los nucleos mamilares que se proyectan al grupo nuclear
anterior del talamo. 4) Las fibras que proyectan hacia el tronco encefalico inferior
y médula espinal, las cuales actian sobre el control de las funciones autéonomas
del tronco encefalico inferior (Iversen et al., 2000).

Sistema portal hipofisiario

La hipdfisis esta irrigada por dos grupos de arterias, ambas procedentes
de la arteria cardtida interna. La arteria hipofisiaria superior forma un anillo
alrededor de la parte superior del tallo hipofisiario. La arteria hipofisiaria inferior
forma un anillo alrededor del Ié6bulo posterior y emite ramas al infundibulo
interior. Ambos grupos arteriales ingresan al tallo hipofisiario y se dividen en
varias sinusoides. La sangre de estas sinusoides confluye en los vasos portales
hipofisiarios, los cuales pasan al I6bulo anterior de la hipdfisis, region que recibe
toda su irrigacion sanguinea a través de estos vasos. Las evidencias anatémicas
y fisiolégicas indican que el hipotalamo influye sobre el I6bulo anterior mediante
la liberacion de las hormonas hipotalamicas que viajan a través del sistema
portal hipofisiario hacia el I6bulo anterior (Carpenter, 1998).

Hipdofisis

La hipdfisis es un nucleo compuesto de elementos neurales y epiteliales
situado sobre una estructura 6sea en la base del craneo denominada silla turca,
la cual esta cubierta por un pliegue circular de la duramadre, llamado tienda de
la hipofisis. La hipdfisis se divide en dos grandes partes: la neurohipodfisis, que
incluye al tallo infundibular y al proceso infundibular o Iébulo neuronal, y la

adenohipdfisis que es la parte glandular de la hipdfisis e incluye a la pars
tuberalis, |\a pars intermedia y la pars distalis.




Hipotalamo

Arteria hipelfigia " ~Eminencia media

superior

Secrecion portal

Arteria hipofisial
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Figura 3. Varios grupos neuronales del hipotadlamo participan en el control de la pituitaria. (5) Representa
las neuronas peptidérgicas que sintetizan y liberan oxitocina y vasopresina a la circulacion general. (3,4)
son neuronas que secretan hormonas a la circulacién del plexo capilar del sistema portal hipofisial. (2)
Representa las neuronas que regulan la secrecidén de las neuronas peptidérgicas a través de contactos axo-
axénicos o axo-somaticos (1) (Tomado de Iversen, 2000).

La parte neural de la hipdfisis o neurohipdfisis se desarrolla a partir del
piso del diencéfalo y esta formada por axones que se originan de las neuronas
magnocelulares de los nucleos paraventricular y supraodptico del hipotalamo, las
cuales sintetizan, almacenan y secretan oxitocina, vasopresina, galanina y
neuropéptido Y, entre otros. Las terminales nerviosas de la neurohipdfisis liberan
hormonas en los vasos sanguineos que forman el sistema portal hipofisiario e
irrigan a la adenohipdfisis, donde regulan la secrecién de otras hormonas (ver
figura 3) (lversen et al.,, 2000). La porcion glandular de la hipdfisis o
adenohipdfisis proviene embrioclédgicamente de una evaginacion del tejido
ectodérmico derivado de la boca primitiva, llamada bolsa de Ratke. Contiene
células epiteliales que sintetizan hormonas y las secretan en los capilares
cercanos. Estos capilares estan unidos por adenosomas y uniones estrechas, lo
cual facilita que otras hormonas provenientes del hipotalamo o de otras
glandulas distantes puedan llegar a la adenohipdfisis.




La adenohipdfisis secreta hormonas peptidicas clasicas como la hormona
estimulante - de -la tiroides o tirotropina (TSH), hormona estimulante de los
foliculés (ESH).. hormona luteinizante (LH), prolactina (PRL), hormona del
c'ré:cirﬁrié‘ o GH),‘ hormona adrenocorticotrofica (ACTH), hormona estimulante
de los 'rﬁé'lé“nocitos (MSH), ademas de otros neuropéptidos y mensajeros
quimicos. Cada hormona es sintetizada y liberada por un grupo especifico de
células, que se nombran segun la hormona que sintetizan. A las células que
sintetizan 1a FSH y LH se les llama gonadotropos (Carpenter, 1998).

Gonadotropos

Los gonadotropos son células adenohipofisiarias que producen y secretan
LH y FSH. Solo el 10% de estas ceélulas contienen LH, el otro 10% contiene FSH
y el 80% restante contiene ambas hormonas.

La LH y la FSH son glucoproteinas, con un peso molecular de entre 28 y
29 kDa, formadas por dos subunidades llamadas a y B, que se encuentran
unidas por enlaces no covalentes. La subunidad o« es comun en ambas
hormonas, mientras que la subunidad B es especifica de cada una de ellas. Las
subunidades estan glucosiiadas con carbohidratos como N-galactosamina y N-
acetil glucosamina. Estas modificaciones post-traduccionales, permiten a los
receptores reconocer los distintos tipos de hormona (Peters, 1989).

La secrecidn de estas hormonas es estimulada por la GnRH, aunque
aparentemente esta tiene un mayor efecto sobre la liberacion de la LH que de la
FSH (Clarke y Cummins, 1982). La GnRH también estimula la sintesis del RNA
mensajero que codifica para las subunidades de estas dos hormonas.

Los gonadotropos presentan receptores para GnRH en sus membranas,
que estan acoplados a la activacion de canales de CaZ?*, entre otras vias de
segundos mensajeros. Se ha observado que después de aplicar una pequena
dosis de GnRH a los gonadotropos, estos presentan una respuesta mucho

mayor a una segunda dosis, es decir, la GnRH sensibiliza a los gonadotropos
(Fink, 1988).




Gdnadas

La produccién de los gametos, asi como la secrecidn de los esteroides
'Vse‘xtrxél'eré i's:erlrlevan a cabo en las gonadas. Los esteroides sexuales tienen
efectos sobre las génadas regulando principalmente la gametogénesis. Ademas
tienen una gran cantidad de efectos extragonadales, por ejemplo, coordinan los
cambios en el utero, vagina y glandulas mamarias en la hembra como
preparacion para la copula, fertilizacidén e implantacion, son los responsables de
la aparicién y mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios, y también
modulan la conducta sexual y la libido. Los esteroides gonadales forman asas de
retroalimentacién tanto positivas como negativas a nivel hipotalamico e
hipofisiario regulando asi, directamente o indirectamente la secrecion de GnRH,
LH y FSH (Fink, 1988).

Las células de las gonadas tienen receptores a LH y FSH, los cuales
modulan distintas funciones en estos érganos. En los machos, la FSH actia en
el testiculo sobre las células de Sertoli estimulando la espermatogeénesis,
mientras gue la LH actia principalmente sobre las ceélulas de Leyding,
estimulando la produccion de testosterona y estradiol. Por otro lado, en las
hembras la FSH estimula a las células de la granulosa en el ovario, induciendo
el desarrollo de los foliculos. La LH promueve la sintesis de estradiol,
progesterona y testosterona, en las células de la granulosa, células de la teca y
células luteas. Ademas, la LH promueve la ovulacién mediante la degradacion
del foliculo de Graff por medio de la activacion de proteasas séricas (Fink, 1998).

Neuronas GnRHeérgicas
Origen embriolégico

El origen y migracion de las neuronas GnRHeérgicas se ha estudiado en
el embridn de pollo con mayor detalle que en otras especies. En esta especie,
las neuronas GnRHeérgicas se diferencian a partir de la placa olfatoria (Silverman
et al., 1994). La mayoria emerge del ciclo mitético en el dia 10 de gestacion y
comienzan a expresar el precursor de la GnRH en el dia 11, aunque alcanzan la

madurez bioquimica hasta después, y por lo tanto procesan el precursor hasta el




dia 14 (Silverman et al., 1994, Muske, 1993). Entre los dias 12 y 16 las células
penetran en el cerebro ventromedial anterior y migran caudalmente para llegar a
las areas hipotalamicas septal, predptica y anterior. Una vez alli, se intercalan
con poblaciones heterogéneas de neuronas y glia. Durante su migracion
elaboran procesos axonales que llegan a la eminencia media en el dia 14
(Silverman et al., 1994). En el dia 12, el nimero de neuronas GnRHérgicas en el
septo nasal es similar al que se observa en el cerebro adulto, lo que sugiere que
esta poblacion da lugar a todas las células GnRHeérgicas del sistema nervioso
central, con la posible excepcion de algunas ubicadas en el cerebro medio
(Schwanzel-Fukuda, 1999).

Distribucion de las neuronas GnRHérgicas

La distribucidon de las neuronas GnRHeérgicas parece tener una gran
similitud entre las distintas clases de vertebrados, lo que sugiere que estos
sistemas neuronales son estructuras filogenéticamente antiguas y conservadas
(Muske, 1993).

Las células GnRHeérgicas no estan agrupadas en nlucleos segregados,
sino se encuentran dispersas en varias divisiones citoarquitectdénicas. En la
mayoria de las especies, forman un continuo difuso en forma de arco, desde la
banda diagonal de Broca en el telencéfalo hasta el nicleo de la estria terminalis
y otras areas diencefalicas incluyendo el area periventricular, las areas
predpticas medial y lateral, hipotalamo anterior y la zona retroquiasmatica.
También incluye las zonas del nucleo supradptico y algunas areas dorsales de
éste. Estas neuronas son escasas y su numero no rebasa las dos mil células
(Silverman, 1988).

Sintesis y secrecion de GnRH.

La hormona liberadora de gonadotropinas fue aislada originalmente a
partir de hipotalamos porcinos y ovinos. A pesar de que la GnRH activa resulté
ser un decapéptido, estudios bioquimicos e inmunocitoquimicos adicionales
revelaron que eéste es biosintetizado como parte de un precursor mayor de
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aproximadamente 10 kDa de tamano (Gautron et al., 1981). La secuencia
correspohdiente a la GnRH esta precedida por un péptido sefial. En el segmento
c;arbo%ilo terminal del precursor hay una secuencia que codifica para un peéptido
de 56 aminoacidos, al que se le denomina péptido asociado a GnRH (GAP)
(Seeburg y Adelman, 1984). El procesamiento del precursor de GnRH incluye la
separacion del GAP, la ciclizacién enzimatica de la glutamina amino terminal, y
la amidacion de la glicina carboxilo terminal.

En los grupos celulares del hipotalamo, se ha identificado la GnRH en
vesiculas granulares asociadas al aparato de Golgi. Se propuso entonces, con
base en evidencia morfolégica, que la GnRH es sintetizada en polisomas en el
cuerpo celular, empaquetada en vesiculas en el aparato de Golgi y transportada
dentro de estas por el axdn, para ser almacenada en la terminal axdnica y ser
liberada en respuesta a la estimulacion apropiada (Fink, 1988).

La GnRH es liberada hacia los vasos portales hipofisiarios, y llevada asi a
la hipodfisis anterior en donde estimula la produccion y secrecion de la LH y FSH
en los gonadotropos. La secrecion de GnRH en la sangre del sistema portal
hipofisiario se da de forma pulsatil, con intervalos distintos en las diferentes
especies estudiadas, variando entre 30 minutos y 3 horas (Levine et al., 1982).
Aparentemente, la liberacion pulsatil de la GnRH es necesaria para la respuesta
adecuada de la hipdfisis, ya que la administracion continua de GnRH a células
hipofisiarias de rata abate la secrecion de LH y FSH (Smith y Vale, 1981).

Se ha demostradoc que la LH es secretada por la hipodfisis también en
forma pulsatil, en respuesta a los pulsos de GnRH. Por ejemplo, en la oveja, los
pulsos de LH presentan una clara sincronia con los de la GnRH y las amplitudes
de ambos se correlacionan adecuadamente (Clarke y Cummins, 1982). Por lo
tanto, medir la secrecidon de LH en la sangre es un método sencillo para medir
indirectamente la secrecion de la GnRH.

En general se acepta que la GnRH es liberada por las terminales de la
eminencia media en el espacio perivascular de los capilares fenestrados del
sistema portal hipofisiario a través del organo vasculoso de la lamina terminal,
que es un érgano altamente vascularizado y recibe un considerable namero de




axones inmunorreactivos a GnRH del area preoptica. Ademas de la secrecion de
GnRH en el ’plexp proximal del sistema porta, se ha propuesto otro sistema de
transporte en el que la hormona es secretada al liquido cerebro espinal
periventricular y llevada a los capilares portales via las ce€lulas ependimales en la
base del tercer ventriculo (Cramer y Barraclough, 1975).

Neuronas GnRHérgicas inmortalizadas
Debido a la localizacion difusa y al escaso numero de ceélulas
GnRHérgicas, asi como al gran numero de factores que intervienen en su
regulacion, los estudios in vivo han resultado dificiles de realizar e interpretar.
Los cultivos primarios para estudios in vitro tienen también la gran desventaja de
ser cultivos heterogéneos, en donde intervienen muchos factores no
controlables. Con el uso de estos modelos experimentales no es posible conocer
si los distintos neuromediadores estudiados actuan directamente sobre las
células GnRHérgicas o o hacen a través de interneuronas que a su vez
interactien con estas. Mas aun, en este tipo de estudios no se han determinado
las vias de sefalizacién intracelular que activan los diferentes moduladores para

regular la secrecion de GnRH ni los receptores involucrados en esta regulacion.

Este problema se ha solucionado, al menos en parte por el desarrollo
de lineas celulares GnRHérgicas inmontalizadas por medio de la técnica de

generacion de tumores genéticamente dirigida.

La técnica de tumorigénesis genéticamente dirigida consiste en la
induccién de un tumor de un tipo celular determinado en algun organismo. Esto
se puede lograr en ratones transgénicos, mediante la construccion de una
secuencia de DNA que comprende a un oncogen ligado a la secuencia
promotora de un gen que normalmente se expresa solo en el tipo celular que se
quiere transformar (por ejemplo la region reguladora activa en un tejido
especifico). Esta técnica se ha utilizado para inmortalizar células f3-pancreaticas
y gonadotropos adenohipofisiarios (Hanahan, 1985; Windle et al.,, 1990). A
finales de la década de los ochentas este mismo meéetodo fue utilizado para
inmortalizar neuronas secretoras de GnRH (Mellon et al., 1990).




De esta manera, la expresion del oncogén esté ligada a la expresion del
gen elegido, y restringida por la activacion de la secuencia reguladora
escogida. Esta construccion es introducida en cigotos en la fase de una sola
célula. Posteriormente, los cigotos son reimplantados en madres pseudo
embarazadas, y se examinan los productos al nacer para determinar en cual de
ellos existe la expresion del transgén. Losh individuos que lo expresen,
desarrollaran probablemente un tumor en el tejido donde se expresa la
secuencia reguladora ligada al oncogeén. En ese caso, el tumor es extirpado y
sus células se disocian. A partir de algunas de ellas se pueden establecer
lineas celulares inmortalizadas, que expresan el oncogén de manera
constitutiva.

En 1990, Melion y colaboradores utilizando esta técnica en ratones
transgénicos, desarrollaron tres lineas neuronales hipotalamicas inmonalizadas,
secretoras de GnRH. Para ello, se construyé un gen hibrido que contiene al
promotor del gen de GnRH en la region 5', ligado al oncogen antigeno T del virus
de simio 40 (SV40). Este gen hibrido se inyecté en el pronucleo de cigotos
fecundados de ratén y estos a su vez fueron transferidos al oviducto de ratonas
pseudo-embarazadas. De este modo se crearon ratones transgénicos estériles,
Uno de ellos desarrolld un tumor hipotalamico. El tumor fue extraido y
dispersado, mostrando que sus ceélulas eran heterogéneas e incluian fenotipos
neurales y gliales.

Después de 6 meses de subcultivos para separar a las células gliales de
las neuronales por distintas propiedades de adherencia al substrato, se
establecid una poblacion celular pura a la que se llamé GT1, que se clonéd por
diluciones seriales, con lo que se logré establecer tres lineas clonales,
identificadas como GT1.4, GTia3y GT17.

Todas estas lineas expresan el RNAmM de GnRH y del antigeno T y
presentan un fenotipo neuronal, que incluye la extension de neuritas y la
expresiéon de marcadores neuronales como la enclasa neurocespecifica y
proteinas de neurofilamentos de 68 kDa. Ademas expresan RNAmM de proteinas
especificas de membranas sinapticas como la VAMP-2 y la SNAP-25. Estas

13




lineas celulares no expresan marcadores gliales como la proteina acidica fibrilar
glial o l1a proteina basica de mielina (Mellon et al., 1990).

Las células GT1 procesan al precursor de GnRH hacia varias formas
moleculares incluyendo la GnRH bioldgicamente activa, y el péptido asociado a
GnRH (GAP) (Weiner et al., 1992). Las lineas neuronales GT1 secretan GnRH
en respuesta a la despolarizacion con veratridina, es decir, presentan canales
rapidos de Na* (Melion et al., 1990). Ademas, secretan GnRH espontaneamente
de manera pulsatil y sincronica, lo cual sugiere que la secrecion pulsatil de
GnRH es una propiedad inherente a las ceélulas GnRHérgicas, y no es
provocada por otros neuromediadores (Wetsel et al.,, 1992; Martinez de la
Escalera et al., 1992a; Krsmanovic et al., 1992). La sincronizacion de los pulsos
de GnRH in vitro puede darse gracias a los contactos intercelulares que se
observan entre las células GT-1 (Wetsel et al.,, 1992), pero se ha observado que
al cultivar estas células en dos placas separadas, se da también una
sincronizacion entre éstas, lo que sugiere que existe un mediador quimico
difusible que interviene en dicha sincronizacion (Martinez de la Escalera et al.,
1992a). Este mediador podria ser la misma GnRH, ya que las células GT-1
expresan receptores para esta hormona, y su activacion produce un aumento en
el Ca?* intracelular asi como un aumento transitorio de la secrecién de GnRH,
seguido de una supresion de la secrecion basal (Krsmanovic et al., 1993).

