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Resumen

El neurotransmisor GABA es un importante modulador de la secrecion de la GnRH, y en
consecuencia de la reproduccién. En células GnRHérgicas inmortalizadas el GABA actla
via receptores ionotrdpicos tipo GABAA,, generando un efecto bifasico en la secrecién de la
GnRH. Un incremento inicial de la secrecion de la GnRH es disparado por un aumento
transitorio en la [Ca®*];, mientras que un decremento progresivo de los niveles de la GnRH
es acompafado por la caida en la [AMPc];. Los experimentos descritos en este trabajo
fueron disefiados para explorar las posibles vias de sefializacion involucradas en este
mecanismo novedoso de inhibicion GABAérgica sobre la sintesis del AMPc en las células
GT1-7. Usando la metodologia de la RT-PCR y la PCR en tiempo real, hemos encontrado
que las células GT1-7 expresan 8 de las 9 isoformas membranales de la adenilato ciclasa
(AC) conocidas hasta el momento, incluyendo en mayor proporcion a la AC3y la AC9, asi
como la AC5 y la AC6, todas éstas reguladas negativamente por un incremento en la
[Ca?*]. En contraste, las isoformas de la AC que son positivamente reguladas por
incremento en la [Ca®*]i son pobremente detectables (AC1) o indetectables (AC8). La
activacion farmacologica de los canales de calcio operados por voltaje tipo L con BayK
8644 produjo un decremento en la [AMPc]; similar a la inducida por el GABA, mientras
que el bloqueo de estos canales de calcio con verapamil revierten el efecto del GABA en la
sintesis del AMPc. Mas adn, el bloqueo de la calcineurina con deltamethrin, FK-506 o
ciclosporina A previno el efecto inhibidor del GABA sobre la [AMPc]; apoyando el papel
de la AC9 en este efecto. Adicionalmente, bloqueando a la cinasa dependiente del complejo
calcio-calmodulina tipo 2 (CamKIl, por sus siglas en inglés) con KN-62 parcialmente
revirtio la accion del GABA, sugiriendo que la AC3 puede estar involucrada en este efecto.
Finalmente, el GABA incrementa la actividad de la fosfatasa con una modalidad
dependiente del calcio, dicho efecto es bloqueado por los inhibidores de la calcineurina. En
conjunto, nuestros resultados muestran que la accion del GABA a través de la activacion de
los receptores GABAA pueden disminuir la actividad de las neuronas GnRHérgicas
inmortalizadas, y que el efecto del GABA parece ser mediado por un incremento transitorio
de la [Ca®*]; sequido por la activacién de la calcineurina y la CamKlI, produciendo una
desfosforilacion de la AC9 y la fosforilacion de la AC3 respectivamente, y la subsecuente

reduccion de la sintesis del AMPc.



Abstract

The neurotransmitter GABA is an important modulator of GnRH, and consequently of
reproduction. GABA, acting via ionotropic GABAA, receptors, exerts a biphasic effect on
GnRH secretion in immortalized GnRH cells. The initial increase in GnRH secretion is
triggered by a sharp rise in [Ca?'];, while the progressive decline of GnRH levels that
follows is paralleled by reduced levels of intracellular cCAMP. The experiments described
here were designed to explore the potential signaling pathways involved in this novel
GABA, ionotropic inhibition of cCAMP synthesis in GT1-7 cells. Using RT-PCR and real
time PCR, we found that GT1-7 cells express 8 of 9 known membrane adenylyl cyclase
(AC) isoforms, including a large proportion of AC3 and AC9, as well as AC5 and ACS, all
of which are negatively regulated by increases in [Ca?'];. In contrast, isoforms of AC that
are positively regulated by [Ca®"]; were barely detectable (AC1) or undetectable (ACS).
Pharmacological activation of L-type voltage-operated calcium channels with BayK 8644
produced a decrease in [CAMP]; similar to that induced by GABA, while blocking these
calcium channels with verapamil reversed the effect of GABA on cAMP synthesis.
Furthermore, blocking calcineurin with deltamethrin, FK-506 or cyclosporin A blocked the
inhibitory effect of GABA on [cCAMP];, supporting the involvement of AC9 in this effect.
In addition, blocking Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase 11 (CamKIl) with KN-62
partially reversed the action of GABA, suggesting that AC3 may also be involved in this
effect. Finally, GABA increased phosphatase activity in a calcium-dependent manner, an
effect blocked by calcineurin inhibitors. Collectively, our results show that the ionotropic
action of GABA via the activation of GABAAa receptors can decrease AC activity in
immortalized GnRH neurons, and that the effect of GABA appears to be mediated by a
transient increase in [Ca?']; followed by activation of calcineurin and CamKII, leading to
dephosphorylation of AC9 and phosphorylation of AC3 respectively, and subsequently
reducing the synthesis of cCAMP.