El desarrollo de estas lineas neuronales inmortalizadas ha permitido el
estudio directo de la biologia celular y molecular de las células GnRHérgicas, asi
como su electrofisiologia, bioquimica y la regulacion que se ejerce sobre la
sintesis y secrecion de sus productos. En resumen, las lineas GT-1 representan
un modelo experimental sumamente Util en el estudio de la neuroendocrinologia
de la reproduccion y la comunicacion neuroendocrina. Sin embargo, los
resultados obtenidos con las células GT-1 deben ser interpretados con cierto
cuidado, ya que son celulas transformadas, que podrian no reflejar
compietamente la naturaleza de las células GnRHeérgicas in vivo.
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Regulacion de la secrecion de GnRH.

Como se ha mencionado, las células GnRHérgicas reciben una gran
cantidad de estimulos provenientes del cerebro anterior, medio y posterior que
regulan la secrecion de GnRH al sistema porta hipofisiario. La secrecion de
GnRH es regulada por un gran numero de neuromediadores, que incluyen
neurotransmisores clasicos como las monoaminas, la histamina, aminoacidos
excitadores (L-Glutamato) e inhibidores como el acido y aminobutirico (GABA) y
una amplia lista de neuromediadores peptidicos, entre ios que se encuentran los
péptidos opioides, la endotelina, la hormona liberadora de tirotrofina, la sustancia
P, el neuropéptido Y, e incluso la propia GnRH en un mecanismo de asa de
retroalimentacion ultracorta, ademas de otras hormonas como los esteroides
gonadales (Terasawa, 1998).

Receptores GABAérgicos.

E! GABA es uno de los principales neurotransmisores inhibidores en el
sistema nervioso de vertebrados. El GABA activa tres diferentes clases de
receptores, denominados GABA,, GABAg y GABAc (Bormann, 1988; 2000).

Receptores GABAA

El receptor GABAA controla la inhibicion rapida sinaptica en el sistema
nervioso central (Olsen et al., 1999). Este receptor pertenece a una superfamila
de receptores acoplados a un canal de CI’, cuya apertura y cierre es controlada
por la unién del neurotransmisor. El receptor GABAA esta compuesto por 5
subunidades. La combinacion de las diferentes subunidades (las cuales son
producto de la transcripcidn de genes independientes), brinda diversidad
funcional al receptor GABAL. Existen 16 diferentes tipos de subunidades
identificadas hasta ahora: o(1-6), B(1-4), y(1-3), 8(1) y p(1-2), lo que sugiere un
numero muy elevado de posibles combinaciones. Sin embargo, los estudios de
ensambléje" mue_'stran que existe una preferencia por cierto tipo de combinacion
de subunidades (c.B.y) (Smith, 2001).
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Canal ge Cloro

Sitio de union a GABA
Agonistas y Antagonistas

Sitio de union @
Picrotoxina y drogas,
convulsionantes

Shio de union a
barbituncos Sitio de Union a
benzodiazepsnas

Sitio de Union a esteroktes
y anestésicos

Figura 4. A) E! receptor canal GABAa estd constituido por 5 subunidades, cada subunidad contiene 4
regiones transmembranales (1-4) representadas como cilindros con estructura a hélice formado por 20
residuos de aminoacidos hidrofobicos. Los cruces transmembranales estan ligados por asas
citoplasmaticas o extracelulares de residuos de aminoacidos hidrofilicos. B) Los sitios de unién se
encuentran situados en porciones discretas de la parte extracelular del canal. Algunos de ellos pueden
compartir la unién de mas de un ligando. El receptor GABAa también esta sujeto a la modulacion aldsterica
de algunos depresores del sistema nervioso central como las benzodiazepinas y los anticonvulsionantes.
Farmacologia

La farmacologia del receptor GABA. es compleja, ya que las distintas
subunidades pueden unir diferentes drogas, entre las cuales se incluyen
convulsionantes, - ;a’yntic'on\‘/ulsionantes, ansioliticos, sedantes hipnéticos,
relajantes: musculares’
por GABA \
(SR95531) y:(+)
importancia ya que

‘anestésicos generales. Estos receptores son activados

- muscimol e inhibidos por bicuculina, gabacina
|drastlna (Bormann, 2000). El receptor GABA, es de gran
S € ncargado del control de la excitabilidad neuronal en el
sistema nervioso central (Smith, 2001).
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Fieceptorres GABAB

Losreceptores GABAg se encuentran ampliamente distribuidos en la
(presinéb's_i:é‘ y ‘postsinapsis de las neuronas de mamiferos, modulan la
‘transrhisién sindaptica suprimiendo la secrecidn de neurotransmisores o
'hipe‘rpélafizando a células postsinapticas (Kaupmann et al., 1997). Existen al
rﬁenos dos tipos de isoformas conocidas denominadas GBR1 y GBR2. Los dos
isoformas estan constituidas por una proteina de membrana, la cual esta
acoplada a una proteina G que puede inhibir la formacion de AMPc y la apertura
de canales de CaZ?*, (Dolphin y Scott, 1986; Scholz y Miller, 1991; Mintz y Bean,
1993, Tatebayashi y Ogatal., 1992, Obrietan y van Den Pol, 1998), activar
corrientes rectificantes de K* (Sodickson y Bean 1996) o modular la activacion
de los receptores GABAA (Obrietan y van Den pol et al., 1998). Estudios
recientes muestran que los receptores GABAg necesitan dimerizarse para poder
ejercer sus efectos fisiologicos (Kuner et al.,, 1999).

Farmacologia

Los receptores GABAg son activados por GABA, (-)-baclofén, acido 4-
amino-3(5-cloro-2-tienil)butanocico y 3-aminopropil(metil) acido fosfinico (SKF
97541) y son inhibidos por faclofén, sacloféen y 2-hidroxisacloféen (Bormann,
2000; Chebib y Johonston, 1999).

Receptores GABAc

Los receptores GABAc estan constituidos por varias isoformas de la
subunidad p formando canales de CI. Estos receptores son activados por
GABA y analogos de GABA como el acido cis-4-aminocrotonico (CACA), y el
acido trans-4-aminocrotonico (TACA), son inhibidos por el acido acético-4-
imidazo y TPNPA (Chebib y Johnston, 1999), pero son insensibles a bicuculina,
barbitdricos, benzodiazepinas y baclofen. Recientemente se ha propuesto que
lbs receptores GABAc¢ deben ser clasificados como un grupo especial de
receptores GABAA (Barnard et al., 1998).
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Papel fisiolégico del GABA en la reproduccion

Los primeros estudios para tratar de relacionar la actividad GABAérgica
con el control de la reproduccion fueron realizados por Ondo en 1974, quien al
inyectar GABA en el ventriculo lateral, observd un aumento en la concentracion
de LH. McCann y Rettori (1986) demostraron que el efecto estimulante del
GABA podia ser bloqueado al ser coadministrado con bicuculina, un antagonista
del receptor GABAA. Estas evidencias experimentales llevaron a postular que el
GABA facilitaba la secrecion de LH en la adenohipdfisis. Sin embargo, Donoso y
Banzan (1984) refutaron esta hipdtesis al observar que la inyeccion
intraventricular de GABA o inhibidores de la enzima que lo degrada, abolia el
pico preovulatorio de LH. A partir de este momento, la mayoria de los reportes
que aparecen en la literatura apoyan la hipotesis de que la aplicacion de GABA o
sus agonistas (muscimol y baclofen) inhibe la secrecién de LH (Lamberts et al.,
1983; Donoso y Banzan 1984; 1986; Masotto et al., 1989; Jarry et al.,, 1991),
mientras que ia inyeccién intracerebral de antagonistas GABAérgicos (bicuculina
y saclofén) produce un aumento en la concentracion de LH (Hartman et al.,
1990; Akema y Kimura 1991) e incluso un aumento en la actividad eléctrica
hipotalamica (Kimura et al., 1993; Hiruma et al., 1994)

En un intento por entender de manera dinamica como el GABA modula la
secrecion de LH, el grupo de Jarry y colaboradores midieron con la técnica de
“push-pull’ la concentracion de GABA en el area predptica hipotalamica y
determinaron de forma simultanea la concentracion de LH en el suero de ratas
ovarectomizadas y estrogenizadas. Los resultados obtenidos indicaron que
durante el periodo previo al pico de secrecion de LH, la concentracion de GABA
disminuia significativamente en el area predptica (Jarry et al., 1988).

A pesar de todas estas evidencias experimentales, se desconocia si el
GABA ejercia sus efectos de manera directa o indirecta sobre la secreciéon de
GnRH. ElI primer intento por esclarecer esta incégnita fué realizado por
Nikolarakis y colaboradores (1988), quienes mostraron que al aplicar GABA a
rebanadas de hipotalamo de rata, aumentaba la secrecion de GnRH. El aumento
podia ser mimetizado por isoguvacina (un agonista de los receptores GABA,)
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pero no por.el. baclofen (agonlsta de receptores GABAg). Ademas observaron
qQue al - coadmlnlstrar tetradotoxnna y GABA la secrecion basal de GnRH
dlsmlnma Estos datos Ilevaron a sugerir que el GABA podria ejercer un efecto

vestumulante en el soma y un efecto inhibidor en las terminales axonicas de las
neuronas GnRHerglcas Masotto y colaboradores (1989) obtuvieron resultados
. sumllares al incubar con GABA fragmentos del area predptica, nucleo arcuato y
eminencia media de rata.

En este punto surge un nuevo interés por tratar de explicar como el GABA
podia ejercer efectos tanto inhibitorios como facilitadores de la secrecion de
GnRH. Moguilevsky y colaboradores (1991), demostraron que el control
GABAérgico de la secrecion de gonadotropinas se maodificaba durante la
maduracion sexual. Ellos observaron que la inyeccion de acido amino oxiacético
y muscimol es capaz de estimular la secreciéon de LH y FSH en ratas
prepuberes, mientras que en ratas adultas, la administracion de estos farmacos
tiene un efecto opuesto. En este mismo estudio se observd que la aplicacion de
bicuculina (antagonista del receptor GABA,) provocaba una disminucion en la
concentracion de LH y FSH en ratas prepuberes y un aumento en ratas adultas.
Asirnismo, la administracion de baclofen redujo la concentracion de
gonadotropinas tanto en ratas prepuberes como en adultas. Estas evidencias
experimentales Hevaron a sugerir a estos autores que el efecto de la
estnmulacuén de los receptores GABAA dependia del estado de madurez sexual
del anlmal mientras que la activacion del receptor GABAg siempre tenia un
efectO'lnhlpldor tanto en animales adultos como en prepuberes.

Los:distintos efectos evocados por la activacion de los receptores GABAAa
y GABAQ, ‘parecian ser la respuesta a la incégnita del por qué el GABA en
ocasmnes estlmulaba y en otras inhibia la secrecion de LH. En apoyo a la idea
de quet Ios receptores GABAg inhibian la secrecion de GnRH, Akema y Kimura
(1991) demostraron que la inyeccion intraventricular de baclofen retardaba la
aparlcmn del plco preovulatorio de LH inducido por estradiol, mientras que el 2-
hidroxi saclofen (antagomsta de los receptores GABAg) aumentaba la secrecién
de LH de forma dependiente de la dosis. Por otra parte, Bergen y colaboradores
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(1991). demostraron que la: myeccnon de GABA en el area predptica de ratas
ovarectomlzadas no tenia mngun efecto significativo sobre la sintesis de GnRH,
sxn embargo, la aplicacion de baclofen disminuia la transcripcion del RNAmM que
codifica para GnRH.

A pesar de estas evidencias experimentales, siguieron apareciendo
reportes donde aun se discutia si la estimulacién de los receptores GABAA
también provocaba una disminucién de la secrecion de LH. Ejemplo de elio son
los estudios realizados por Jarry y colaboradores (1992), quienes demostraron
que la inyeccion de GABA en el area predptica anterior y area hipotalamica
producia una marcada disminucion de la concentracién de LH. Sin embargo,
también encontraron que la aplicacion de bicuculina tenia el mismo efecto sobre
la concentracion de LH en el suero.

La mayoria de los trabajos que precedieron a los antes mencionados
fueron intentos por encontrar la relacion entre el GABA y glutamato (Donoso et
al., 1992), somatostatina (Pasha y Vijayan 1992), B endorfinas (Jarry et al.,
1995), noradrenalina (Adler y Crowley 1986), dopamina (Horvath et al., 1993),
neuropéptido “Y"(Teresawa,1994), opioides (Brann et al., 1992), adrenalina
(Feleder et al., 1999) y citocinas del sistema inmune (Feleder et al., 1996) sobre
el control de la secrecién de GnRH. Es importante aclarar que la totalidad de los
estudios mencionados con anterioridad, han sido realizados en ratas y ratones.

A continuacién se describen algunos experimentos realizados en ovejas,
primates no humanos y humanos.

Ovejas

En ovejas ovarectomizadas y normales, la inyeccion de muscimol en el
area preodptica medial, durante su época de reproduccién provoca una
disminucion de la secrecién de LH. Por el contrario la aplicacién de baclofén
(agonista de receptores GABAg) no tiene ningun efecto. Los autores de este
estudio sugirieron que la secrecion de GnRH es regulada por neuronas
GABAérgicas, que interactuan directamente con las neuronas GnRHérgicas del
area preoptica medial a través de la activacion del receptor GABAA (Clarke y




Scott,  1993).. Sin_ embargo, un. estudio posterior realizado por estos mismos
autores (Scottiy;: Clarke, 1993) mostro que la estimulacion del receptor GABAg

dlsmlnwa a secrecion de: LH en ovejas que no se encontraban en época de

,Los u'iveshgadores sugirieron entonces que durante el periodo del
ano en’ eI que se reproducen las ovejas, el numero de receptores GABAg
v-dlsmunuye siendo esta la razdn por la cual no se observa ningun efecto al aplicar
los” agomstas del receptor GABAGg.
Por otra parte, usando técnicas de inmunocitoquimica se observd que las
‘neuronas GnRHeérgicas de las ovejas no presentan inmunorreactividad contra
receptores a estrogenos. Sin embargo, las neuronas GABAérgicas que se
ubican en el area preodptica son inmunopositivas; por lo que se sugirié que estas
neurconas median el efecto que tienen los esteroides gonadales sobre la
secrecién de GnRH y por lo tanto de LH (Herbison et al., 1993).

Primates no humanos

En primates no humanos se ha sugerido que durante en el estado
prepuber et sistema GnRHeérgico se encuentra inhibido. Las investigaciones mas
recientes se han enfocado en particular al estudio de la restriccion de la
liberacion de GnRH antes de la pubertad y el papel de GABA sobre la inhibicion
en el hipotalamo (Mitsushima et al., 1994).

En macacos prepuberes se ha observado que la inyeccion de bicuculina
provoca un aumento en la secrecion de GnRH. Esta manipulacion farmacolégica
provoca el comienzo de la pubertad. En contraste, la estimulacion de los
receptores GABA,, ejerce un efecto inhibitorio sobre la secrecion de GnRH en
monos puberes, pero no en Mmonos prepuberes. Asimismo, se observo que en
Ioé animales preplaberes la concentracion de GABA liberada era mayor que en
Ios anlmales puberes. Los autores de este estudio sugieren entonces que el
GABA ejerce un efecto de inhibicion ténica sobre la secrecion de GnRH antes de

’entrar al periodo de la pubertad (Mitsushima et al.,, 1994). Este mismo grupo
reporto posteriormente que en el hipotalamo del mono rhesus se expresaban
varias isoformas de la enzima que sintetiza GABA (descarboxilasa del acido




glutamico, o  GAD). Adicionalmente” encontraron que al infundir oligonucledtidos
antnsentldo contra estas lsoformas en Ios prepuberes, se estimula la secrecion
rde GnRH especulando entonces que la expresion de las diferentes isoformas
duranté la madurez sexual es un factor critico para el comienzo de la pubertad
(Mitsushima et al., 1996; Kasuya et al., 1999). Sin embargo, estudios posteriores
muestran que la expresion de GAD no cambia de forma significativa en monos
prepuberes y adultos (Urbanski et al;. 1998). El trabajo mas reciente acerca de la
relacién que guarda el GABA con el control de la reproduccion en primates fue
realizado por el grupo de Teresawa. En este estudio se muestran de forma
detallada los cambios en la concentracién de GABA, GnRH, LH y glutamato en
la eminencia media durante el periodo previo y posterior a la pubertad. Los
resultados indican que los niveles de LH antes y durante la pubertad se
encuentran mas bajos en comparacién con los observados despues de esta
fase. La concentracion de GABA es alta antes de la pubertad y disminuye de
forma significativa a mitad de este periodo. De forma paralela se observé que
mientras los niveles de GABA disminuyen, los de gilutamato aumentan
(Terasawa et al., 1999).

Estas y otras observaciones sugieren que el sistema GnRHeérgico es
completamente funcional en estado juvenil, sin embargo la concentracién de
GnRH en esta etapa es baja en comparacion con la de los adultos.

Humanos
Los primeros estudios acerca de los efectos que ejerce el GABA sobre la

secrecion de GnRH en humanos fueron realizados por el grupo de Elias y
colaborados (1982b). Ellos observaron que la administracion de acido valproico
(inhibidor de la enzima que degrada al GABA) a hombres con deficiencia renal
no producia cambio alguno en la concentracion de gonadotropinas. En un
estudio semejante pero realizado en mujeres sanas, se observé que el acido
valproico no provocaba cambios en la concentraciéon de gonadotropinas, sin
embargo, al ser administrado simultaneamente con GnRH produce un aumento
significativo en la concentraciéon de gonadotropinas (Elias et al., 1982a).
Basandose en estos resultados, los investigadores clinicos han tratado de
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relacionar . Ioé efectos del GABA con el ciclo menstrual. Por ejemplo, Melis y
colaboradores (1986) mostraron que la administracion del anticonvulsionante
valproato de sodlo durante la fase media Iitea en mujeres sanas, disminuia la
concemracmn de LH. Estudios posteriores realizados en mujeres en fase litea
normal, ‘menopausicas y posmenopausicas con tratamiento de sustitucion de
‘,‘est,réygeﬁos, mostraron que la administracion del valproato disminuia la secrecion
‘de LH sdélo en mujeres menopausicas. Esto sugiere que el aumento agudo del
tono GABAérgico pude inhibir la secrecidn de gonadotropinas cuando la
concentracion de estréogenos es minima (Popovic et al., 1986). Sin embargo,
Lado-Abeal y colaboradores (1996), encontraron que la aplicacion regular de

valproato a mujeres ovarectomizadas, no tiene efecto sobre la secrecidn de
GnRH.

El efecto del GABA en neuronas GnRHérgicas in vitro

Los estudios hechos con células GT1 (Martinez de la Escalera et al.,
1994: Hales et al.,, 1994; Sun et al.,, 1997 y Spergel, et al.; 1995) y neuronas
embrionarias GnRHeérgicas de la placa olfatoria (Kusano et al., 1995) sugieren
que el GABA tiene un efecto excitador sobre la secrecion de GnRH, un aumento
en la concentracion de Ca®* intracelular y en la frecuencia de los potenciales de
accion. El trabajo de Martinez de la Escalera y colaboradores (1994) examiné a
corto y largo plazo el efecto del GABA sobre la secrecion de la GnRH y concluyd
que el GABA tiene un efecto bifasico sobre la secrecion de GnRH, es decir,
primero se observa una estimulacion de la secrecidon de la GnRH, que es
seguida por una inhibicion prolongada. La discrepancia que existe entre los
datos obtenidos in vivo e in vitro acerca de!l efecto del GABA sobre la secreciéon
de GnRH podrian ser explicados por las siguientes razones:

1. El efecto del GABA podria ser distinto dependiendo del subtipo de
receptor que es estimulado. Es decir, el receptor GABAA podria estar

estimulando las células mientras que el receptor GABAg podria estarlas
inhibiendo.
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2. El efecto del GABA podria no estar ocurriendo directamente sobre las
neuronas GhRHérgicas. Es decir, en los experimentos in vivo es probable que
eI‘G}\éA aéiﬁe sobre interneuronas que inervan a las neuronas GnRHeérgicas y
n‘o direbtamente sobre las neuronas GnRHérgicas. En los estudios in vitro
realizados en rebanadas de hipotalamo (Nikolarakis et al., 1988), es probable
que la pérdida de terminales axdnicas de otras areas cerebrales modifique el
efecto de GABA sobre la secrecion de GnRH.

3. Las propiedades del receptor a GABA podrian estar cambiando durante
la madurez sexual del animal. Esto podria explicar por qué la activacion del
receptor GABAg en ocasiones tiene efectos sobre la secrecion de GnRH y en
otras no.

4. Los cambios en la homeostasis del ClI" cambian la respuesta al GABA.
Es decir, la hiperpolarizacion o despolarizacion de la membrana depende del
potencial de equilibrio del CI', el cual a su vez es controlado por bombas idnicas
como la bomba K*/CI', el cotransportador KCC2 (Rivera, et al., 1999; Payne,
1997) vy el triple cotransportador, 2C1-Na*-K*, (Alvarez-Leffmans et al., 2001). La
expresion de estas proteinas es diferente durante el desarrollo e incluso, la
expresion puede variar durante el dia y la noche (Wagner et al., 1997).

AMPc

En 1958, Sutherland y Rall caracterizaron al 3,5-AMP ciclico (AMPc)
como mediador celular de! glucagon y la epinefrina en los hepatocitos
(Sutherland y Robison, 1966), proponiendo asi al AMPc como el primer
“segundo mensajero”. Diez anos mas tarde se descubrido que en esta y otras
respuestas celulares mediadas por AMPc estaba involucrado un “tercer
mensa]ero ,‘,Ia protema cinasa A (PKA) (Walsh et al., 1968). Con el posterior
descubnmlento de “las proteinas fosfatasas, la cascada del AMPc fue la primera
cascadak"d fosfonlacnon y desfosforilacion caracterizada (Riley et al., 1968). Los
componentes‘sde ‘esta cascada consisten brevemente en: adenilato ciclasa,

nucleotldos plcllcos, fosfodiesterasas, proteina cinasas, fosfatasas y numerosas
proteinas. que se activan cascada abajo y que tiene como funcion udltima alterar
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la fisiologia- celular. Existen otro tipo de proteinas cinasas activadas por otros
sggundds‘ mensajeros como GMPc, Ca?*, calmodulina y fosfolipidos. Estos
}n‘éhsa]érss' modifican las respuestas celulares a través de la modulacion de
pro‘tel'nas‘cinasas y fosfatasas (Stadtman y Chock et al.,, 1977). Debido a que la
unién covalente de los grupos fosfato en las proteinas puede ser modificada y
réVersibIe, a esta cascada de reacciones se les ha determinado como un “ciclo”,
en contraste con otras cascadas como la de la coagulacion sanguinea, donde
muchas de las modificaciones en las proteinas son irreversibles. Las cascadas
ciclicas funcionan entonces como interruptores en los sistemas biologicos
caracterizados por la capacidad de amplificar las sefnales permitiendo asi que
pequenos cambios en la concentracion de AMPc produzcan modificaciones
grandes en una variedad de proteinas como canales idnicos y enzimas. Un
numeroso grupo de enzimas y metabolitos participan en las diferentes cascadas
de segundos mensajeros, donde también existen multiples sitios de modulacién
de la senal (Shacter et al., 1988). Las proteinas involucradas en la cascada de
AMPCc/PKA pueden presentar isoformas con distintas caracteristicas en la
distribucion de los tejidos, trayendo consigo una enorme variedad de respuestas
provocadas por hormonas que modifican la acumulacion de AMPc en la célula.

Activacion fisiologica

Varios agentes fisioldgicos incluyendo las prostangladinas, las hormonas
peptidicas (por ejemplo, glucagon, somatostatina, GnRH, la hormona
estimulante dei foliculo, la hormona luteinizante) y las catecolaminas (epinefrina
y norepinefrina) se unen a los receptores de membrana que actian sobre la
cascada de AMPc (Livesey y Martin, 1988). Esto ocurre a través del acople entre
el complejo ligando receptor y la adenilato ciclasa, interaccién mediada a traves
de una proteina heterotrimérica (conocida también como proteina G) que inhibe
o estimula‘l‘a produccion de AMPc. Por ejemplo, la union de las hormonas
cateco’lyéminéyr’gﬂicas con los receptores adrenérgicos (B1 o B2) estimulan a la
adenilato ciclasa a través de la proteina Gs provocando un aumento en ia
concentracion de AMPc. Por el contrario, la interaccién de las catecolaminas con




el receptor a2 inhibe.la produccién de AMPc mediante la interaccion con la
proteina G inhibitoria (Gi) con la adenilato ciclasa (Levitzki, 1998). Los ligandos
entonces buedehwestimula'r o inhibir la produccién de AMPc dependiendo de la
isoforma'de proteina G y del receptor que se expresa en los distintos tipos
celulares.

Adenilato ciclasas

La adenilato ciclasa cataliza la formacion de AMPc a partir de ATP. Los
miembros de esta familia de proteinas integrales de membrana tienen dos
dominios transmembranales separados por una larga asa citoplasmatica
(lyengar, 1993) Se piensa que tanto el asa citoplasmatica como el carboxilo
terminal de estas proteinas son esenciales para la funcion enzimatica, ya que la
falta de un aminoacido o interrupcion de la traduccion de la proteina resultan en
la pérdida de la actividad enzimatica, la cual puede ser recuperada con la
expresion simultanea de una copia del gen sin mutar. También se sabe que la
fluidez de la adenilato ciclasa en la membrana celular influencia su interaccion
con la proteina Gs (Gordon, 1980). El cambio de la fluidez de la adenilato ciclasa
en membrana celular puede ser inducido con el diterpenoide forskolina,
facilitando asi la interaccion entre la adenilato ciclasa y la proteina Gs, dando
como resultado un aumento en la produccion del AMPc. Existen nueve
isoformas clonadas de adenilato ciclasas reguladas por proteinas G todas ellas
activadas por forskolina (lyengar, 1993). La caracteristica que las hace
diferentes entre si, ademas de la secuencia primaria, es la forma en que son
reguladas. Por ejemplo, las isoformas 56 y 6 son inhibidas por la PKA y
activadas por Ca®* mientras que las isoformas 2 y 3 son estimuladas por Ca®*
(lyengar, 1993).

Proteina cinasa dependiente de AMPc

Se conocen dos familias de proteinas cinasas dependientes de AMPc
(PKA-I, PKA-Il) ambas con alta afinidad a AMPc. Las dos familias de PKAs
tienen mecanismos idénticos de activacion. En ausencia de AMPc, las
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subunidades  reguladoras (R) y las subunidades  cataliticas (C) forman un
complejrclj tetramérico (2R2C). En este estadoﬁlas subunidades cataliticas estan
“inactivas pékdue las subunidades R funcionan como pseudosubstrato de los
" sitios cataliticos de C. Cuando dos molééulas de AMPc se unen a cada
subuhidad R, el homodimero R y la subunidad C se disocian, desbloqueando el
sitio catalitico de la subunidad C (Scout, 1993).

2R2C((inactiva)+ 4 AMPc<-->2R(AMPc)s+ 2C(activa)

La PKA-l vy la PKA-Il pueden ser activadas selectivamente y tener diferentes
funciones aun en el mismo tipo celular. En células T, por ejemplo R; esta
asociada a la membrana mientras que R: es citosdlica, pero el ligando que
activa la ceélula T activa R, pero no Rz (Laxminarayana et al., 1993). En
melanocitos la expresion de R, y Rz esta correlacionada con el estado de
malignidad de esas células en procesos cancerigenos. Por otra lado, R; se
encuentra unida a otras proteinas a través de una proteina de anclaje (AKAP),
la cual a su vez es capaz de unirse a otras proteinas (del citoesqueleto o
integrales de membrana) (Scott y McCartney, 1994). Estudios realizados en
neuronas del hipocampo indican que la AKAP es requerida para modular los
canales de AMPA/Kainato por PKA-Il (Rosenmund et al.,, 1994). De esta forma
las isoformas de PKA y su distribucién subcelular modulan la respuesta a los
cambios de concentraciéon de AMPc en los distintos tipos celulares.

Fosfodiesterasas

Las fosfodiesterasas (PDE) hidrolizan el AMPc a AMP y el GMPc a GMP,
regulando y terminando asi la cascada de AMPc. Existen miltiples isoformas de
PDE las cuales difieren en sus propiedades cinéticas, substratos especificos,
distribucion en los tejidos y modulacion por agentes fisioldgicos (Houslay, 1990;
Beavo, 1988). La actividad de las PDE ha sido agrupada originalmente como “de
alta” y “de baja” afinidad. Las PDEs con bajos valores de Km tienen alta afinidad
por el sustrato (AMPc) y son inhibidas por la presencia de GMPc (Beltman et al.,




1993). Estas PDEs se encuentran en bajas concentraciones y son dificiles de
punflcar para su estudio. Las PDEs mejor caracterizadas son las que presentan
un indice Km mas alto. Estas PDEs tienen mayor afinidad por GMPc y son
estimuladas por la proteina Ca?*/calmodulina. Las PDEs en general pueden ser
moduladas por proteinas cinasas como la PKA, la CaM cinasa 1l y la PKG
(Beltman et al., 1993). El significado fisiolégico de la fosforilacion de las PDEs no
es claro aun, sin embargo, se ha sugerido que: a) podria ser una senal de
terminacion de la respuesta hormonal a través de un asa de retroalimentacion
negativa, b) podria fungir como sensor de los niveles celulares de AMPc, GMPc
y Ca?* o c) podria facilitar la secrecion hormonal o de neurotransmisores via un
asa de retroalimentacion positiva (Beltman et al., 1993).

Proteinas fosfatasas

Asi como las PDEs actuan terminando la actividad de la PKA a traves de
la degradacion de AMPc, las proteinas fosfatasas terminan con la funcion de la
PKA desfosforilando las proteinas que son el sustrato de la PKA. Las fosfatasas
han sido clasificadas en dos familias: la primera actua sobre los residuos de
fosfoserinas (PSer) y la segunda lo hace sobre los residuos de fosfotreoninas
(PThr) (Tonks et al.,, 1993, Wells y Miller, 1988)

Las proteinas fosfatasas de serinas y treoninas (Ser/Thr) son las mejor
caracterizadas porque son las mas abundantes. Ademas, cerca del 99% de la
fosforilacion de proteinas ocurre en residuos de serina o treonina (Wells y Miller,
1988). Las Ser/Thr proteinas fosfatasas se han clasificado segun su actividad,
sensibilidad al calor y proteinas inhibidoras. Existen tres grupos principales los
cuales han sido subdivididos en varias clases (PP1,PP2,,, y . PP3). No existe un
solo crite‘riq bioquimico capaz de distinguir entre los distintos tipos de fosfatasas
conocidos ‘F“ara poder identificar los distintos tipos de fosfatasas es necesario
utilizaft‘Una Ac‘ombinacic’m de toxinas (por ejemplo, el acido okadaico, microcistina
y callculma)' y substratos especificos (Wells y Miller, 1988).

La amilia de fosfatasas de tirosinas (PPTasas) esta compuesta por
protemas integrales de membrana y citosdlicas. Ningun ligando se ha




identificado para .la forma de la PPtasas integrada a la membrana, pero su
estrUctura.'sﬁygi'e're"que podria funcionar como un receptor. Existen algunas
fosf'étés'aéi:ébri’\zb la PTPHA que contienen una secuencia homdloga a la
encontrada en proteinas con la capacidad de unirse al citoesqueleto, este hecho
sugiere que su localizacidén subcelular podria ser importante. Ademas, las
PPTasas podrian ser un punto de intercomunicacion entre Ser/Thr cinasas (por
ejemplo, PKC o PKA) y tirosinas cinasas, ya que la fosforilaciéon de las serinas
de la PPTasas PTP1B por PKC reduce la actividad de fosfatasa (Brautigan y
Pinault, 1993, Tonks et al., 1993). Por ultimo, las fosfatasas no desfosforilan los
substratos de la PKA, pueden ser reguladas por PKA y fungen como un asa de

retroalimentacion en la via de la PKA (por ejemplo, modulando la actividad de
las PDE).

Canales de Ca**

Las vesiculas que contienen neurotransmisores y neuropéptidos como la
GnRH se encuentran asociadas a elementos del citoesqueleto de la célula en la
terminal sinaptica. Para que las moléculas contenidas en la vesicula se liberen,
se requiere de un potencial de accién. Una vez despolarizada la membrana, se
produce la apertura de los canales de Ca®* dependientes de voltaje que permite
la entrada de Ca®** a la célula, lo que conduce a la liberacion del
neurotransmisor.

En 1973, Miledi demostré que la inyeccion de Ca®* dentro en la terminal
sinaptica provoca la secrecion del neurotransmisor y disminuye el numero de
vesiculas sinapticas (Miledi, 1973). Se propuso entonces que la cantidad de
Ca?* que entra a la terminal es proporcional a la intensidad de corriente utilizada
para estimularla. Ademas se demostré que el Ca®* entra a la terminal sinaptica a
través de canales dependientes de vollaje activados durante la despolarizacion,
iriendo que estos canales se encuentran en la terminal sinaptica (Llinas,
1992a) En el reposo, las concentraciones intracelulares de Ca®** son bajas (0.1

pM).‘Cuando el potencial de accion despolariza ia terminal presinaptica, la

concentracién intracelular de Ca®* aumenta gracias a la entrada masiva de este




ion (Llinés 1992b) ‘Debido al peri’odo tan corto entre la entrada de Ca?* y la
IlberaC|on det’ neurotransmlsor se ha sugendo que los canales de Ca?*" deben
,encontrarse muy cerca del sitio de liberacion. La entrada de Ca®* forma

mlcrodomlnlos ve‘n' los que su concentracién aumenta a 100 uM durante la
,desp‘olanzacnon' (Llinas, 1992c). Hasta el momento se han descrito cinco
'~vsubt|posb dé canales de Ca?* en las terminales: los tipos N, L, P (McCleskey,
:'21 994) Q (Tarellus y Breer, 1995) y R (de Waard et al.,, 1996). Los dos ultimos
’asn como los P, parecen pertenecer a una subfamilia de canales cuya diferencia

“radica en la afinidad farmacolégica que muestran por o-toxinas (Olivera et al.,
ﬁ994). El empleo de toxinas selectivas para cada uno de los subtipos de canales
de Ca®*" produce la inhibicién en la liberacién de neurotransmisor y por tanto
disminuye los potenciales postsinapticos dependientes del impulso nervioso
(Verhage et al.,, 1994; Tareilus y Breer, 1995). La mayoria de las toxinas
empleadas para bloquear la actividad sinaptica dependiente de Ca?* dejan
actividad sinaptica remanente (Wu y Saggau, 1995), sugiriendo que varias
subclases de canales de Ca®?" participan durante la liberacién del
neurotransmisor (Reuter, 1995; Wu y Saggau 1995). En apoyo a lo anterior
algunos estudios llevados acabo en diferentes estructuras nerviosas muestran
que el bloqueo combinado de diferentes toxinas permite abolir irreversiblemente
la actividad sinaptica (Verhage et al., 1994).

Recientemente se ha sugerido que la liberacion de distintos
neurotransmisores esta acoplada a diferentes canales de Ca®*. Asi, se ha visto
que en algunos casos la liberacidbn de aminoacidos es dependiente de
dihidropiridinas y w-conotoxinas GVIA que bloquean canales de tipo L y N,
respectivamente, pero es insensible a agatoxinas que bloquean canales tipo P y
Q (Jackson .y -Usherwood 1988). Se ha demostrado que la » -conotoxina GVIA
bloquea ‘la‘g ber

ibgfaéién de glutamato (Gruner y Silva 1994), acetilcolina y
modulado e géi(no‘noradrenalina (Boehm y Huck 1996), dopamina y serotonina,
en tanto guela

‘w-agatoxina bloquea la liberacion de GABA (Santos, 1995).

vl}oysb canales tipo L parecen participar en la liberacidn de
neuropéptidos (Verhage et al., 1994).