Introduccion

En los mamiferos, la regulacion de la funcion reproductiva es un proceso complejo
de integracion de sefiales emitidas por el hipotdlamo, la adenohipofisis y las gonadas. Este
eje reproductivo esta organizado de forma jerarquica, donde la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés) es la sefial clave para la orquestacion de la
fertilidad. La funcién reproductiva requiere de una estrecha regulacion de las neuronas
GnRHérgicas mediada a través de diversos neurotransmisores incluyendo al acido y-amino
butirico (GABA). Por estudios neuroanatdmicos se han identificado sinapsis GABAérgicas
en las neuronas GnRHeérgicas (Jennes et al., 1983 y Pompolo et al., 2003) y se encontr6 que
estas neuronas expresan receptores del tipo GABAAa (Jung et al., 1998; Pape et al., 2001,

Todman et al., 2005) que son funcionales (Spergel et al., 1999).

En las ultimas décadas se ha mostrado que el GABA tiene efectos fisioldgicos tanto
inhibidores como facilitadores sobre el eje reproductivo, incluyendo efectos directos en las
neuronas GnRHergicas. Estudios realizados principalmente en roedores y ovejas sugieren
una accion predominantemente inhibidora del GABA sobre las neuronas GnRHérgicas
mostrando que la aplicacion de antagonistas de los receptores GABAA incrementa la
liberacion de la LH (Lamberts et al., 1983; Adler y Crowley., 1986; Ferreira et al., 1998).
Ademas, existe una relacion inversa entre los niveles del GABA y la secrecion de la GnRH
en mediciones realizadas en el area preoptica (Jarry et al., 1988; Robinson et al., 1991;
Herbison y Dyer., 1991) y la administracion de antagonistas de los receptores GABAA, en el
tercer ventriculo adelanta el inicio de la pubertad en monos rhesus (Keen et al., 1999). En
contraste, el GABA también tiene influencia fisiologica estimulando al eje reproductivo, al
inducir una excitacion rapida en las neuronas GnRHérgicas (Han et al., 2002; DeFazio et
al., 2002; Moenter y DeFazio et al., 2005) y la liberacion de la LH (Bilger et al., 2001).
Ademas, se ha mostrado que el GABA produce la hiperpolarizacién de las neuronas
GnRHeérgicas (DeFazio et al., 2002; Moenter y DeFazio., 2005) mediante la activacion de

los receptores al GABAA, al utilizar al agonista muscimol (DeFazio et al., 2002).



Aln cuando es evidente el papel fisiologico del GABA en la reproduccion,
permanece elusivo el efecto directo del GABA sobre las neuronas GnRHérgicas. El estudio
de estas neuronas se ha dificultado debido a que son una poblacion escasa con una
distribucién dispersa en el hipotalamo. Estas caracteristicas anatomicas han impedido
discernir si el efecto de un neurotransmisor determinado se ejerce de forma directa sobre las
neuronas GnRHérgicas y/o bien de manera indirecta involucrando inter-neuronas aferentes
a éstas. Ademas, estas caracteristicas anatomicas dificultan la identificacion del origen de

las aferencias a las neuronas GnRHérgicas.

Actualmente esta disponible una linea celular de neuronas secretoras de la GnRH
(células GT1) que comparte numerosas caracteristicas con las neuronas GnRHérgicas in
vivo (Mellon et al., 1990) y permite estudiar a los mecanismos de sefializacion involucrados
en la compleja regulacion de la liberacion de la GnRH. En esta linea celular, el GABA
produce un efecto bifésico de la secrecidn de este neuropéptido (Martinez de la Escalera et
al., 1994), que consiste en una fase inicial de activacion transitoria y una fase sostenida de
inhibicién tardia. La primera esta caracterizada por un incremento transitorio de la [Ca®"];
mediado por la apertura de canales de calcio operados por voltaje tipo L (COVL) (Sun et
al., 1997). La fase tardia se caracteriza por una disminucion sostenida en la secrecion de la
GnRH (Martinez de la Escalera et al., 1994) y en los niveles de la [AMPc]; (Beltran-
Parrazal et al., 2001).

El evento de estimulacion inicial es consecuencia de la activacion de los receptores
GABAA que genera un flujo saliente de cloro resultando en la despolarizacion de la
membrana y aumentando la excitacion celular (DeFazio et al., 2002). Las neuronas
GnRHeérgicas in situ y la linea celular GT1 mantienen niveles elevados de [CI]; debido a la
homeostasis del cloro mediada por 2 cotransportadores. Esto se explica por la actividad
aumentada del cotransportador de Na'/K*/2CI" (NKCC-1) que favorece la acumulacion
intracelular de este anién. En contraste, el cotransportador que extruye el cloro al estar
acoplado a potasio (KCC-2, por sus siglas en inglés) tiene menor actividad. En conjunto,

existe un balance a favor de la acumulacion de la [CI']; (DeFazio et al., 2002).