Finalmente,




Canales de Ca®* tipo L y fosforilacidn

Los canales de Ca?* dependientes de voltaje son los encargados de
regular la entrada de Ca®* a las células y estan sujetos por ello a una estricta
regulacion. Por ejemplo, la estimulacion del receptor B adrenérgico en células
cardiacas provoca un aumento en la contraccion del musculo cardiaco, mediante
la elevacion de CaZ?* intracelular mediada por AMPc (Reuter, 1969; Tsien et al.,
1972; Reuter y Scholz 1977). A nivel molecular, los receptores [ adrenérgicos
estan acoplados a una proteina G sensible a la toxina pertussi (Gs) que estimula
a la adenilato ciclasa. Esta proteina, al ser activada, provoca un aumento en los
niveles de AMPc que promueven la fosforilacion de los canales de CaZ?* a través
de la accion de una proteina cinasa dependiente de AMPc (Trautwein y
Hescheler, 1980). La fosforilacién del canal de Ca®* tipo L provoca un aumento
en el tiempo de apertura del canal durante la despolarizacion (Trautwein y
Hescheler, 1990) que puede ser detectado a traves de los registros
electrofisiolégicos como un aumento en el numero de canales funcionales (Hess
et al.,, 1984). Otros estudios muestran que la aplicacion de AMPc aumenta la
apertura de canales mediante la fosforilacion de estos (Yue, et al., 1990). La
informacién que se tiene disponible acerca de los canales de Ca?* tipo L en
neuronas es muy pobre en comparacion con la de células cardiacas. El aumento
en la corriente de los canales de Ca®* por acciéon de noradrenalina y dopamina,
se ha observado en neuronas de hipocampo (Gray y Johnston, 1987; Fisher y
Johnston, 1990; Kavalali et al.,, 1997) y neoestriado (Surmeier et al., 1995).
Ademas se ha visto que la subunidad a1 del canal de Ca?* tipo L cardiaco,
también es expresada en neuronas (Snutch et al.,, 1990). Es importante destacar
que la fosforilacion de este sitio, es critica para que e! canal de Ca®* aumente su
probabilidad de apertura (Snutch et al.,, 1990). Por otra parte, se sabe que la
facilitacion inducida por AMPc, puede ser bloqueada por inhibidores de la
proteina cinasa como el H-7 o el H-89 (Artalejo et al., 1992).

Sin embargo, es importante mencionar que la aplicacion de
estimuladores de la adenilato ciclasa no siempre tiene un efecto positivo sobre la
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apertura del canal Esto podria deberse al equilibrio que existe entre la actividad
de fosfatasas y de protelna cinasas. Es decir en algunas células las fosfatasas
”son muy activas pof lo que los canales de Ca®** se encuentran desfosforilados.
Esta situacién metabdlica permite que la activacion de proteinas cinasas
provoque un aumento en la apertura de los canales, mientras que en otras
células en donde no se observa ningun efecto, es probable que la actividad de
fosfatasas sea menor, esto provoca que los canales de Ca®* se encuentren
fosforilados en estado basal y por tanto la estimulacién de la adenilato ciclasa no
provoque un aumento de la corriente de Ca®* (Surmeier et al., 1995).
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Planteamiento del problema

Los avances recientes en el desarrollo de lineas neuronales
inmortalizadas han permitido generar una nueva Ilinea de neuronas
GnRHérgicas derivadas de un ratén transgénico denominadas células GT,
(Mellon et al., 1990). Estas células expresan un oncogén de manera constitutiva
y secretan de forma pulsatit GnRH, con episodios separados por intervalos de
entre 22 y 30 min. semejantes a los observados en ratones castrados. Ademas,
presentan caracteristicas morfologicas (Weiner et al., 1992) y electrofisiologicas
(Bosma, 1993) similares a las observadas en cultivos primarios de neuronas
hipotalamicas. Estudios realizados con neuronas GT.: muestran que el GABA
induce un aumento rapido en la concentracién de CaZ?* intracelular ([Ca®**]) que
facilita la secrecion de GnRH (Hales et al.,, 1994; Martinez de la Escalera et al.,
1994; Spergel et al., 1995; King et al,, 1999). Sin embargo, también se ha
demostrado que el GABA tiene un efecto bifasico sobre la secrecion de GnRH,
es decir, que produce una fase estimulante rapida pero transitoria, seguida por
una fase de inhibicién y tonica de la liberacién de esta hormona (Martinez de la
Escalera et al., 1994). El efecto despolarizante rapido del GABA se ha estudiado
en célutas GT1 y en neuronas hipotalamicas (Chen et al.,, 1996). Este fenémeno
es atribuido a que el potencial de reposo del Cl” es mas positivo que el potencial
de membrana en estas células. Esta condicidn idnica provoca que al activarse el
receptor-canal GABAA, se produzca una corriente saliente de cloro, provocando
la despolarizacién de la membrana y la apertura de canales dependientes de
voltaje.

El efecto inhibitorio del GABA sobre la secrecion de GnRH no sido
estudiado. Existen evidencias experimentales que sugieren la participacion del
receptor GABAg como el posible mediador de esta fase (Martinez de la Escalera
et al.,, 1994). El mecanismo por el cual este receptor participa en la fase
inhibitoria ain no se ha explorado. Sabemos que la activacion del receptor
metabotrépico GABAg, provoca la inhibicion de la excitabilidad celular mediante
uno o la combinacién de los siguiente mecanismos: 1) activando una proteina
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Gyo la cual puede liberar su subunidad a que inhibe la actividad de la adenilato
ciclasa, 2) activando canales de K* rectificantes de voltaje (GIRK) que
'hiperpolarizan a la membrana, o 3) modulando la actividad de los canales de
Ca?* dependientes de voltaje (Bowery, 1993, Bowery et al., 2002). Dados estos
antecedentes, en la presente tesis se plantea la siguiente:

Hipdtesis
La activacidn del receptor GABAg produce una disminucién de la formaciéon de
AMPc en células GT,.;. La inhibicion en la produccion de AMPc modula la
entrada de Ca?* en las células GTyy cuando estas son despolarizadas en
presencia de GABA.
Objetivo General:
Estudiar la fase inhibitoria del GABA en células GT1.7.

Objetivos especificos

1) Determinar si la activacion del receptor GABAg modifica la concentracién de
AMPc en las células GT47.

2) Determinar si la posible modificacion en la concentracion de AMPc intracelular
de las células GT1.7 provocada por la activacion del receptor GABAg, afecta la
entrada de CaZ?* en células GT,.r durante la despolarizaciéon de la membrana.

34




Material y métodos

Cultivo celular

Las células GTi7 fueron donadas por el Dr. R.l. Weiner, de la
Universidad de California (San Francisco). Las células se sembraron a una
densidad de 2x10° células/ml directamente en placas de 24 pozos O sobre cajas
de cultivo de 35 mm de diametro (Costar) conteniendo cubreobjetos de vidrio
rectangulares de 9x22mm (Termanox miles, Maperville, (L) previamente,
esterilizados y cubiertos con poli-L —lisina (Sigma, P5899), 0.1 mg/ml en una
soluciéon trizma (Sigma, trizma hidroclorada T1535) 0.05 My pH 7.4. Las células
se incubaron en medio DMEM (Gibco 630-5250PE) suplementado con 10% de
suero fetal de bovino (Gibco 26140-012), 2 mM de L-glutamina (Sigma G7513) y
10 000 unidades de penicilina estreptomicina a 37°C en una incubadora con
atmosfera himeda conteniendo 95% O, y 5 % de CO». Cuando las células
alcanzaron el 50% de confluencia el medio se reemplazo por medio de cultivo
definido (Opti-MEM; Gibco) sin suero por dos dias.

Determinacion de la concentracion de AMPc

Extraccion de AMPc

La extraccion de AMPc se realizd de la siguiente forma: una monocapa de
células GT1.7 se incubd en medio OPTIMEM suplementado con 1 mM de IBMX
durante 90 min. Posteriormente, las ceélulas se incubaron con distintas
concentraciones de las drogas GABAeérgicas (GABA, muscimol, baclofén,
bicuculiina) durante 1 a 30 min. Al término de la incubacién, la monocapa de
células se lavo con una solucion amorntiguadora de fosfatos (PBS) en ausencia
de Ca%* y Mga* De’la suspensuon celular obtenida se determindé el niumero de
células por ml con.

da de un hemocitémetro y azul de tripano. Posteriormente,
on afiadiendo 1 ml de HCI 0.1N a 4 °C y se congelaron a
-20 °C durante una noche Al siguiente dia el lisado se sonicd con un Polytron

las celulas se
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(Brinman instruments). La muestra se centrifugé (10,000 g por 30 min.) y el
sobrenadante se guardé a —20°C hasta el dia del radiocinmunoensayo.

Acetilacion de la muestra.
Con la finalidad de aumentar la sensibilidad del radioinmunoensayo para la
deteccion de AMPc, las muestras se acetilaron. Primero se diluy6 la muestra en
una proporcién 1:25 con la solucién amortiguadora del ensayo (ver apeéndice A).
La solucion de acetilacion se prepard mezclando 1 ml de acido acético anhidrido
con 2 ml de trietilamina en un tubo de ensayo de cristal 12X75 mm (Fisher 14-
961-28). Esta solucion es muy inestable por lo que se prepard fresca para cada
experimento realizado. Posteriormente se mezclaron 20 ul de la dilucion de la
" muestra (1:25) y 480 pl de solucion amortiguadora de ensayo en un tubo de
cristal para cada muestra. En otra serie de tubos se anadieron 500 ul de
soluciones estandares, las cuales contenian concentraciones conocidas de
AMPc (0.05, 0.15, 0.5 1.5, 5,15, 30, 50 pmol/ml) con la que se construy6 la
curva de calibracion del ensayo. Por ultimo, se afadieron 25 pl de la solucion de
acetilacion a todos los tubos y se mezclaron con ayuda de un vortex por 5
segundos. La reacciéon de acetilacion se realizd a temperatura ambiente.

Radioinmunoensayo (RIA)

Para realizar el inmunoensayo se colocaron 100 ul de las muestras y las
soluciones estandares acetiladas se pipetearon en una nueva serie de tubos de
cristal. En otra serie de tubos se pipetearon 100 ul de solucién amortiguadora
acetilada, con la finalidad de calcular la union inespecifica de la muestra (NSB) y
el estandar O (Bo). Posteriormente se afnadieron 100 ul de AMPc marcado con
yodo radioactivo (*2°1-AMPc) en todos los tubos, incluidos los tubos para medir la
radioactividad total y se anadieron 200 nul de anticuerpo anti-AMPc policlonal
AB505 (Chemicon, Temecula, CA) a todos los tubos, excepto a los de actividad
total y a los etiquetados como de unidén inespecifica. El contenido de cada tubo
se mezclé por 5 segundos con ayuda de un vortex y se dejaron incubar por 24
hrs. a 4°C. Después se procedidé a precipitar el complejo antigeno-anticuerpo
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afnadiendo 1-ml de solucion de precipitacion a 4 °C (ver apéndice), a todos los
tubos, (excepto a los etiquetados como de actividad total) y se centrifugaron a
2000 g por 30 rﬁin. El sobrenadante se decantd en todos los tubos, excepto en
. los utilizados para cuantificar la radioactividad total. Por ultimo, la radioactividad
“se midid en un contador de radioactividad Cdurante un minuto por cada muestra.
Cdlculo de la concentracion final de AMPc
La construccion de la curva estandar para determinar la concentracion de
AMPc se hizo de la siguiente forma. Primero se calculd el porcentaje de unién
especifica para cada muestra leida en el contador O aplicando las siguientes
ecuaciones:

“%B/Bo = (CM) / (Bo) X100

“%B/CT = (CM) / (CT) X100
en donde, CM corresponde a las cuentas de la muestra, CT a las cuentas totales
de la radioactividad utilizada y Bo a las cuentas en el estandar O. Después de
calcular el porcentaje de radioactividad unida para las muestras y el estandar O,
asi como de determinar la cantidad de radioactividad unida inespecificamente
(NSB), se construyd un grafico semilogaritmico con los datos obtenidos del
“%B/Bo y las concentraciones de AMPc de los estandares (ver figura 5)

100

%B/Bo

0.61 o.1 1 10 100
AMPc(pmol/ml)
Figura 5. El grafico muestra una curva tipica de calibracion del ensayo de AMPc, utilizada para

determinar la concentracion de este segundo mensajero presente en los extractos celulares de
las neuronas GTq.7. ; : i

Para calcular la concentracnon de AMPc en la muestra se tomo en cuenta
el factor de: dlluCloh ' e )

“decir que los valores de AMPc obtenidos de la
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interpolacion de %B/Bo en la grafica semilogaritmica, se multiplicaron por 25
para tener la concentracion de AMPc en pmol/ml.

Medicion de la [Ca*?]; en la poblacién de células GT.;.

Cargado de las células con Fura-2

Antes de cada experimento una solucion 6.2 mM de tura-2 AM (Molecular
Probes) se prepard de la siguiente forma: 50 ng de fura-2 AM se diluyeron en 4
ul de dimetilsulféxido anhidrido (DMSO, Sigma) y 4 ul de &acido plurdnico
(Sigma). De esta solucion se tomaron 4 ul y diluyeron en un volumen final de §
ml de solucidn ringer normal (140 mM de NaCl, 2.8 mM KCI, 2.0 mM de MgCly,
1 mM de CaClz, 10 mM de HEPES y 10 mM de glucosa pH 7.3), obteniendo una
concentracion final de fura-2 AM de 5 uM. La solucion se agité vigorosamente
antes de ser utilizada. Posteriormente, los cubreobjetos con las células se
lavaron con ringer normal y después se incubaron con la solucién de fura-2 AM
antes descrita durante 40 min. Por ultimo, se lavaron 3 veces con solucion ringer
y se dejaron reposar por 20 min adicionales para permitir la desesterificacion det
fura-2 dentro de las células.

‘Medicion de la intensidad de fluorescencia en las células

‘ < Una vez cargadas las celulas, el cubreobjetos se colocd en una cubeta de
cuét;Q‘ con ayuda de un sujetador plastico (ver figura 6). El plano del
cubféobjétos fué de 45° con la finalidad de minimizar la luz reflejada hacia el
fotoﬁji{itibliéador. Las células se perfundieron continuamente con solucidn ringer
norrﬁévlz 's“olu.cién ringer 35 mM de K*, solucién ringer conteniendo GABA,
plcrotoxma muscimol, forskolina, H89 u 8-Br AMPc. Todos los registros de
fluoféécéncia se realizaron a 37°C con un espectrofluorometro (SLM-Amico
Rochester, NY) equipado con una lampara de 150 W de xendén, un sistema de
caientamiento de la muestra y sistema de perfusion.
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Puerto de
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Figura 6. Esquema del dispositivo de colocacién del cubreobjetos. Una vez que las células se
cultivaron en el cubreobjetos y se cargaron con 5 nM de Fura-2, este se colocd en el dispositivo se sujecién,
deslizandolo a través de las ranuras superior e inferior del dispositivo. Posteriormente, el dispositivo se
insertd en una cubeta de cuarzo y se coloco en el espectrofluorometro. Por ultimo, los puentos de inyeccién
y de succién se conectados al sistema de perfusion.

Ranura
inferior

Los cubreobjetos con células se expusieron alternadamente a un rayo de luz de
340 nm y 380 nm. La luz emitida por la muestra se colectd a 510 nm, digitalizé y
analizé con ayuda del software del equipo.
Cidlculo de la [Ca*?];

Para calcular la [Ca*?}; se utilizé la siguiente férmuta:

[Ca®*); =Kd T (R-Rmin) / (Rmax-R)

en donde, Kd es la constante de disociacion del fura-2 a 37°C,0ICes igual al:
Izgo.cero /lago,max, SienNdo, lagocero € lzso, max €S la intensidad de la fluorescencia
emitida por el fura-2 a 510 nm, cuando éste es excitado con un rayo de luz a 380




nm en una solucién ausente de Ca?' y en una solucién saturada Ca?*
respectivamente. R es igual a (la10-Baso) / (13so-Bsso), €n donde, | es la intensidad
de la fluorescencia emitida a 510 nm, cuando las células son expuestas a un
rayo de luz de 340 nm y 380 nm respectivamente durante el experimento, Baao ¥
Baso representan la fluorescencia de fondo (ruido) emitida a 510 nm por el
cubreobjetos cuando éste es excitado con un rayo de luz a 340 y 380 nm
respecti'vamente. Mientras que Rmin €s igual a: (1340,cero-B340)/(I1380.cero-Baso) Y Rmax
es igual a (lza0.max-Baao)/(laso.max-Baso). Nuevamente cero Y max Se refieren a la
intensidad de fluorescencia emitida a 510 nm por el fura-2 en una solucién sin de
Ca?*y en una solucion saturada de Ca®* respectivamente.

Cdlculo de la Kd del fura-2

Para determinar la constante de disociacion (Kd) del fura-2 a 37°C, en
una solucion a pH 7.2, se utilizé el kit de soluciones amortiguadoras de la
compafia Molecular Probes (C-3008), el cual contenia una solucion 10 mM de
etilenglicol-bis(b-aminoetil eter)-N,N,N’ ,N’-acido tetracetico (EGTA) y una
soluciéon 10 mMM CaEGTA, a las cuales se afnadio 25 nM de fura-2 (Molecular
Probes). Las soluciones estandar se prepararon con diferentes concentraciones
de Ca?*. Ambas soluciones contenian 100 mM de KCI, 1 mM de Mg®* libre y 10
mM de acido 3-(N-morfolino) propansulfénico con un pH 7.2. El Mg®* y el K*
fueron incluidos para mimetizar la composicion idonica del ambiente intracelular.
La solucién estandar saturada con Ca®* se hizo afiadiendo CaCl, a la solucion
de CaEGTA hasta que la intensidad de fluorescencia a 380 nm no disminuyera
mas. El promedio de la intensidad de fluorescencia para cada solucién estandar
de Ca?' .fué determinado con el programa analizador del espectrofiuorémetro.
Los valores de la intensidad de fluorescencia se graficaron con el programa
r t (Jandel Scientific, San Raphel, CA) de la siguiente manera: la

(punto que segun este metodo representa el logaritmo de la Kd expresada en

moles por lltro) El inverso del logaritmo de este niumero en nuestras condiciones

e e e *
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experlmentales fue de 175 8 nM Nlnguna proteina fue afiadida para semejar el
factor de v:scosndad del cntosol

Deiérinina'ciofn de 18 Fopax Y Bt in vivo.