Por lo tanto, la activacion de los receptores a GABAA genera un flujo saliente de
cloro que resulta en una despolarizacion e induce la apertura de canales de calcio operados
por voltaje tipo L (CCOVL), lo que aumenta de forma transitoria la concentracion
intracelular del calcio ([Ca®*];) (Sun et al., 1997). Esto produce un episodio Gnico de
liberacion de la GnRH (Martinez de la Escalera et al., 1994). La fase inicial de estimulacién
del GABA es seguida por un decremento prolongado de la secrecion de la GnRH y es
acompafiada, en paralelo, por la reduccion persistente de los niveles intracelulares de la
adenosina-3’,5’-monofosfato ciclico (AMPc) y de la excitabilidad celular (Beltran-Parrazal
et al., 2001). Todos estos efectos tardios, incluyendo el decremento persistente del AMPCc,
son producidos por los agonistas de GABAA Yy blogueados por el uso de antagonistas
(Beltran-Parrazal et al., 2001).

En este trabajo, encontramos que el incremento transitorio del calcio era capaz de
mimetizar la disminucion prolongada en la sintesis del AMPc mediada por el GABA en las
celulas GT1. Ademas, determinamos que las células GT1 expresan subtipos de la AC que
son inhibidos por el calcio, incluyendo a la AC9 cuya actividad es disminuida por la
desfosforilacion mediada por la fosfatasa dependiente de calcio denominada calcineurina,
también conocida como PP2B (Antoni et al., 1995; Antoni et al., 1998; Paterson et al.,
2000). Ademas encontramos que la movilizacion del calcio -similar a la inducida por el
GABA- es capaz de disparar una reduccion duradera de los niveles del AMPc en las células
GT1-7. Més aun, la inhibicion del AMPc mediada por el GABA fue bloqueada o reducida
por la calcineurina y la cinasa dependiente del complejo calcio-calmodulina tipo 1l
(CamKll), respectivamente. En consecuencia, la calcineurina/AC9 y la CamKII/AC3 estan
implicadas en la cascada de regulacion. Asimismo, demostramos que el GABA incrementa

la tasa de desfosforilacion mediada por la calcineurina en las células GT1-7.



Antecedentes

1. Regulacion neuroendocrina de la reproduccion.

La fertilidad esta finamente regulada puesto que el éxito reproductivo es esencial
para la perpetuacion de la especie. Evolutivamente, los vertebrados han desarrollado la
capacidad de evaluar su entorno para asegurar al maximo la supervivencia de las crias. Por
lo tanto, la fertilidad es influida por factores tanto externos como internos. La informacién
externa esta representada fundamentalmente por diversas sefiales medioambientales entre
las que resaltan las fotoperiddicas, asi como sefiales emitidas por individuos del género
opuesto, la presencia de depredadores y la disponibilidad del alimento. Entre las
modalidades de la funcion interna estan las asas de retroalimentacion de las hormonas
esteroideas, asi como la informacion sobre el balance metabolico y emocional. Este cimulo
de sefiales es percibido por el sistema nervioso central (SNC), en donde es integrado y la
resultante de esta informacion accede al eje reproductor a través de vias aferentes sinapticas
que involucran neuromediadores de naturaleza muy diversa (Martinez de la Escalera et al.,
2004).

El eje neuroenddcrino reproductor es la via final de salida que modula finamente la
fertilidad. Este eje esta conformado por el hipotalamo, la adenohipdfisis o pituitaria y las
gonadas (HPG). El eje HPG tiene una organizacion jerarquica y cada nivel del eje sintetiza
y libera hormonas (Figura 1). En el hipotdlamo se encuentra una poblacién escasa de
neuronas que secreta a la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en
inglés). Esta hormona es un decapéptido que se secreta de forma pulsatil a la eminencia
media. La GnRH es transportada por la circulacion portal que esta conformada por 2 plexos
capilares que comunican al hipotalamo con la glandula hipéfisis anterior. En la
adenohipdfisis, la GnRH se une a su receptor localizado en los gonadotropos para estimular
la sintesis y secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante del
foliculo (FSH). Estas hormonas en conjunto son nombradas gonadotropinas y emulan la
secrecion episddica de la GnRH. Las gonadotropinas viajan por la circulacién sistémica
hasta alcanzar a las gonadas en donde modulan la gametogénesis y la produccion de
hormonas esteroideas que comprenden a los estrogenos, las progesteronas y los androgenos
(Fink 2000; Gore 2002).



Aunque cada nivel del eje HPG es critico para la funcion reproductiva, la GnRH es
el regulador primario del sistema entero. Esto se debe en parte a que la hormona esta
altamente conservada a lo largo de la escala filogenética y a que en la ausencia de las
neuronas GnRHérgicas nunca ocurre la maduracion reproductiva, salvo que se estimule el
resto del eje HPG de forma exdgena (Plant y Barker-Gibb, 2004; Ojeda et al., 2006).