Lés constantes Rmax y Rmin s€ determinaron de la siguiente manera para
cada cubreobjetos conteniendo células: al finalizar el experimento las células se
perfundieron con 5 uM de ionomicina en presencia de 1 mM de Ca®* para

obtener el valor de Rmax extracelular y 20 mM de EGTA para obtener el valor de
len-

Anadlisis de resultados

Las diferencias significativas se probaron utilizando el analisis de varianza
de una via, seguida por la técnica de comparacién miltiple de Fisher con un
nivel de significancia de 0.05.

La constante de inhibicién (Ki) para la bicuculina se calculd aplicando la
siguiente ecuacion:

= 1Cso / (1+{ ([L]/ Kdgasa) })
donde la ICsp es la concentracion necesaria de bicuculina para bloquear el 50%
del efecto inhibitorio del GABA sobre la formacion de AMPc.; [L] corresponde a
la concentracién de agonista, en este caso GABA, en la que se realizo el
experimento y Kd se refiere a la constante de afinidad del GABA en el sistema,
en este caso se utilizé el valor de ECso del GABA para este calculo, El valor de
ECso se refiere a la concentracion de GABA requerido para inhibir el 50% de la
acumulacion de AMPc. El valor de pKi fue calculado aplicando la siguiente
ecuacion:
pKi= -log [Ki]

donde, Ki se refiere a la constante de inhibicion y log se refiere a la funcion
logaritmica.
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Resultados

E! GABA inhibe la acumulacién de AMPc en células GTi.-7.

Para determinar si el GABA regula la formacion de AMPc en neuronas
GnRHérgicas, se utilizé la linea celular inmontalizada de raton GT.7 como
modelo. Las células GTy.; se incubaron en presencia de 1 mM de
isobutilmetilxantina (BMX), un inhibidor de amplio espectro de las
fosfodiesterasas que degradan al AMPc. El uso de IBMX tiene las siguientes
ventajas: 1) permite la acumulacién de AMPc intracelular y facilita su deteccion
y 2) permite distinguir el efecto directo del GABA sobre la acumulacion de AMPc
y no sobre la posible estimulacion de la degradacion del mismo. Para determinar
el tiempo requerido de incubacién con IBMX para alcanzar la acumulacion
estable de AMPc en las células, se realizé un seguimiento temporal de la
acumulacion de AMPc en presencia de IBMX. En nuestras condiciones
experimentales se necesitaron 90 minutos para alcanzar la acumulacion estable
de AMPc. La incubacién por 90 minutos con IBMX provocéd un aumento en la
acumulacién de AMPc (13.2 0O 1.8 pmol/10° células) en comparacién con las
células no tratadas (4.5 0 0.3 pmol/10° células). Una vez determinado el tiempo
en el cual se estabiliza la acumulacion de AMPc en presencia de IBMX, las
celulas GT4.7 se incubaron por 90 minutos con 1 mM de IBMX y posteriormente
se ahadieron al mismo medio de cultivo dosis crecientes de GABA (1nM, 100
nM, 1 uM y 10 uM) por 30 minutos. En la figura 7A se muestra la curva dosis
respuesta a GABA de la acumulacion de AMPc en presencia de 1 mM de IBMX.
Los datos obtenidos muestran como el tratamiento con GABA inhibe la
acumulacion de AMPc de forma significativa en las concentraciones de 100 nM,
1 1My 10 uM. Cada punto en el grafico refleja el promedio de 6 determinaciones
independientes de la concentracion de AMPc. Con la finalidad de conocer la
dinamica temporal del efecto de GABA sobre la acumulacion del AMPc, se
determind la concentracion de este segundo mensajero a lo largo de 30 minutos
de exposicién a una dosis unica de GABA (10 nM). En la figura 7B se muestra

que los niveles de AMPc disminuyeron rapidamente aicanzando una




concentracién de AMPc similar a la observada en las células no incubadas con
IBMX en tan sélo dos minutos. El nivel minimo sostenido de acumulacion de
AMPc se alcanzé a los 10 min-de tratamiento con GABA.
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Figura 7. Efecto del GABA sobre la acumulacion de AMPc en células GT..;. A) El gratico
muestra como el GABA inhibe la formacion de AMPc de forma dependiente de la dosis en
células GT,.7. El simbolo (o) corresponde a la acumulacién de AMPc en células preincubadas
con IBMX (1mM) durante 120 min. (Basal). Los simbolos (e) corresponden a las determinaciones
de AMPc en ceélulas preincubadas con IBMX durante 90 min. y estimuladas con diferentes
concentraciones de GABA (1nM-10uM) durante 30 min. en presencia de IBMX. Los puntos
representan la media = el error estandar de 6 ensayos independientes. *p<0.05 vs Basal. B)
Curso temporal de la inhibicion de AMPc en células GT,..; en presencia de GABA. La figura
muestra la inhibicion en la acumulacion de AMPc en células GT,.; preincubadas con IBMX
(1mM) durante 90 min. y estimuladas con GABA (10 pM) e IBMX. Cada punto representa la
media = el error estandar de 6 ensayos independientes. "p<0.05 vs Basal. El valor de O} es el
tiempo que requiere el GABA (10 uM) para ejercer el 50% de su efecto sobre la acumulacion de
AMPc. : :

Para,'di‘sdernir la naturaleza de los receptores GABAérgicos que median
este efédél ‘i‘h'hibi'torio sobre la formacion del AMPc, se incubaron células GT..»
con muscimol_ o baclofén, agonistas de los receptores GABAaA y GABAg
respectivamente. La incubacién con dosis crecientes de muscimol (100 nM, 1
My 10 pM) por 30 minutos inhibid la concentracion de AMPc de las células de
forma similar a la observada en celulas incubadas con GABA (figura 8B). Por el
contrario, las células tratadas con dosis crecientes de baclofén (100 M, 1 My

10 uM) por 30 minutos Nno mostraron cambios significativos en los niveles de
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AMPc (figura»BA) Para corroborar la mediacién de receptores GABAA en el
efecto mhlbltono de’ Ia formacuon de AMPc, las células GT,.—, fueron incubadas

GABA,Q. Los atos ‘Mmuestran que la bicuculina inhibe de manera dependiente de

‘Ia_dos s el fecto inhibitorio del GABA sobre la formacion de AMPc (figura 8C).
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Figura 8. Efecto del muscimol, baclofén y GABA solo o en combinacién con bicuculina,
sobre la acumulacion de AMPc en las células GT,; preincubadas por 90 min. en presencia
de 1 mM IBMX. A) Las células GT,.; fueron estimuladas por 30 minutos con dosis crecientes de
baclofén (agonista del receptor GABAg). B) Las células GT,.; fueron estimuladas por 30 minutos
con dosis crecientes de muscimol (agonista del receptor GABA,L). La ECso es la concentraciéon de
muscimol en la cual se tiene el 50% del efecto sobre la acumulacién de AMPc. En C) se muestra
el efecto de la incubacion de las células con GABA (10 uM) solo o en combinacién con
concentraciones crecientes de bicuculina (antagonista competitivo del receptor GABA,). La letra
(B) se refiere a la concentracion de AMPc en células incubadas con 1 mM de IBMX por 120 min.
y (C) al grupo control, es decir, células preincubadas con 1 mM IBMX y 10 utM de GABA en
ausencia de bicuculina. La ICso se refiere a la concentracion de bicuculina requerida para inhibir
el 50% del efecto que tiene el GABA sobre el bloqueo de la acumulacion de AMPc. En todos los
casos cada punto representa la media 0 el error estandar de seis experimentos independientes.
*p<0.05 vs la concentracion de AMPc antes de la administracion de bicuculina.




El GABA inhibe el transitorio de Ca®*; inducido por K*

En un estudio previo realizado por nuestro grupo se observo que el GABA
tiene un efecto bifasico sobre la secrecion de GnRH. Es decir el GABA
promueve la secrecion de GnRH en una primera fase pero inhibe la secrecion
pulsatil de GnRH en una segunda (Martinez de la Escalera et al. 1994). Con la
finalidad de estudiar si el receptor GABAg podria estar modulando la entrada de
CaZ?*, la cual esta asociada a la secrecion de la GnRH (Martinez de la Escalera
et al. 1992), en el presente estudio se cuantificé la entrada de Ca?* en las células
GT1 inducida por una solucién despolarizante de K*, en presencia de agonistas y
antagonistas GABAeérgicos, asi como en presencia de forskolina (estimulador de
la adenilato ciclasa) y 8-br AMPc (analogo permeable del AMPc).
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Figura 9. Transitorio de Ca*? provocado por la despolarizacién inducida por potasio (K") en
neuronas GT,.;. La [Ca*?), se determind a partir de una poblacién de células GT,.; pegadas a un
cubreobjetos y preincubadas por 1 hr. con 5 uM de Fura-2. La [Ca*?), se cuantificé con la ayuda
de un espectrofluorémetro. A) La grafica muestra el aumento de [Ca®*], durante la
despolarizacion durante 2 min. de las neuronas GT,.; por el aumento del K* extracelular. Cada
punto representa la media O el error estandar de cuatro experimentos independientes. Los
asteriscos indican los puntos que son significativamente diferentes (p<0.01) comparados con los
niveles normales de la [Ca®*]). B) En esta grafica se muestra como la perfusion de K* 35 mM
(barras negras) por 120 seg. provocd un aumento rapido de la [Ca®?), la cual puede ser repetida
sin que se observen variaciones significativas de la amplitud del transitorio.

En nuestras condiciones experimentales, las neuronas GT,., mostraron una
[Ca®*); estable (108 C 10.3 nM, n=45) en solucién Ringer. La perfusién de una
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solucién despolarizante de K* por 2 minutos resultdé en un aumento transitorio de
la [Ca®'); dependiente de ia concentracién de K* (Figura 9A). Ademas, la
“estimulacion consecutiva con una solucion despolarizante de K* 35 mM durante
;120>'segundos separadas por intervalos de 20 minutos, generd transitorios de
“Ca®* con una amplitud promedio de 210 O 23 nM los cuales no son
estadisticamente diferentes entre ellos (n=10) (Figura 9B).
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Figura 10. Curva dosis respuesta de la [Ca*?), inducida por GABA en células GTq.7. A) Los
trazos muestran el aumento de la [Ca*?], provocado por 1, 10, 100, y 1000 uM de GABA en
neuronas GT .7 preincubadas con 5 nM de fura-2. B) Curva dosis respuesta de los transitorios de
Ca®? provocados por GABA. Los puntos representan el promedio de siete experimentos
independientes. E! pico maximo del transitorio de Ca'? provocado por 1000 uM de GABA fué
normalizado al 100 %. La curva se construyo utilizando la siguiente ecuacion logaritmica,
Y=Emax/[1+(ECs0/C)"] en la cual C representa la concentracion de GABA, El valor de ECso fué de
4.5 pM. E! coeficiente de Hill (n) calculado fué de 1.
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Por: otra parte, la aplicacién de GABA por 120 segundos resulté en un
aumento de la amplitud del transitorio de Ca?*; de forma dependiente de la dosis,

‘como se’i ustra en la figura 10A. En ninguno de estos experimentos se observé
un aumento sugmflcatlvo de la [Ca®*); al aplicar 0.1 uM de GABA. En cambio, en
todos Ios experimentos observamos un aumento rapido y progresivo de la
érﬁplit»ud del transitorio de Ca®*; en respuesta a 1, 10, 100 y 1000 uM de GABA.
‘La concentracion en la cual el GABA induce el 50% de la respuesta maxima
(ECs0) fue de 4.5 uM (Figura 10B).

Para probar la hipotesis de que la exposicion crénica a GABA afecta la
entrada de Ca®* en las neuronas GT.7, se midid la amplitud del transitorio de
Ca?* provocado por la solucién despolarizante de K* en presencia de GABA. En
la figura 11A se muestra como la perfusion continua con GABA 10 uM por 30
minutos induce un transitorio rapido de [Ca®*]; con una amplitud al pico de 150 OO
15 NnM y un regreso a la concentracion basal entre 5 y 8 minutos después de
iniciada la aplicacion de GABA. La administracion de la solucion despolarizante
de K*, después de quitar el GABA del medio provocd un transitorio de [Ca®*);

similar en amplitud al observado antes de la administracion de GABA (Figura
11A).

A B
GABA 10 uM GABA 10 uM
[or ot e e P )
300 1= & K+35mM 300 L] [] e K+ 35mM
Z 200 Z 200
O, 100 S 100
O+ o+
o] 10 20 30 40 50 (e} 10 20 30 40 50

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 11. Efecto de la perlusién con K* 35 mM y GABA 10 uM sobre Ia [Ca*?),. En la figura
A) se muestra el transitorio de Ca*?; provocado por la aplicacion de GABA 10uM durante 25 min.
Los trazos que se muestran represeman uno de los diez experimentos independientes que se
llevaron a cabo para cada grupo experimental. En la grafica B) se muestra el efecto de GABA
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10uM sobre el transitorio de. Ca*3, inducido por- la perfusiéon de solucién ringer 35 mM de K'.
Obsérvese como_la amplitud del transitorio ‘de Ca*% inducido por K* se reduce significativamente
cuando este es perfundldo en presenqa QQ GABA. .

aplncac:én del'GABA produ;o ‘un transntorlo de Ca?*; significativamente menor en

racion con el provocado inmediatamente antes de la
(F;gura 11B). En la figura 15A se muestran los promedios
'del valor al pICO del transitorio de Ca?*; provocado por K* 35 mM (n=10) antes
“ °’°) y durante la aplicacién de GABA (29°).

El GABA disminuye la amplitud del transitorio de Ca®*; provocado por K*
hasta en un 50% comparado con el transitorio control. Este efecto esta mediado
a través del receptor GABAA ya que la administracién simutltanea de GABA 10
uM y picrotoxina 100uM (un antagonista no competitivo de los receptores
GABA,), bloquea completamente el efecto inhibitorio del GABA sobre el
transitorio de Ca?*; provocado por alto K* (figura 12). Es importante destacar que
en estos experimentos no se utilizé bicuculina como antagonista del receptor a
GABA ya que esta droga induce un artefacto de fluorescencia que impide la
cuantificacion correcta de la [Ca®*].

FALLA DE ©
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Flgura 12. Bloqueo del efecto inhibitorio del GABA por picrotoxina, sobre el transitorio de
Ca*?; inducido por 35 mM de K* en células GT,.;. En la grafico se muestra la accién combinada
de la administracion de GABA (10 #M) con el antagonista del receptor GABA, picrotoxina
(100u1M) sobre el transitorio de Ca*?, provocado por 35 mM de K Obsérvese como la presencia
de picrotoxina durante la perfusion inhibe el transitorio de Ca™? inicial que provoca el GABA.
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Notese como la amplitud del transitorio de K™ no disminuye en presencia del GABA. El trazo que
se mu’estra representa uno_de los duez experimentos independientes que se llevaron a cabo en
este. grupo expenmental

Para comprobar que el receptor GABAA y no el receptor GABAg, es el
mediador del efecto d lnhlbltono sobre el transitorio de Ca?* inducido por K*,
perfundimos:a. as celulas GT..7 con los agonistas GABAergicos muscimol y

baclofen. En’la‘: flgura 13A se muestra un experimento tipico del transitorio de
Ca?* provocado’ por la exposicion de las ceélulas GTi7; a la solucion
despolarizante de K* en presencia de baclofén (100 uM), un agonista selectivo a
receptores GABAg, el cual no afectoé la amplitud del transitorio de Ca?*,.

A Baclofen 100 uM B Muscimol 10 uM
“ | Aot o S P P I P i |
| SAAA Tt 7 I I bbb A F s S b v e )
300 = - ® K+ 35mM 30017 = - = K+ 35mM
=
E =
£ 200 = 200
&, &
(&)
<. 100 = 100
o4 o+
o 10 20 30 40 50 o 10 20 30 40 50

Tiempo (min) Tiempo(min)

Figura 13. Efecto del muscimol o baclofén sobre el transitorio de Ca*? provocado por K*
en células GT,.;. En la figura A) se muestra el efecto de la administracion de baclofén (100 uM),
agonista del receptor GABAg, sobre el transitorio de Ca*? inducido por 35 mM de K*. En la grafica
B) se muestra el efecto de la administracion del agonista al receptor GABA, muscimol (10 uM)
sobre el transitorio de Ca'? provocado por la perfusion de 35 mM de K*. Los trazos que se
muestran representan uno de los cinco experimentos independientes que se llevaron a cabo
para cada grupo experimental.

Por el contrario, la administracion del! agonista a receptores GABAa
muscimo! (10 uM) mimetizé el efecto inhibitorio de GABA sobre el transitorio de
Ca®* provocado por alto K* (figura 13B).

Bloqueo del efecto inhibitorio del GABA por AMPc
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Para explorar la posibilidad de que la disminucién en la concentracion de
AMPc por la exposicidon a GABA, pudiera estar jugando un papel en el efecto
inhibitorio de la entrada de Ca?* en células GT 4.7, perfundimos simultaneamente
GABA 10 uM y forskolina 20uM (un activador de la adenilato ciclasa). Esta
manipulacion farmacoldgica resultd en el bloqueo del efecto inhibitorio del GABA
sobre el transitorio de Ca?* provocado por la solucién despolarizante de K*
(Figura 14A). Es importante sefalar que la aplicacion de forskolina no modificé la
amplitud del transitorio de Ca?*; provocado por GABA (Figura 14A). La figura 15B
muestra un resumen del bloqueoc sobre el efecto inhibitorio del GABA por
forskolina.

Para comprobar que el AMPc participa de forma directa sobre el bloqueo
de la accion inhibitoria del GABA, perfundimos las celulas GTi.7 con 8-Br-AMPc
(1 mM) (una forma de AMPc permeante a la membrana) y GABA (10 uM) de
forma simultanea (Figura 14B). El resultado obtenido fue similar al observado en
el experimento con forskolina, en donde la amplitud del transitorio de Ca?*
provocado por la exposicion de las células GT..7 a la solucion despolarizante de
K* no se vié afectado por la presencia de 10 uM de GABA

GABA _ Forskolin :36\8“//\' + B;Br-:AAMP
m
300 1@ - ®  K+35mM 300 1= - & K+ 35mM

=

£ 200 Z 200

+ “_'—.—
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o - o
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Figura 14. Efecto del GABA en combinaciéon con forskolina (activador de la adenilato
ciclasa) u 8- Br-AMPc (analogo del AMPc) sobre el transitorio Ca*® provocado por 35 mM
de K* en células GT,;. A) La grafica muestra el efecto de la accién combinada de 10 uM de
GABA con 20 pM de forskolina sobre el transitorio Ca*® provocados por 35 mM de K*. B) La
grafica muestra la accion combinada que tiene el GABA (10 uM) y el 8-Br-AMPc (1mM) sobre el

-
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transitorio de Ca*? provocados por 35 mM de K*. Los trazos que se muestran representan uno
de los diez experimentos independientes que se llevaron a cabo para cada grupo experimental.
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Figura 15. Resumen del efecto del GABA solo o en combinacién con forskolina sobre la
[Ca*?], provocado por K* en células GT,.; A) En la grafica se observa como el GABA inhibe el
aumento en la [Ca™}, inducida por K* cerca del 50% con referencia al transitorio de Ca"? control.
En B) se muestra como la coadministracion de forskolina (20uM) revierte el efecto inhibitorio de
GABA sobre el transitorio de Ca’?, provocado por K*. 1ero se refiere al transitorio de Ca*3
provocado por K* antes de la administracién de GABA (2%) se refiere al transitorio de Ca*3

provocado por K" durante la administracion de GABA o de GABA en combinacion con forskolina.
“p<0.05 vs 1°°.
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Discusion

En el presente estudio se demostré que la activacion del receptor GABAg
no afecta la formacién de AMPc, ni la amplitud de los transitorios de Ca®*
inducidos por una solucién 35 mM de K'. Sin embargo, el hallazgo mas
revelante de esta tesis radica en el hecho de que la activacion cronica del
receptor ionotrépico GABA inhibe la formacion de AMPc y afecta la entrada de
Ca?* intracelular cuando las células GT4.y son despolarizadas con una solucion
35 mM de K*.

El GABA inhibe la formacion de AMPc.

En un estudio previo realizado por nuestro grupo, se demostré que el
GABA tiene un efecto bifasico sobre la secreciéon de GnRH, es decir, produce
una fase estimulante rapida pero transitoria, seguida por una fase de inhibicidon
tardia y tonica de la liberacién de esta hormona (Martinez de la Escalera et al.,
1994). Ademas, se ha demostrado que la aplicacion de bacloféen (agonista del
receptor GABAg) es capaz de inhibir de forma sostenida la secrecion pulsatil de
GnRH en celulas GT1. Esta evidencia experimental sugiere que el GABA inhibe
la secrecion de GnRH a travées del receptor GABAg (Martinez de la Escalera et
al., 1994).

El receptor GABAg ejerce su accion inhibitoria en las neuronas activando
una proteina Gy,, compuesta por tres subunidades (a, B, v). La activacion de esta
proteina G puede inhibir la secrecion mediante dos mecanismos: 1) la
interaccion directa de sus subunidades B/y con los canales de K" (tipo GIRK)
(Andrade et al., 1986; Sodickson y Bean, 1996) y de Ca2?* (Dolphin y Scott, 1987;
Scholtz y Miller, 1991; Mintz y Bean, 1993) o 2) inhibiendo de manera indirecta la
formacion de AMPc a través de la interaccion de la subunidad a con la adenilato
ciclasa (Knight y Bowery,1996).

Existen evidencias experimentales que muestran como la inhibicion de la
formacion de AMPc, provocada por la estimulacién del receptor GABAg, esta
asociada a la inhibicion de la secrecion de hormonas en células endocrinas




como los:melanotropos y lactropos (Lux-Lantos et al.,, 2001; Leenders et al.,
1995). En estas células al igual que en las GT1.> también se ha demostrado que
el GABA tiene un efecto bifasico sobre la secrecién de las hormonas que liberan.

L En'lé presente tesis se explord la posibilidad de que el receptor GABAg
e'j'e'irléiera sus efectos inhibitorios sobre las células GnRHérgicas mediante la
_ihhibicién de la formaciéon de AMPc. Sin embargo, la activacion de estos
'reééptores con el agonista baclofén no mostré tener un efecto directo sobre la
formaciéon de este segundo mensajero en las células GT,y; (figura 8A). En
contraste, la incubacién de las células con GABA y muscimol (agonista de los
receptores GABA,), inhibié la formacion de AMPc. Ademas, se observé que la
aplicacion de dosis crecientes de bicuculina (bloqueador competitivo del receptor
GABA,), es capaz de bloquear el efecto inhibitorio del GABA sobre la
acumulacion del AMPc. Las evidencias experimentales encontradas en esta
tesis sugieren que la activacion del receptor GABAA media este efecto. La ECso
calculada para la inhibiciéon de la formacion de AMPc fuée 0.093 uM para el GABA
y 0.022 uM para el muscimol. Es importante destacar que la presente tesis es el
primer estudio en el cual se calcula el valor de ECsy, a partir de resultados
obtenidos de la medicion de AMPc intracelular. Los valores de ECso para la
activacion del receptor GABAA reportados en la literatura hasta ahora, se han
calculado a partir de la medicion de la corriente de ClI° que es provocada por el
GABA o muscimol. El valor reportado de este parametro varia incluso en
estudios realizados usando el mismo tipo celular, por ejemplo, en neuronas de
hipocampo este valor fluctua entre 6.4 y 14.5 yM. (Celentano y Wong, 1994;
Shirasaki et al., 1991). Algunos investigadores han propuesto que las diferencias
en los valores de ECs dependen de la combinacién de subunidades que
conforman el receptor GABAa, ejemplo de ello, son los valores de ECso
correspondientes a los receptores GABA. recombinantes expresados en
ovocitos (9-985 yM Levitan et al., 1988; 1.3-42 uM Sigel et al.,, 1990) y células
embrionarias de rifion (17-103 4M Verdoorn et al., 1990). Aun cuando los valores
de ECso para el GABA difieren en la literatura, la concentracién necesaria para
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activar el flujo de CI" a través del receptor GABA, se encuentra en el rango uM,
mientras que el efecto inhibitorio de la formacion de AMPc que se encontro en
esta tesis se ubica en el rango nanomolar.

Por otra parte, la constante de inhibicién (Ki) para la bicuculina fué de 9
nM, valor que corresponde a una pKi de 8, considerablemente superior la valor
de pKi reportado previamente para el bloqueo de la corriente de CI' provocada
por GABA (pK= 5, Halliwell et al.,, 2002). La discrepancia en los valores de pKi
significa que la concentracion de bicuculina para bloquear el efecto de la
formacién de AMPc es considerablemente menor a la requerida para bloquear la
corriente de CI provocada por la activacion del receptor GABAA. Al igual que en
el caso del GABA, se piensa que la diferencia en los valores de este parametro
podrian deberse a la combinacion de subunidades que conforman el receptor
GABA en los distintos tipos de neuronas en donde se ha estudiado el efecto de
este antagonista (Nistri y Sivilotti, 1985; Strata y Cherubini, 1994).

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la
concentracion de GABA necesaria para inhibir la formacion de AMPc y la
concentracion de bicuculina necesaria para bloquear el efecto inhibitorio del
GABA, son considerablemente menores a las requeridas para activar y bloquear
respectivamente, la corriente de CI° del receptor GABAA. Estas evidencias
experimentales sugieren que el flujo de iones CI y el efecto inhibitorio de la
formacion de AMPc son eventos independientes.

La presente tesis es el primer trabajo donde se reporta que la activacion
del receptor GABA, inhibe la formacion de AMPc. El mecanismo molecular a
través del cual se da este fendmeno no fue objeto de estudio de esta tesis, sin
embargo, a continuacion se discuten algunos posibles mecanismos por los
cuales la activacion del receptor GABAs pudiera ejercer su efecto inhibitorio
sobre la formacién de AMPc.

E! efecto inhibitorio del GABA sobre la formacion de AMPc podria deberse
al aumento en la concentracidon de Ca®* intracelular provocada por la
despolarizacion que ejerce este neurotransmisor en las neuronas GTi7. En
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apoyo a esta idea, estudios recientes sugieren que los cambios en la
concentracion de Ca?* inducidos por la despolarizacion pueden aiterar la
produccién de AMPc en células no excitables y excitables (Chiono et al., 1995;
Cooper et al.,, 1998; Krsmanovic et al., 2001). Sin embargo, la despolarizacion
de la membrana en células GTi.; provoca una modulacion bifasica de la
produccién de AMPc (Krsmanovic et al, 2001). El grupo de Krsmanovic y
colaboradores (2001), demostré que la despolarizacion progresiva de la
membrana evocada por el aumento en la concentracion extracelular de K* entre
20 y 40 mM, provoca un aumento progresivo de concentracion de AMPc,
mientras que la incubacidon de las células en concentraciones de K* extracelular
de entre 45 y 60 mM inhiben la produccion de este segundo mensajero. Los
resultados del presente estudio y los valores de ICso del GABA y muscimol sobre
la acumulacion de AMPc (93 nM y 22 nM respectivamente) calculados en la
presente tesis (figuras 7A y 8B), nos llevan a sugerir que la inhibicién de la
acumulacion de AMPc inducido por el GABA parece no estar asociado con el
aumento en la [Ca?*).. Esta idea se basa en el hecho de que la perfusién de las
células con concentraciones de GABA en el rango nM no induce un aumento de
la [CaZ®*); (Figura 10B), pero si puede disminuir la acumulaciéon de AMPc. Estas
evidencias descartan la posibilidad de gue el Ca®* esté mediando el efecto
inhibitorio del GABA sobre la acumulacion de AMPc. Otra posible explicacion
seria que la activacion de fosfodiesterasas (enzimas responsables de la
degradacion de AMPc) disminuyera la concentracion de AMPc en estas células.
Sin embargo, en la presente tesis se utilizo IBMX (inhibidor de amplio espectro
de las fosfodiesterasas) en todas las estimulaciones realizadas con los agonistas
GABAeérgicos lo cual invalida esta hipotesis.

Los estudios de la estructura y funcion del receptor GABAA, muestran
que la modulacion y activacion de este receptor es compleja. El receptor GABAA
es un canal idnico constituido por 5 subunidades, de las cuales se conocen mas
de 16 isoformas. Cada subunidad puede interactuar con distintos ligandos que
regulan la conductancia de este canal. Los sitios de unidon conocidos hasta ahora
corresponden a dominios extracelulares de las distintas subunidades que lo
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conforman. Estudios recientes muestran Que un dominio intracelular de la
subunidad y puede interactuar con una proteina del citoesqueleto (Wang et al
1999). Sin embargo, se desconoce si los dominios intracelulares de otras
subunidades son capaces de interactuar con otras proteinas del citosol, que
puedan modular la conductancia iénica del canal o desencadenar la activacion o
inhibiciéon de cascadas de segundos mensajeros. El mecanismo por el cual la
activacion del receptor GABA, induce la inhibicion de la formacion de AMPc
queda por ser determinado, pero el presente estudio nos motiva a disenar
experimentos encaminados a la busqueda de proteinas que interactien con las
subunidades del receptor GABAA y que potencialmente puedan modular la
formacion de AMPc intracelular o la degradacion de este segundo mensajero.
Tampoco se puede descartar la posibilidad de la existencia de un receptor a
GABA que no haya sido descrito antes, el cual fuese sensible a muscimol y
bicuculina e insensible a baclofén y que estuviese acoplado a una proteina G-

Es importante hacer notar que los primeros estudios de unién a GABA
radioactivo realizados en membranas de neuronas, sugieren la existencia de al
menos dos sitios de unién, uno de alta afinidad (Kp = 10-30 nM) y otros de baja
afinidad (Kp = 0.1-1.0 #4M) (Olsen et al., 1981; Agey y Dunn, 1989). Actualimente
se sabe que los receptores GABA. tienen dos sitios de unidn al agonista
(Newell et al., 2000). Es bien conocido que el sitio de baja afinidad esta asociado
a la apertura del canal de CI’, pero aun se desconoce cual es el papel que juega
el sitio de baja afinidad de este receptor. Algunos investigadores sugieren que
este sitio también pudiera estar involucrado en la apertura del canal (Newell et
al., 2000), pero la relevancia fisiologica sigue siendo motivo de discusion. Es
posible que el sitio de union a GABA de alta afinidad pudiera estar involucrado
en el efecto inhibitorio de |la formacion de AMPc, ya que el valor de ECsp (98 nM)
para la inhibicion de la acumulacion de AMPc se encuentra en el rango nM al
igual que la unién al sitio de alta afinidad del receptor GABAA. que se ha
detectado. Sin embargo, esta especulacion necesita de un profundo estudio de
la estructura y funcion del receptor GABA,, asi como la medicion en paralelo de
la actividad de la adenilato ciclasa.
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El GABA inhibe los transitorios de [Ca®*]; inducidos por K*.

Aun cuando el receptor GABAg no mostré tener un efecto directo sobre la
formacion de AMPc, no se descarta la posibilidad de que este receptor pudiese
actuar a través de otro efector. Como se ha mencionado anteriormente, el
receptor GABAg ademas de disminuir la formacién de AMPc también es capaz
de modular los canales de Ca®* y K*. Los resultados obtenidos en esta tesis
muestran que Ila amplitud del transitorio de Ca®" provocado por la
despolarizacion de la membrana, disminuye significativamente cuando este es
evocado en presencia de GABA (Figura 11B). Sin embargo, este efecto parece
no estar mediado a través del receptor GABAg ya que cuando el transitorio Ca®*
es evocado en presencia de baclofén (agonista del receptor GABAg), la amplitud
del transitorio no se ve afectada (Figura 13A). Este resultado muestra que los
receptores GABAg no modulan la entrada de Ca?* en las células GTi.7.
Utilizando el mismo método fluoromeétrico empleado en esta tesis, algunos
grupos han observado una disminuciéon de la amplitud de los transitorios de Ca®*
evocados por despolarizacion en presencia de baclofén en melanotropos y
neuronas del ganglio dorsal (Bertrand et al, 2001; Yokogawa et al., 2001).
Ademas, se ha observado que la disminucién en la concentracién basal de Ca?*
intracelular se da a los pocos segundos de ser aplicado el baclofén en
interneuronas estriatales (Pisani et al.,, 1999). Este fenomeno esta relacionado
con la activacion de los receptores GABAg que es capaz de hiperpolarizar a la
membrana. Estas evidencias experimentales indican que el método
fluoromeétrico utilizado en esta tesis tiene la sensibilidad y resoluciéon temporal
suficientes para detectar la posible activacion del receptor GABAg y la potencial
regulacion que este pudiera haber tenido sobre la regulacion de la entrada de
Ca®* en las células GT1. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis
muestran que la estimulacion con baclofén no afecta la [Ca®'], basal en las
neuronas GTq.7.

Como la estimulacion del receptor GABAg parece no estar mediando la
disminucion en la amplitud del transitorio de Ca?*, la atencién fue enfocada hacia
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el receptor GABA,.. La fase excitadora del GABA y del muscimol previamente
descrita y caracterizada en las células GT1 (Hales et al., 1994; Martinez de la
Escalera et al.,, 1994; Spergel et al., 1995; Sun et al., 1997; Defazio et al., 2002)
también fue observada en la presente tesis cuando la [Ca®'], aumentd al
perfundir a las células GTi.; con GABA y muscimol (figuras 11 y 13B). EI
fenémeno despolarizante del GABA no es exclusivo de las neuronas GT1.
Previamente se ha demostrado que la aplicacion de GABA es capaz de
despolarizar neuronas disociadas de hipotalamo, cerebelo, hipocampo y
neuronas del ganglio dorsal extraidas de ratas de 1 a 5 dias de nacidas. La
accion excitadora del GABA cambia a inhibidora cuando las células son
extraidas de animales mayores a 6 dias de nacidos e incluso en células con mas
de 20 dias en cultivo. EI mecanismo por el cual el GABA despolariza a las
neuronas esta bien documentado. Actualmente existe un consenso general en el
campo que explica el fendmeno de la siguiente manera: en las neuronas
despolarizables por GABA, el potencial de reversion del CI, también conocido
como potencial electroquimico o Eci-, €s mas positivo que el potencial de reposo
de la membrana. Esta condicion ionica indica que la concentracion de CI se
encuentra mas elevada dentro de la célula que en su exterior. Al ser activado el
receptor GABAA el poro del canal se abre y el CI” sale de la célula. La salida de
CI" provoca la despolarizacion de la membrana lo que permite la activacion de
canales de Na* y Ca®". La acumulacién del CI' en neuronas inmaduras puede
ser causada por la expresion del triple cotransportador 2Ci-Na*-K* (Hoope y
Kettenmann 1989; LoTurco et al., 1995), por la ausencia de la expresion de un
mecanismo de extrusion de iones ClI' como lo es la bomba electroneutra de K*-
CI (Alvarez-Leefmans et al., 1989) y/o por la ausencia de canales rectificadores
de la corriente de CI, también conocidos como CIC (Thiemann et al., 1992,
Jentsch et al.,, 1995). La expresion o supresion de estas proteinas que regulan la
[CI]i, provocan que el potencial de equilibrio de este i6n sea mas positivo que el
potencial de reposo de la membrana celular. Sin embargo, las evidencias
experimentales mas solidas sugieren que es el cotransportador K*-CI” el principal
responsable del cambio en el potencial de equilibrio del CI' en las neuronas
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durante el desarrollo (Ben, 2002). En las neuronas GT1 y GnRHérgicas se ha
demostrado que: 1) expresan receptores GABA,, 2) presentan un potencial de
equilibrio de CI' mas positivo que el potencial de membrana y 3) no expresan el
cotransportador K*-CI' (Defazio et al., 2002). Los resultados en esta tesis
concuerdan con las ideas y evidencias experimentales que se han reportado con
anterioridad.

Por otra parte, ademas del efecto despolarizante del GABA, en la
presente tesis también se observé que la perfusidon continua con este
neurotransmisor o con muscimol, afecta la amplitud del transitorio de Ca?*
provocado por la solucion despolarizante de K% (figuras 11B y 13B). E!
mecanismo por el cual la activacion del receptor GABAA afecta a los transitorios
de Ca?* no fue objeto de estudio de esta tesis pero a continuacion se discuten
los posibles mecanismos que pudieran estar involucrados.