Neuronas
GnRH

Hipotalamo

Eminencia media

|t
FSH

Figura 1: Eje hipotdlamo-hipofisis-goénadas. La GnRH es liberada a la eminencia media para ser conducida a
la adenohipofisis donde estimula la liberacion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante del
foliculo (FSH). Estas gonadotropinas a su vez, inducen la maduracion de gametos y la biosintesis de
esteroides provenientes de las gonadas. Modificado de: Nature Neuroscience 2004;7:1040-1047.

2. Generalidades de las neuronas GnRHérgicas

La funcidn reproductiva es modulada a nivel del SNC por un escaso nimero de
neuronas secretoras de la hormona GnRH que tienen una distribucion difusa a lo largo del
hipotalamo (Wray et al., 1989). A diferencia del resto de las neuronas hipotalamicas, las
neuronas GnRHérgicas tienen su origen fuera del hipotdlamo y migran para alcanzar su
destino final durante la embriogénesis (Tobet et al., 2001; Bless et al., 2005). Durante la
infancia permanece silente la secrecion de la GnRH y el aumento en la frecuencia y la
amplitud de la secrecion de la GnRH establece la pubertad (Terasawa y Fernandez., 2001).
En la edad adulta, la secrecion pulsatil de este neuropéptido modula la fertilidad (Dierschke
et al., 1970; Belchetz et al., 1978).



2.1 Origen embrionario de las neuronas GnRHérgicas

Las células precursoras de las neuronas GnRHeérgicas se diferencian en etapas
tempranas del desarrollo en la placa olfatoria medial. Estas neuronas contindan su
diferenciacion mientras migran a través del septum nasal y entran al mesencefalo junto con
el nervio terminalis que forma parte del sistema olfatorio accesorio, para llegar al area
septal-predptica y al hipotdlamo (Wray et al., 1989; Tobet et al., 2006). Las neuronas
GnRHeérgicas forman un continuo que se extiende desde la region septal hasta el area
premamilar, presentando su mayor densidad neuronal en el hipotdlamo anterior, area
predptica media y el septum medial. Este grupo neuronal envia procesos axonicos hacia la
eminencia media y comienza a secretar sus productos una vez que finalizan su migracion
hacia el cerebro anterior (Schwanzel-Fukuda y Pfaff., 1989; Wray et al., 1989). A pesar de
que el raton es el modelo que mas se ha utilizado para la realizacion de estudios de
migracion y diferenciacion, se ha evidenciado que lo descrito en este modelo es un
fendmeno general que se presenta en otros vertebrados (Silverman et al., 1994). El
sindrome llamado hipogonadismo hipogonadotropico se ocasiona porque las neuronas
GnRHérgicas no migran y producen alteraciones en el desarrollo de las génadas y, en
consecuencia, infertilidad (MacColl et al., 2002). Es por esta razon que se concluy6 que las
neuronas GnRHérgicas que migran hasta el hipotdlamo y proyectan sus axones hacia la
eminencia media son las Unicas que participan directamente en la funcion reproductiva
(Schwanzel-Fukuda y Pfaff., 1989).

2.2 Distribucion anatomica de las neuronas GnRHérgicas

La distribucion de las neuronas GnRHérgicas y sus proyecciones axonales en
adultos han sido descritas en diversas especies. La mayor parte de estas neuronas estan
localizadas en la regién septal, predptica e hipotalamica, formando un continuo desde la
banda diagonal de Broca, hasta el nucleo de la estria terminalis y otras areas diencefalicas
incluyendo al nucleo periventricular, las areas predptica medial y lateral, asi como el
hipotalamo anterior y la zona retroquiasmatica (Silverman et al., 1994). Aparte de presentar
una distribucion muy difusa, las neuronas GnRHérgicas conforman una poblacion neuronal
muy pequefia ya que se han reportado que en la mayoria de los mamiferos hay entre 1000 y
3000 neuronas GnRHérgicas (Wray et al., 1989).



Silverman y colaboradores en 1987 demostraron que las neuronas GnRHérgicas no
conforman un grupo celular definido y que no es posible identificarlas del resto de las
neuronas hipotalamicas utilizando criterios morfologicos. Asimismo, se evidencio que las
neuronas GnRHérgicas proyectan sus terminales axonales hacia la eminencia media, en
donde liberan al neuropéptido GnRH a la circulacion porta-hipofisaria que irriga a la
adenohipdfisis (Silverman et al., 1987). Por medio de estudios ultraestructurales se
demostré que las neuronas GnRHérgicas presentan contactos sinapticos axosomaticos y
axodendriticos con otras neuronas GnRHérgicas y la presencia bien definida del espacio
sinaptico. Ademas, se mostro el agrupamiento de vesiculas secretoras en la presinapsis y
especializaciones membranales en los extremos pre y postsinapticos (Witkin y Silverman.,
1985; Leranth et al., 1985). Ademas se ha encontrado que las neuronas GnRHérgicas tienen
dendritas primarias largas (hasta 1500 um) que estan cubiertas de espinas que sugieren la
presencia de abundantes aferencias que participan en la integracion neuronal dentro de la
red de neuronas GnRHérgicas (Campbell et al., 2005).

3. La linea celular inmortalizada de neuronas GnRHérgicas GT1.

El estudio de las neuronas GnRHérgicas a nivel molecular y celular es problematico
debido a sus caracteristicas anatomicas, ya que se trata de una poblacion neuronal escasa y
con una distribucion difusa. Para tratar de resolver estas limitaciones técnicas, se generd
una linea celular inmortalizada de las neuronas GnRHérgicas denominada GT1. Esta linea
celular fue desarrollada por Mellon y sus colaboradores (Mellon et al., 1990), y a la fecha
es un modelo ampliamente aceptado para el estudio de mecanismos moleculares asociados
a la secrecion de la GnRH. El abordaje utilizado consistié en inducir genéticamente la
formacidn de un tumor de neuronas GnRHérgicas. Para este fin se construy6 un gen hibrido
mediante la combinacién de la region promotora del gen de la GnRH y la regién
codificante el oncogén antigeno T del virus de simio SV40. Esta construccion (denominada
GnRH-Tag) se introdujo en ovulos fecundados que se obtuvieron de la cruza de las cepas
de ratones CB6F;/J (C57BI/6J X BALB/cJ). Los embriones fueron implantados en un

hembra seudoembarazada y se obtuvieron 9 ratones transgénicos que fueron infértiles.



Tanto en hembras como en machos se observo que las gonadas y los 6rganos
sexuales accesorios estaban sin desarrollar, sugiriendo que la construccion GnRH-Tag
afecta la funcion reproductiva al interferir con la madurez sexual. Uno de estos ratones
produjo un tumor grande localizado cerca del borde dorsal del quiasma Optico y se extendia
hasta quedar debajo de la cdpsula interna, desplazando la comisura anterior. Una porcion
del tumor fue utilizada para verificar la presencia de la construccién de GnRH-Tag y el
resto del tumor se cultivo. Por la técnica de Northern blot se demostré que expresaba
abundantemente ARNm correspondientes a la construccion GnRH-Tag. El tumor fue
cultivado por 6 meses con la finalidad de depurar y aislar a las neuronas GnRHérgicas y por
dilucion seriada se obtuvieron 3 clonas denominadas GT1-1, GT1-3y GT1-7. Estas celulas
se propagaron por 18 meses mas sin cambios fenotipicos aparentes y se almacenaron en
nitroégeno liquido. La velocidad de crecimiento de estas tres clonas es variable, de tal
manera que las clonas GT1-3 y GT1-7 duplican su poblacion en 36 horas y la clona GT1-1
cada 3 0 4 dias (Mellon et al., 1990).

Todas las clonas derivadas del tumor GT1 muestran una morfologia de tipo
neuronal, puesto que presentan extensiones espontaneas de neuritas que terminan en conos
de crecimiento 0 que hacen contacto con neuronas distantes. Al igual que las neuronas
GnRHeérgicas in vivo (Leranth et al., 1985; Weiner et al., 1992), las células GT1 hacen
contactos sinapticos entre ellas (Mellon et al., 1990; Weiner et al., 1992). También se
encontré que esta linea celular expresa a la enzima glicolitica enolasa que se sintetiza
exclusivamente en las neuronas, y no se detecto la expresion de la proteina acidica fibrilar
de la glia (GFAP) ni componentes de la mielina, por lo tanto, se descartd que las células
GT1 tengan un origen glial (Mellon et al., 1990). Otra propiedad de esta linea celular es
que conservan caracteristicas de neuronas secretoras puesto que los organelos asociados a
la secrecion como son el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico rugoso se encuentran
muy desarrollados en estas células, y que se observan abundantes vesiculas secretoras
(Weiner et al., 1992).



Por otra parte, las células GT1 tienen un alto grado de diferenciacién, ya que
expresan una amplia gama de canales i6nicos membranales, que favorece la generacion y
propagacion de potenciales de accion de manera espontanea. Entre estos canales ionicos se
cuentan canales de sodio sensibles a tetrodotoxina, cuatro modalidades de canales de
potasio (tres salientes y un rectificador entrante), asi como canales de calcio de los tipos L y
N (Bosma., 1993). Se ha demostrado tanto en neuronas GnRHérgicas en rebanadas de
hipotdlamo (Drouva et al., 1981), como en las células GT1 (Weiner et al., 1992; Martinez
de la Escalera et al., 1995) que la despolarizacion de membrana genera la apertura de
canales de calcio dependientes de voltaje tipo L que induce una entrada de calcio y
subsecuentemente la secrecion de la GnRH. Sorprendentemente, las neuronas GT1 parecen
continuar con su diferenciacion in situ, e incluso ser capaces de restaurar la funcion
reproductiva al ser transplantadas en el cerebro de ratones hipogonadicos adultos (MacColl
et al., 2002).