El mecanismo mas factible por el cual el GABA podria estar mediando la
amplitud del transitorio de Ca®* provocado por la solucién despolarizante de K*,
es a través de la entrada de Ca®' que se da durante la fase despolarizante del
GABA. El aumento en la [CaZ?']; podria estar modificando las propiedades de
conductancia de los canales de Ca®* o el voltaje de activacion de los mismos. A
continuacion se mencionan algunas evidencias experimentales que apoyan esta
idea. La despolarizacion de la membrana puede traer consigo una regulacion
negativa de la actividad de los canales de CaZ*. En las células PC12, por
ejemplo, una despolarizacion prolongada con solucién con alto K*, causa una
disminucion en los sitios de unién a [PH]nitrendipina lo cual indica una menor
cantidad de canales (DelLorme et al., 1988). En neuronas de rata se ha
observado que la despolarizacion cronica disminuye la densidad de corriente de
Ca?* (Fitzpatrick et al., 1984). En ceélulas de la pituitaria GH;C,, la
despolarizacion durante 2 h disminuye el numero de sitios de union a
(+)-[3H]PN200—1 10 hasta diez veces acompanado por un aumento de 20 veces
en la afinidad por la droga (Liu, 1994). Sin embargo, la despolarizacion también
puede causar una regulacion positiva de los canales de Ca?* presentes en la
membrana. Por ejemplo, en ceélulas PC-12-251 e IMR-32 la unién del
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radioligando '2°1-w-CgTx en fracciones subcelulares muestra que cerca del 60-
80% de los canales de CaZ?* tipo N se encuentran primordialmente formando
parte de un “pool” intracelular (Sher y Clementi 1991; Pasafaro et al, 1992).
Cuando las células son despolarizadas con KCI, el nimero de sitios de union a
1251w-CgTx en la fraccion de la membrana aumenta hasta un 200% en los
primeros 10 min. Por otra parte, estudios electrofisiolégicos en células de la
pituitaria, muestran que la preincubacion con 50 mM de K*, produce cambios en
la densidad de corriente y en el voltaje de activacion de los canales de Ca®* tipo
L. Esto provoca una disminuciéon de la entrada de Ca®* a la célula y un cambio
del umbral de activacién de los canales de Ca®* tipo L, efecto que no puede ser
mimetizado con veratridina (un activador de canales de Na*), lo cual indica que
la disminucién en la densidad de corriente no puede ser atribuida a la
inactivacion de los canales de Ca2?* dependiente del voltaje, ya que este
fenémeno no ocurre cuando las células son preincubadas con solucién 50 mM
de K* libre de Ca®* (Peri et al, 2001). En todos estos estudios la regulaciéon
negativa o positiva de los canales de Ca®*, depende de la entrada del Ca3*
extracelular, ya que al incubar las células en Ringer libre de Ca?*, el efecto de
regulacion negativa o positiva es bloqueado.

Un mecanismo a traves del cual el GABA aitera la amplitud del transitorio
de Ca?* provocado por el K*, podria ser la activacion de una proteina Gy., ya que
este tipo de proteina puede reducir la conductancia de fos canales de Ca?* de
forma directa o a través de la disminucion de la concentracién de AMPc
intracelular (Deisz y Lux 1985; Grassi y Lux 1989). En esta tesis no se utilizaron
drogas para bloquear la activacion de la proteinas Gy, sin embargo, se
demostro que la estimulacion de la adenilato ciclasa con forskolina o el aumento
de la concentraciéon de AMPc intracelular perfundiendo a las celulas con 8-Br-
AMPc (analogo del AMPc), pueden bloquear el efecto inhibitorio del GABA sobre
la disminucién en la amplitud del transitorio de Ca®* provocado por la solucién
despolarizante de K* (figura 14). Ademas como se menciond anteriormente, la
activacion del receptor GABAAa disminuye la acumulacion de AMPc en células
GTi7. Estas evidencias experimentales sugieren que la disminucion en la
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acumulacion de este segundo mensajero podria estar participando en la fase
inhibitoria del GABA. El mecanismo molecular por el cual el AMPc actua sobre la
regulacion de los canales de Ca?*" sigue siendo motivo de estudio, pero se
piensa que el grado de forsforilacion de estos canales, el cual es modulado por
la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA), modifica las propiedades de
apertura del canal de Ca?* tipo L (Hirayama et al., 1997; Sculptoreanu et al.,
1995) e! cual es expresado de forma abundante en las células GT1 (Constantin y
Charles, 1999; 2001).

La combinaciéon de la entrada de Ca®* a las células GT1 y la disminucién
en la acumulacion de AMPc intracelular podrian ser una explicacion razonable
del por qué la amplitud del transitorio de Ca®* provocado por K* disminuye en
presencia de GABA.

Implicaciones fisiologicas

La accion excitadora del GABA sobre las neuronas GT1, contradice un
gran numero de trabajos donde se sugiere que la activacion del receptor GABAA
inhibe a las neuronas GnRHérgicas. Estudios realizados in vivo muestran que
existe una relacion inversa entre la concentracion de GABA en el area predptica
y la liberacion de LH (Herbison y Dyer, 1991; Jarry et al., 1988). Ademas, se ha
observado que la aplicacion de bicuculina aumenta la liberacion de LH (Ferreira
et al.,, 1998; Alder et al.,, 1986). Por otra parte, en primates pre-puberes, se
encontré que la administracion de antagonistas del receptor GABAAa o el bloqueo
de la enzima que sintetiza el GABA (GAD) puede activar la secrecion de GnRH
de forma prematura iniciando la pubertad (Teresawa et al., 1999). La medicion
de la liberacion de GnRH en explantes de hipotalamo incubados con GABA,
arrojan resultados contradictorios. Por ejemplo, la incubacion con bicuculina de
los fragmentos de tejido cerebral que incluian el hipotalamo medio basal y la
regién predptica, provoca un aumento en la secrecion de GnRH en el hipotalamo
inmaduro pero la disminuye en el hipotalamo maduro (Feleder et al., 1996).
Otros reportes muestran que la activacion del receptor GABAA estimula la
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secrecion de GnRH en fragmentos hipotalamicos que incluian parte de la
eminencia media y el nucleo arcuato (Donoso et al., 1992).

La desventaja de estos estudios radica en que la exposicion a los
agonistas y antagonistas gabaérgicos no es dirigida especificamente a las
neuronas GnRHeérgicas. Este problema tecnico hace pensar que la aplicacion de
estas drogas podria estar activando o inhibiendo diferentes partes del circuito
que controlan la liberacion de GnRH. En la presente tesis se utilizaron neuronas
GnRHeérgicas inmonalizas (GT1) para evitar este problema. Como anteriormente
se ha reportado estas células muestran una respuesta bifasica a la exposicion
de GABA (Martinez de la Escalera et al.,, 1994; Sun et al., 1997; Beltran-Parrazal
et al., 2001), la fase inhibitoria es evidente cuando las células son expuestas a la
solucion despolarizante de K* en presencia de GABA. Se podria pensar que este
efecto se debe a que las neurocnas GT1 son una linea celular transformada. Sin
embargo, estudios electrofisioldgicos recientes muestran que la inyeccion local
de GABA a neuronas GnRHeérgicas de rebanadas de cerebro, también ejerce un
efecto bifasico de la actividad eléctrica (Difazio et al.,, 2002; Han et al., 2002).

En resumen, la activacion del receptor GABAA tiene un efecto bifasico
sobre la actividad eléctrica, el aumento en la concentracion de Ca?* intracelular y
la liberacion de GnRH. Por ultimo es posible que el efecto excitador del GABA,
en preparaciones in vivo, pudiera estar siendo enmascarado cuando todo el
circuito neuronal que controla la secrecion de GnRH es expuesto a GABA. Es
claro que las neuronas GnRHérgicas expresan receptores GABAA y presentan
entradas sinapticas GABAeérgicas directas, pero queda por ser determinado si
una senal GABAeérgica tonica, como ha sido propuesto en otras areas del
cerebro (Salin y Prince, 1996) e incluso en el mismo sistema GnRHérgico
(Teresawa et al., 1999) forma parte de la influencia GABAérgica que modula a
las neuronas GnRHeégicas.
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Conclusiones

1. Los datos obtenidos en esta tesis sugieren que el GABA provoca una
disminucion de la formacién de AMPc a través de la activacion del receptor
GABAA. El mecanismo por el cual la activacion del receptor GABAAa disminuye la
formacion de AMPc queda por ser determinado. Ademas, el receptor GABAg no
participa en la disminucion de ta formacion de AMPc en las células GT1.7. Sin
embargo, no se excluye la posibilidad de que el receptor GABAg pueda estar
activando otros efectores que modulen la maquinaria molecular de la secrecion
de GnRH, ya que anteriormente se ha reportado que la activacion del receptor
GABAg inhibe la secrecion de GnRH en células GT1.

2. El receptor GABAg no modula la entrada de Ca®* en las células GTi.7
provocada por la despolarizacion de la membrana. Al parecer la regulacion de la
entrada de Ca®* esta en parte modulada por la concentracion intracelular de
AMPc. Es probable que la inhibicion de la formacion de AMPc provocada por la
activacion del GABAA sea el mecanismo por el cual el GABA disminuye la
entrada de Ca®* durante la despolarizacién de la membrana.
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GABA Inhibition of Immortalized Gonadotropin-Releasing
Hormone Neuronal Excitability Involves GABA
Receptors Negatively Coupled to Cyclic Adenosine

Monophosphate Formation
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Y-Aminobutyric acid (GABA) has been implicated in the
regulation of reproduction, particularly in the devel-
opmental modulation of gonadotropin-releasing hor-
mone (GnRH) secretion. GnNRH neurons are innervated
by GABA-containing processes, and the administra-
tion of GABA stimulates and inhibits GnRH scecretion
in vive and in vitro. We have previously shown that
GABA can exert both of these actions in sequence, by
acling directly on immortalized GnRH ncurons. While
the stimulationis the result of a GABA receplor-medi-
ated depolarization of the plasma membrane, the mech-
anism involved in the delayed inhibition is the subject
of the present investigation. GABA (1 nA1-10 pAf) de-
creased the intracellular concentration of cyclic adeno-
sine monophosphate (CAMP) in a dose- and time-de-
pendent fashion. This effect was blocked by bicucui-
line and mimicked by muscimol! but not by baclofen.
To analyze the efiect of GABA on cellular excitability,
we used fura-2 loaded GT1-7 celis. Activaiion of volt-
age-sensitive calcium channels by high K*-induced
depolarization (35 mAf) increased [Ca"“]i. GABA (10 pM)
and muscimol (10 pM) reduced the amplitude of K*-
induced [Ca'—"]i transients. This inhibition was blocked
by forskolin (20 pA1) or 8-Br-cAMP (1 mA1). Altogether,
these results show that GABA, receptors mediate a sus-
tainced inhibitory effect of GABA on GnRH ncurons,
and suggest the involvement of the cAMP pathway de-
creasing cellular excitability.

Key Words: GABA: GABA -receptors; gnnndolrnpin-
roleasing hormone; GT1-7 cells; eyvelic adenosine mono-
phosphate.
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Introduction

The neuropeptide gonadotropin-releasing hormone
(GnRH) is at the top of the endocrine axis that controls
reproductive function and is released into the hypophyseal
portal circulation in a pulsitile fashion. This episodic put-
tern is necessury for the normal operation of the axis, such
as the seerction of preovulatory luteinizing hormone surges
and ovulation (/). A variety of experimental approaches have
made cleur thit the synchronous release of GNRH is under
the regulatory control of stimulatory and inhibitory neuro-
nal inputs (2). Stimulation and inhibition of synchronous
release of GnRH can be induced through various neuro-
transmitter systems. including y-aminobutyric acid (GABAO.

Morphologic studies in rodents have revealed that GnRH
neurons are innervated hy GAB Acrgic tlermin Synaptic
contacts between GABA-conuining processes and GnR1
neurons in the medial preoptic area and median eminence
of the rat (3.4) and expression of three classes (4. |33 and
va) of GABA 4 receptor subunits in rat GnRH neurons were
demonstrated by double-label immunohistochemisiry and
in site hybridization (5.6). Pharmacological manipulation
of GABA-¢rgic neurons has led to the conclusion that
GABA inncervation is able to mediate both stimulatory and
inhibitory actions on GnRH seerction. GABA stimulates
GnRH release in embryonic (7)) and nconatal (&) hy pothal-
amus, although is generally considered inhibitory to hypo-
thalamic GunRH relcase inadult vats (9— 7 /3. GABA -recep-
Lor activation results in two different responses. depending
on the developmental stage of the animals. While prepu-
bertal rats respond with an increase in GnRH outpuot, adult
animals respond with a redoction in the release of this hor-
mone (§). In contrast to these actions in rodents. s GABAergic
inhibitory tone is particularly important as a major restinin-
ing influcnce on GnRH release in prepubernal rhesus mon-
keys (72), where direct synaptic contacts between GABA
und GnRH neurons have not been detected (73).

Experimems with immormalized GnRH neurons of the
GTI1 lincage. which release GnRF in pulses (/9-76) a1 a
frequency quite similar to that observed in perfused rat
hypothalamic explumis (/7. /8), demonstrated that GABA
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1. Elfect of GABA on cAMP content in GT1-7 cells. (A) Dose-
response relationship for GABA-induced inhibition of cAMP
accumulation in 30 min in GT1-7 cells. incubated for 90 min in
the pres ce of 1| mAf IBMX: (B) time course of GABA-induced
(1O uAYinhibition of cAMTP formation. Values represent the mean
= SEM of six independent determinations. *p < 0.05 vs basal
value before the adminisuation of GABA.

can exert both stimulatory and inhibitory actions by acting
dircculy on GnRH neurons (79.20). GT1 neurons express
functionul GABA | receptors composed only by o- and B-
subunils (79.2/), whose activation rapidly leads to chlo-
ride efflux, membrance depolarization. increased intracel-
lular calcium concentration ([Ca?+]). and a single ¢pisode
of GaRH sccretion ¢ /79-22). This evanescent stimulaory
action of GABA is followed by a long-lasting decrease of
GnRH secretion and [Cua®* | to levels below basal values and
without their characieristic spontancous oscillations (20,.25).

In the present study we analyzed the nature of the signal-
ing pathways involved in the delayed inhibitory effect of
GABA. In particular, we addressed the effect of GABA on
the eyclic adenosine monophosphate (CAMP) pathway and
oncellular excitibility. Our results demaonstrate that GABA
inhibits the formation of cAMP and the excitability of GT1-
7 cells via the activation of GABA | receptors and suggest
that inhibition of thi naling pathway may be responsi-
ble tor the inhibitory action ot GABA on the excitability of
these cells.

Results

GABA Inhibition of cAMP Accwmnulation in GTI-7 Cells
The administration off GABA decreased the accumula-

tion of cAMP in GT1-7 cells in o dose- and time-dependent

manner (IFig. 1). Incubation of GT1-7 cclls for 30 min with
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. 2. Etfcet o muscimol. baclofen. and GABA alone or -
gether with bicuculline on cAMP content in GT1-7 cells. GT1-7
cells (incubated for 90 min in the presence of | mA7 IBMX) were
challenged for 30 min with increasing concentrations ol the
GABA -receptlor agonist muscimol (A), the GABA ,-rcceptor
agonist bacloten (B). or with asingle concentrution oF GABA (10
pAf) alone or in combination with increasing concentrations ol the
GABA -receptor anponist bicucolline (). Values represent the
mean = SEM of s dependent determinations. *p < 0,05 vs
basal value before the adminisuation of GABA,

increasing
phosphodi

:oncentrations of GABA in the presence of the
sterase inhibitor 3-isobutyl-1-meaedhyixanthine
(IBMX) ( | mA?). resulted in statistically significant inhibi-
tions of the intracellular concentrution of CAMP in response
10 100 nA 1. 1 pM, und 1O uAM GABA (Fig. 1AY. cAMP levels
gradually decreased in response to 10 pA GABA, becom-
ing statistically lower than the busal value inonly 2 min and
reaching a minimum atter 10 min of weatment (Fig. 1B).
Treatment of GT1-7 cells with the selective GABA j-recep-
tor agonist muscimol. but not with the GABAg-receptor
agonist bucloten, mimicked the dose-responsce inhibition
of intracellular cAMP uccumulation induced by GABA
(Fig. 2A.B). Figurc 2C shows that the inhibition of cAMP
accumulation induced by 10 paAf GABA was otully rever-
sed by the coadministcation of equimolir concentrations of
the selective GABA y-recepior uantagonist bicucualline. A
lower concentration of bicuculline (1 pAf) produced u par-
tial antagonism of the inhibitory effect of GABA on cAMP
formation.
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. 3. Dosc-responscrelationship for GAB A-evoked [C.r'] tran-
nts inGT1-7 cells. (A) Traces showing [Ca™), transients evoked
y 1. 10, 100, and 1000 pAf in Ium—”-lnudc.d GTI1-7 cell popula-
tions: (B) dose-responsc curve forthec GAB A-cvoked ICa"I Lran-
sicnts. Data were collected in seven independent recordings.
The lC:r"l' transient cvoked by 1000 pAMf GABA was normalized
to 100%%. The curve is the best fit of data to the logistic cquation
Y=E, /11 +EC,/C)]in which Cisthe concentration of GABA,
and it the fraction of the maximum value: EC,, was 2.9 M. The
Hill coelti nt (77) was assumed o be |

GABA Inhibition of K*-Induced

1Ca* ], Transients in GT1-7 Cells

By using tura-2 fluorometric recordings, we determined
the effects of GABA on the resting level of {Ci?*]; and on
the amplitude of K*-induced [Cu?*]; trunsicnts in popula-
tions of GT1-7 cells. Under the present experimental condi-
tions. GT1-7 cells showed stuble basal [Ca?*], (108 £ 10.3
nA7: 1 = 45). The administration of GABA resulted in con-
centration-dependent {Cu* ], trunsient responses (Fig. 3.
We examined seven cultures to generate a dose-response
curve for GABA. None of the cultures responded 10 0.1 pAMf
GABA. Inallof them, | uAf GABA infused for 120 s induced
a micasurable rupid and transient [Ca®*]; response. At con-
centrations of 10-100 pdf, GABA reliably evoked responses
of progressively higher amplitude. The clfect induced by
1000 pA¢ was similar to that induced by 100 uA? GABA.
The concentration at which GABA evoked i half-maximal
response (ECx,, was 4.5 pAf (Fig. 3B). These responses were
blocked by the GABA (-receptor antagonist picrotoxin
(data not shown).