Sin embargo, una de las caracteristicas mas importante de esta linea celular es que
secreta a la GnRH de forma pulsatil (Martinez de la Escalera et al., 1992a; Krsmanovic et
al., 1992) con una periodicidad similar a la reportada en rebanadas de hipotalamo (Pohl et
al., 1982). Por lo tanto, la habilidad de generar y sincronizar pulsos de secrecion de la
GnRH es una propiedad intrinseca de las neuronas GnRHérgicas. En conclusion, la linea
celular GT1 es un modelo muy aceptado ya que facilita el entendimiento de mecanismos
involucrados en la generacion de pulsos de secrecidn y su sincronizacion. De igual forma,
estas celulas son utilizadas como un modelo que permite caracterizar el efecto directo de
diversos neurotransmisores sobre las neuronas GnRHergicas y asi identificar las vias de

sefializacion que participan.



4. Regulacion aferente de las neuronas GnRHérgicas

Las sefiales ambientales, metabdlicas y emocionales relevantes para la funcién
reproductiva son percibidas por el SNC donde esta informacion es integrada y enviada a
las neuronas GnRHérgicas. Esta informacion es codificada a traves de vias aferentes
sinapticas que involucran a multiples neurotransmisores y hormonas. Por lo tanto, las
neuronas GnRHeérgicas conforman la via final de salida al eje reproductor. Si bien, la
liberacion pulsatil de la GnRH es una propiedad intrinseca de las neuronas GnRHérgicas
tanto in vivo (Belchetz et al., 1978) como in vitro (Martinez de la Escalera et al., 1992a),
esta periodicidad es moldeada por varios neurotransmisores, incluyendo a la norepinefrina,

dopamina, histamina, acetilcolina, glutamato y GABA, entre otros.

Como ya se menciond, el estudio del efecto de estos neurotransmisores sobre las
neuronas GnRHérgicas se ha dificultado debido a que estas neuronas son escasas Yy
presentan una distribucién dispersa en el hipotalamo. Estas caracteristicas anatdmicas han
impedido discernir si el efecto de un neurotransmisor determinado se ejerce de forma
directa sobre las neuronas GnRHeérgicas o bien de manera indirecta involucrando
interneuronas aferentes a éstas. Es por esta razon que el estudio del efecto de los diversos
neurotransmisores in vivo se ha complementado con los resultados obtenidos in vitro en la
linea celular GT1, lo cual permite explorar el efecto directo de cada neurotransmisor y las
vias de sefializacion involucradas en este efecto. En el presente trabajo nos enfocamos en
estudiar a la via de sefializacion intracelular del GABA en las neuronas GnRHérgicas. A

continuacion se discutiran generalidades de este neurotransmisor y sus receptores.

5. Generalidades del acido gama-amino butirico y sus receptores

El &cido y-amino butirico es el neurotransmisor inhibidor por excelencia en el
sistema nervioso central (SNC). Este neurotransmisor es sintetizado a partir del glutamato
por la enzima descarboxilasa del acido glutamico (GAD) que requiere del piridoxal fosfato
como cofactor. El glutamato es sintetizado a partir de a-cetoglutarato por la enzima
transaminasa del a-cetoglutarato (GABA-T) entre otras. EI GABA es transformado en
acido succinico por la GABA-T y la dehidrogenasa del semialdehido succinico (Nichols et
al., 2001).



La ruta alternativa del metabolismo de carbohidratos y el ciclo de Krebs (Figura 2)
asi como la expresion de GAD se presenta exclusivamente en neuronas que sintetizan
GABA. Varias regulaciones adicionales en la sintesis de GABA han sido identificadas en
mamiferos, incluyendo el ATP, el fosfato inorganico, y el cofactor piridioxal fosfato (PLP)
(Nichols et al., 2001).

Glutamato a-cetoglutarato _—

Piridoxal GABA-T
Fosfato GAD

Ciclo de Krebs
GABA Semialdehido succinico

lSSADH

Acido Succinico

Figura 2: Sintesis y degradacion de GABA por una via alternativa del metabolismo de carbohidratos.

Existen dos formas de GAD: GADg; con alta afinidad al PLP y podria ser
constitutivamente activa; la GADgs tiene baja afinidad al PLP, y su actividad puede ser
rapidamente regulada por la disponibilidad del cofactor. Al realizar knockout de GADg; se
muestra una reduccion substancial de GABA en el cerebro produciendo la muerte poco
después de nacer. En cambio en GADgs muestra niveles normales de GABA, pero esta
ligeramente mas predispuesto a padecer de convulsiones (Nichols et al., 2001). Se especula
que el GABA es metabolizado en los sitios interneuronales o en las neuronas post-
sinapticas. Tanto GAD como GABA-T son dependientes de la coenzima PLP, por lo que no
es de extrafiar que el efecto en esta coenzima se vea reflejado en el contenido de GABA en
el cerebro. La dehidrogenasa del semialdehido succinico (SSDH) tiene una alta
especificidad al sustrato y puede distinguirse de la aldehido deshidrogenasa no especifica

encontrada en el cerebro (Nichols et al., 2001).



Hasta el momento se han identificado tres tipos de receptores al GABA en base a su
farmacologia y propiedades electrofisiologias. Dos de estos, los GABAA y GABAc son
canales permeables al i6n cloro que son activados por este neurotransmisor. El tercer
receptor GABAérgico, denominado GABAg, es de tipo metabotropico puesto que es un
receptor de 7 pases transmembranales que estd acoplado a las proteinas G y actla mediante
segundos mensajeros y modulando la actividad de canales de potasio y de calcio (Bowery y
Smart, 2006).

En mamiferos, los receptores GABAA son heteropentameros. Hasta el momento se
han identificado las siguientes subunidades: o(1-6), B(1-3), 6(1-3), y(1) y &(1). Cada una de
las subunidades esta conformada por un largo extremo amino-terminal extracelular y 4
dominios transmembranales que forman un canal idnico selectivo al cloro que esta
constituido principalmente por la combinacién de las subunidades a, B y y (Kardos, 1999).
De forma distintiva los efectos inhibidores del GABA a corto plazo son mediados por los
receptores ionotropicos GABAa. La homeostasis del cloro es un elemento clave en la
accion del GABA sobre la excitabilidad celular debido a que los receptores GABAA son
canales de cloro que se activan al unirse a su ligando (Simeone et al.,2003). En la mayoria
de las neuronas maduras se mantiene una [CI]; cercana a 10 mM (Owens y Kriegstein.,
2002) la cual favorece la entrada de este anion y genera una hiperpolarizacion de la
membrana que disminuye la excitabilidad neuronal (Ganguly et al., 2001). Sin embargo, el
GABA también tiene un efecto excitador en el hipotalamo embrionario y neonatal
(Ganguly et al., 2001), asi como en algunas poblaciones neuronales adultas (Vardi et al.,
2000, Martina et al., 2001; De Jeu y Pennartz., 2002, Moenter y DeFazio, 2005). Esto se
debe al aumento en la acumulacién del cloro intracelular (25 mM) (Owens y Kriegstein,
2002).

La [CI]i depende de un equilibrio muy delicado entre la entrada y la salida del cloro
que es mediada principalmente por 2 cotransportadores denominados NKCC1 y KCC2
(Fiumelli y Woodin., 2007) que tienen una profunda influencia en la neurotransmision
mediada por el GABA en el SNC. Estos cotransportadores son eléctricamente neutrales

(catién/cloro).



El cotransportador NKCC1 es permeable a la siguiente proporcion de iones:
Na*/K*/2CI" generando un gradiente electroquimico del sodio que favorece la entrada de
cloro a la célula y su respectiva acumulacion. En contraste, el cotransportador KCC2 es
especifico del linaje neuronal y el gradiente electroquimico generado por el potasio facilita
la salida del cloro. En consecuencia, la abundancia en la expresion y actividad de cada uno
de estos cotransportadores en la célula define la direccion del flujo de cloro a través de los
canales selectivos a este cation, y por ende, influye sobre la excitabilidad celular y la
probabilidad de generar potenciales de accion. Se ha propuesto que en etapas tempranas del
desarrollo la accion estimuladora del GABA actia como un factor trofico que permite el
establecimiento de redes neuronales (Owens y Kriegstein., 2002). En las neuronas
embrionarias, la despolarizacion de la membrana mediada por el GABA es registrada por
los canales de calcio operados por voltaje generando la entrada transitoria de calcio que es
suficiente para activar vias de sefializacion dependientes de este segundo mensajero
(Owens y Kriegstein., 2002).