A wypical series of [Cu*]; responses to repeated (20 min
apart) short-term (120 s) infusions of high K* concentra-
tions (35 A7) are shown in Fig. 4. These responses were
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Fig. 4. Effectof 35 liK‘] and GABA on |Ca®],inGTI1-7 cells.
|Ca?"), was measured in fura-2-loaded. cover s p-attached GT1-
7 cell populations by spectrolfuoromety. The horizontal bars
above cach trace indicate the time period during which esternal
conditions were changed. t A) Effect of repeated exogenous chal-
fenges (120 s) with 35 mA7 [K*] 2 (B) etfect of long-term (25 nmiin)
admi ration of GABA (10 pAf). Traces represent typical re-
sponses obtained in at least 10 independent experiments per-
formed tor cach condition.

highly reproducible within cach culture (Fig. 4A). reach-
ing an average amplitude of 210 = 23 nAf (n = 10). The
sustained infusion of GABA (10 pA?) for 30 min induced
a rupid and transient rise in [Ca2*}; (Fig. 4B). |Ca®*|; rap-
idly increased to peak at average values of 150 = 1 S nAf and
then decreased 1o return to basal levels between S and 8 min
after the onsel of GABA infusion. The administration ot
high K*. 5 min after the suspension of GABA infusion. pro-
duced [CaZ*]; responses of similar amplitude 1o those induced
by K* just before the intusion of GABA.

However, [Ca?*] responses trigpered by high K* were sub-
stuantially and reversibly affected during long-term infu-
sions of GABA (Fig. 5A). The amplitude of the K*-induced
[Ca>*); trunsient responses during GABA infusion reached
a peuk value roughly one-half of the value reached just
befoare the infusion of GABA. The amplitude of the tran-
sient responses triggered by K* infused right after the end
of the infusion of GABA showed a partial recovery. Figure
6A shows the average umplitude of 10 {Cu**]; responses
triggered by K infused before (st column) and during
(15 min after the onset, 2nd column) the adminisuwation of
GABA.GABA decreased the amplitude of the K*-induced
ICal‘]i transients to 157 = 15 nAf (.c.. 50% lower thun the
corresponding controls). Coadministration of the GABA -
receptor antagonist picrotoxin (100 pA? completely blocked
both of the effects of GABA (10 pA1), that is. the rapid and
transient stimulation of lCu'—'*li and the inhibition of the
amplitude of K*-triggered |Cu*+]; transients (Fig. 5B).
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Fia_. 5. Effcct of GABA or GABA plus picrotoain on K*-evoked
{Cu J, trunsients in GT'1-7 cells. (A) Effect of GABA (10 paf) on
lCz\"l trunsients evoked by 35 mA7 [K°] : (B) clfect of the com- o o]}

binced administration of” 10 pAf GABA \wlh the GABA -receplor
antigonist picrotoxin ( 100 A on [Ca?®' | transients a:vokcl.l by 35
mAT [K™],. Traces represent typical responses obtained in 10 in-
deL‘IldL‘nl cxperiments performed for cach condition.

Figure 7 shows typical traces of K*-induced [Ca®*); re-
sponses in GT1-7 cell populations infused with muscimol
or bacloten. Infusion ot GT1-7 cell populations with the selec-
tive GABA -receptor agonist muscimol (10 pAN mimicked
both of the etfects elicited by GABA. that is. a rapid and
unnsient stimulation of [Ca2*|;, followed by the inhibition
of [Ca?*); transients triggered by high concentrations of K+
(Fig. 7A). By contrast, the infusion of GT1-7 cell popula-
tions with the selective GABA-recepror agonist baclofen
(100 pA7) did not atfect the amplitude of K*-triggered [Ca?*};
transients nor induce any early deflection on the basal level
of [Ca® ], (Fig. 78B).

Blockade of GABA Inhibition

on K*-Induced ICa"‘I,. Transienis by cAMP

Co-infusion ot GT1-7 cell populations with GABA (10
A7) plus the direct-activator of adenylyl cyclase forskolin
(20 pA, resulted in the blockade of the inhibitory response
of GABA on the amplitude of K*-triggered [Ca?*]; uran-
sients (Figs. 6 and 8A). The intfusion of forskolin had no
effect on the rapid stimulatory action ot GABA on [Ca?*);
(Fig. 8A). Ax shown in Figs, 6B and 8A. the amplitude of
K*-induced [Ca*}; transients was not modified in 14 GT1-
7 cell cultures coinfused simultancously with GABA and
forskalin. A similar result was obtained with the cAMP
analog 8-Br-cAMP. Coinfusion of GT1-7 cell populations
with 8-Br-cAMP (1 mA?) prevented the inhibition of K*-
triggered [Ca®* ], transients induced by GABA (10 paAf),
while Jeaving the rapid and transient stimulatory action of’
GABA on [Ca?*|; unaffected (Fig. 88).

1st 2nd

Fig. 6. Summuary of the effects of GABA alonce or in combinution
with forskolin on K*-evoked [Ca’ |, rises in GT1-7 cells. GABA
inhibited the [Ca®*), rises evoked hy K* to about S0%. of control
trution of forskolin (20 puAf) reverted the elTect of
1st. K*-cvoked [Ca® ), rise belore the administration
of GABA or GABA plus forskolin; 2nd. K -cvoked [Cu?*], rises
during GABA or GABA plus furskolin. 7 < (0,05 vs st value,
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2. 7. Effect of muscimol or baclofien on K*-cvoked [Cu?*§, rises
inGT1-7 cells, (A) Elfect of administramtion of the GABA _-recep-
tor agonist muscimol (10 pAY) on [Ca® |, transicnts evoked by 35
mM K75 (B) cffect of administration of the GABA -rcceptor
agonist baclofen ( 100 pAD on [Ca® 1, trransienis cvoked h\- 35 mAM
{K*},. Traces represent typical respon: in five md(.pn:mlcm
cxpcrimcm.s performed for each condition.
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¥Fig. 8. Effcct of GABA in combination with 4 ¢cAMP analog
or an activator of adenylyl cyclase on K*-cvoked [C.r’] rises in
GT1-7 cells. (A) Effect of the combined administration of 10 nat
GABA with 20 pAf torskolin on [Ca®'); transients evoked by 35
mAf (K], ;: (B) effect of the combined ‘administration of 10 pAt
GABA w-lh 1 A7 8-Br-cAMP on [Ca®' ], transients evoked by 35
mAf [K*],. The traces represent typical responses obtained in 10
independent experiments perforimed for each condition.

Discussion

In the present study, with the use of fura-2 flucrometric
recordings in monaolayver networks of immortalized GnRH
neurons of the GT1-7 lincuge. we demonstrated that GABA
inhibited ncuronal excitability and that this ciTect was sec-
ondary to the inhibition of the adenylyl cyclase/cAMP path-
way. Qur results also show that both of these effects of GABA
are triggered by the activation of GABA , receptors.

GABA hus the ability to stimulate a rapid and transient
cpisode of GnRH sceretion in GT1 neurons (20). This find-
ing suggested that GT1 cells maintained elevated levels of
intracellular chloride. which could be the result of a chlo-
ride intrusion mechanism. such as the one mediated by the
soadinm-potassium-(2)-chloride cotransporter (24.25). or
the luck of an active chloride extrusion mechanism, such as
the clectrancutral potassiume-chloride cotransporter (26,
27), or the inwardly rectifying chloride chunnel (28.29). all
of which would result in a chloride reversal potential above
the membrane potential. Consistent with this interpretation
is the finding that GABA triggers the efflux of chloride
ions, the dcpul.:ri/.ﬂiun of the membrane. and a transicent
increuse in [Ca?+]; (7/9.22.22). The level of e *\pr;.<s|0n of
these chloride-intruding and -extruding molccules in GT|
ceils remains 1o be determined.

The evaneseent (lasting for only 10-15 min) increase in
{Ca?=y;, observed here in the recorded population of im-
mortalized GnRIH neurons in response 1o GABA and mus-
cimol. is consistent with previous reports in single GT1-7

cell recordings (/9) and GT1-7 cell populations (30). It is
possible that this initial {Ca2*|; transient triggers the inhi-
bition of adenylyl cyclase. leading to the decreased cell
excitability observed 15 min after the onset of GABA intu-
sion. The regulation of adenyly! cyclase by Cu?* provides
a confluence of two major signaling pathways with profound
physiological significance. For instance, Ca?* inhibition of
adenylyl cyclase has been proposed to contribute to oscilla-
tions and pacemaking in cardiac tissue (37) and the mainte-
nance of endothelial cell permeability (32). Calcium huas been
recognized as playing a criticul regulatory role in mortulat-
ing adenylyl eyclase activity. since two of the nine distinet
mammalian adenylyl cyclases that have been cloned o
dute (37.33). numely types V and VI are directly inhibited
by submicromolar concentrations of calcium (37.34). Ade-
nylyl cyclase type VI is widely expressed in the central
nervous system (335). Morcover. the expression of adenylyl
cyclase type V was recently reported in GT1-1 and GT)-7
cells (36), providing the basis for a putative GABA -trig-
gered ionotropic regulation of cAMP formuation. In spite of
this auractive possibility, the actual mechanism by which
GABA receptors trigger the inhibition of adenyliy! cycl-
ase remains to be determined.

We previously reported that baclofen inhibited the am-
plitude of the pulsatile release of GnRH in GT1-1 cells,
without atfecting the basal levels of secretion (20). Expres-
sion of low levels off GABAy receptors was previously
shown by the binding of *H-baclofen to synaptosomaul mem-
branes from GT1-7 cells (37). Becuuse GABAR receptors
usually are negatively coupled to adenylyl cyclase, in this
study we tested the effect of GABA on ¢cAMP formation.
Qur results show a robust inhibitory effect of GABA on the
accumulation of cAMP in GT -7 cells that reached a mini-
mum value 10 min after the onset of GABA and lasted for
at least 30 min, without any sign of desensitization. These
experiments were pertormed in the presence of an inhibitor
of phosphodiesterases (IBMX). suggesting that GABA in-
hibited the synthesis of ¢cAMP rather than increased the
degradation of the cyclic nucleotide. The inhibitory effect
of GABA on cAMP accumulation was blocked in a dose-
dependent fashion by the antagonist bicuculline, suggest-
ing that this effect wus mediated by the activation of
GABA . receptors. This is consistent with the observation
that the GABA y-receptor agonist muscimol dose and time
dependently decrease the intracellular content of cAMP in
GT1-7 cells. GABA and muscimaol also decrease the tor-
mation of cAMP in GT1-7 and GT1-1 cells. stimulated by
dopuamine. norepinephrine, and forskolin. suggesting a
robust inhibitory effect of GABA 4 receptors on the acliv-
ity of adenylyl cyclase (unpublished observations).

However, baclofen did not atfect the formation of cAMP.
nor did it affect basal or K*-triggered [Cu**); trunsients.
Thus, in accordance with Hales et al. (79)and Spergel et al.
(30). our present results show that GAB A, receptors are not
coupled to calcium mctabolism in GT1 cells, Alhogether.
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these observations suggest that the inhibitory effects of
bucloten on pulsatile GnRH secretion reported in GT1-1
cells (20). on K*-triggered GnRH secretion in GT1-7 cells
(37). on GnRH scorction {rom hypothalamic fragments
(38). and on GnRH gene expression (39), do not involve
the inhibition of the ¢cAMP pathway nor the modulation of
calcium signaling. Even though our study was not aimed at
resolving this issue. the present results appear to be incon-
sistent also with an increased potassium conduetance or a
decreased calcium influx, the other actions attributed to
GABAy, receptor stimulition (40). Thus, the nature of the
stgnaling pauthway coupling the effects of baclofen on GnRH
neurons remains 1o be determined.

One of the interesting findings in our experiments is that
activation of adenylyl cyclase can block the inhibitory action
of GABA on K*-triggered [Cu®*]; trunsients, suggesting
that the inhibitory effect of GABA on GT1-7 cell excitabil-
ity could be the consequence of decreased intracellular cAMP
cancentrations. Accordingly. blockade was also observed
in cells reated with exogenous cAMP analogs. The eleva-
tion of CAMP levels in GTH cellsis clearly associated with
cell depolarization and GnRH secretion. Increasing cAMP
levels by administrution of cAMP analogs, by activation of
adenylyl—cyclase coupled receptors. and by direct activa-
tion of adenylyl cyclase. all result in facilitation of GnRH
seeretion (4/7-+3). Although it is generally accepted that
CAMP {unctions via activation of cAMP-dependent pro-
1ein kinase (protein kinase A [PKA]), it is also known that
cAMP has a direct effect on cellular function independent
of PKA uactivation (44). GT1 cells were recently shown to
express functional eyclic nucleotide-gated cation channels.
suggesting that cAMP may have a direct etfect on cellular
excitability (36

Taken together. our results suggest that the activation
of GABA 4 receptors on GTI-7-immorulized GnRH necu-
rons. known 1o rapidly result in cell membrane depolariza-
tion and increased [Ca?*),. lcads 1o a sustained inhibition of
adenylyt cyclase. This action, in turn, provides a sustained
inhibition of cellular eacitability und, hence, could help ex-
plain the long-term. desensitization-resistant inhibition of
pulsatile GnRH xcceretion by GABA. The role that these
mechanisms identified in immornalized GnRH neurons may
play in the regulation of reproduction by GABA through
the direct modulation of GnRH neuronul physiology remains
to be determined.

s and Mecethods

Materia
Reagenits

Fura-2 AM. y-amino-nz-butyric acid, muscimol hydro-
bromide, (2)-bacloten, (—)-bicuculline methiodide, picro-
toxin, forskolin. 8-Br-c AMP sodium, and IBMX were pur-
chased from Reseurch Biochemicuals (Natick, MA). Ade-
nosine 3'. S'-cyclic phosphoric acid 2'-Q-succinyl-3 [125]]
iodotyrosine methyl ester (2000 Ci/mmol) was purchased
from Amersham (Little Chalfont, UK).

Cell Culture

The GT1-7 cell line tkindly provided by R. I. Weiner.
University of Calitfornia, San Francisco), was cultured in
Dulbecco™s moditied eagle™s medium supplemented with
10% of fewal bovine serum and penicillin/streptomycin.
The cells were plated at a density of 2 < J07 cells/mL
dircctly on 24-well plates, or on 35-mm plastic Petri dishe
containing 9 X 22 mm glass cover slips ( Termanox, Mile:
Naperville, IL) coated with poly-L-lysine. The cultures
were maintained at 37°C in 4 water-saturated atmosphere
of 95% O, and 5% COa. Cells were cultured until they reached
50-70% confluency. at which time medium was replaced
by u defined medium (Opti-MEM: Gibco, Grand Island,
NY) without serum ftor 2 d.
cAMP Studies

The GTI1-7 cells were cultured with Opti-MEM supple-
mented with 1 mAf 1IBMX for 90 min. Cells were then chal-
lenged with GABAecrgic drugs tor the last 1-30 min. At the
end of the incubation period, the cells were lysed in 1 mL
of ice-cold 0.1 ¥ HCl and frozen on dry ice overnight. Then,
lysates were sonicated and incubated at 3°C for 48 h, Atter
centritugation (10.000¢g for 30 min). the supernatants were
stored at —20°C until radicimmunoassayed for cAMP.

cAMP Radivimmunoassay

cAMP from cell extructs was determined by radioim-
munoassay, using rabbit anti-cAMP polyclonal antiserum
ABS035 (Chemvicon. Temecula, CA). after acetylation of the
sumples with tricthylamine-acetic anhydride (2:1). All
ples from an experiment were analyzed in the same
The limit of detection was 10 fmol/ml and the intr:
cocfficient of variation was 2.8%.

Measurement of {Ca®*],in Cell Populations

The cover slip-attached cultures were washed twice
with Ringer’s solution (140 mA7 NaCl; 2.8 mAf KCi: 2.0
mM MgCla: 1.0 mA7 CaCl: 10 maM HEPES: and 10 maA7
glucose, pH 7.3), and the cells were then loaded with 2 A7
acctoxymethyl ester of the Ca*-sensitive dye fura-2 ([ fura-
2 AMY], freshly dissolved in 10 pLl of dimethyl sulfoxide
and then diluted in 30 mL of Ringer's solution) for 60 min.
Then, fura-2 AM solution was removed by rinsing twice
with Ringer’s solution for 20 min at 37¢C for completion
of ester hydrolysis. The cover slips were suspended in a
quartz cuvet so that the plane of the cover slip was at i 45¢
angle 1o the incident light and turned away from the emis-
sion monochromator so that reflected light would be mini-
mal. Cells were continously perfused with Ringer's solu-
tion and eventually replaced by Ringer’s solution contuin-
ing high K* (35 miM: NaCl was isosmotically replaced by
KChH, GABA.GABA agonists. GABA antagonists, forsko-
lin. or 8-Br-cAMP. Determinations of [Cu®*]; were made
in a spectrophotometer (SLM-Aminco, Rochester. NY)
equipped with a 150-W xenon lamp. The cells were alter-
nately exposed 1o 340- and 380-nm tight, and fluorescence
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emission #t 540 nm was collected, digitalized. and ana-
lyzed by the software provided with the specirophotom-
cter. Constants were determined for cach cover slip using
S5 M jonomycin for R, at 1 mM [Ca?*l,, and 5 mM EGTA
for R in- The ratio of the fluorescence excited at the 1two

waveleagths (R = Fi0/Fang)

vas calibrated 10 express [Ca™

using the formula proposed by Grynkiewicz et ul. (45).
Data Analysis

The statisticul significance of the results was tested by

a one-way analysis of variunce followed by Fisher's
ple comparison test at 0,05 level of significance.
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