El receptor GABAA puede ser activado por muscimol e isoguvacina, y es blogueado
por bicuculina, picrotoxina, gabacina (SR95531) y (+)B-hidrastina (Bormann., 2000). De
igual manera, este receptor esta modulado alostéricamente por barbituratos
benzodiacepinas, etanol y esteroides (Bormann., 2000). Por otro lado, el receptor GABAg
se identifico al observar una respuesta lenta inhibidora de la accion del GABA. El receptor
GABAg activa a las proteinas G modulando la produccion de segundos mensajeros.
Ademas, los receptores GABAg influyen sobre la actividad de los canales rectificadores
entrantes de potasio y sobre la actividad de canales de calcio dependientes de voltaje
(Hammond., 2001). Se ha evidenciado que este receptor tiene similitudes estructurales con
el receptor metabotrdpico de glutamato puesto que ambos receptores estan acoplados a las
proteinas G (Billinton et al., 2001). El receptor GABAg es un heterodimero que puede estar
constituido por la combinacion de las subunidades: GABAg(1a), GABAgun Y GABAg()
(Hammond., 2001). El receptor GABAg es activado por el baclofen y el &cido fosfinico
(SKF 97541), y son blogueados por el faclofen, el saclofen y el CGP64213 (Chebib y
Johonston., 1999; Bormann., 2000).



Recientemente se ha descrito un tercer subtipo de receptor denominado GABA¢ que
al igual que el receptor GABAA es de tipo ionotrépico, pero que presenta una secuencia
distinta. Hasta el momento se han identificado 3 subunidades del receptor GABA¢ (pi-3)
que son ensambladas en homooligomeros o pseudooligomeros (pi-2) (Chebib y Jonhston.,
1999). Los receptores GABAA Y GABA presentan alta selectividad por el cloro y un
tamafio de poro similar. Sin embargo, el receptor GABAc es alrededor de 10 veces mas
sensible al GABA que el receptor GABAA y presenta una débil desensibilizacion, ain
frente a altas concentraciones del agonista (Woodward et al., 1992; Bormann., 2000). El
receptor GABA receptor es selectivamente activado por el analogo del GABA 4cido cis-4-
aminocrotonico (CACA) y es bloqueado por la picrotoxina (Chebib y Jonhston., 1999).
Esta molécula se ha identificado en las celulas bipolares de la retina al presentarse
corrientes rapidas de cloro relacionadas a GABA y que son insensibles a bicuculina o
baclofen (Woodward et al., 1992; Feigenspan., 1998).

6. Efecto fisiologico del GABA sobre la reproduccion

Las neuronas GnRHérgicas son moduladas tanto por vias aferentes sindpticas como
por accion de la glia (Terasawa y Fernandez, 2001). La accion de la glia es
predominantemente estimuladora (Ojeda et al., 2001) mientras que las aferentes sinapticas
tienen componentes tanto excitadores como inhibidores. EI GABA es el principal
neurotransmisor inhibidor en el SNC y participa en casi el 50% de los contactos sinapticos
en el hipotdlamo (Decavel y van den pol., 1990). La mayoria de los efectos del GABA
sobre las neuronas GnRHérgicas involucran la accion de los receptores GABAA y muestran
tanto efectos estimuladores como inhibidores. Se ha demostrado que el GABA juega un
papel fundamental en la fisiologia de la reproduccién. Durante el desarrollo embrionario las
neuronas GnRHérgicas tienen su origen fuera del sistema nervioso central en la placa
olfatoria y migran hacia el hipotdlamo anterior y el area predptica media (Schwanzel-
Fukuda y Pfaff., 1989). Durante esta migracion se ha observado que las neuronas
GnRHérgicas embrionarias expresan a la GADG67, que es la enzima que sintetiza al GABA
(Bless et al., 2000). El uso de antagonistas de los receptores GABAa producen una
migracion desorganizada debido a que las neuronas GnRHérgicas pierden contacto con el

nervio vomeronasal que funciona como guia durante la migracion (Bless et al., 2000).



Una vez que las neuronas GnRHérgicas entran al cerebro, cesa la produccion de
GABA en estas neuronas, sugiriendo que ya no se requiere la fuente de GABA enddgeno
para continuar su migracion hacia el hipotalamo y que de continuar su produccién podria
alterar la fertilidad. Para probar esta hipdtesis generaron ratones transgenicos que presentan
una sobreproduccion del GABA en las neuronas GnRHergicas y evaluaron la funcion
reproductiva. Inicialmente estos animales alcanzan la pubertad normalmente pero
posteriormente las hembras mostraron un menor ndmero de crias por camada, ademas de
alteraciones en el ciclo ovarico espaciando los embarazos y finalmente una vida
reproductiva de menor duracion en comparacion con los animales silvestres (Heger et al.,
2003). Las vias aferentes especificas a las neuronas GnRHérgicas son pobremente
entendidas por 2 razones. Primero, los cuerpos celulares estan distribuidos de forma difusa;
y segunda, este grupo celular también dan lugar a un nimero de vias extra-hipotalamicas al
organo subfornical, al organo vasculoso de la lamina terminales (OVLT), la amigdala, la

habénula y los cuerpos mamilares (Witkin et al., 1982; Witkin y Silverman, 1985).

En primates no humanos el sistema neurosecretor de la GnRH se mantiene activo
durante el periodo neonatal y posteriormente permanece en un estado latente hasta la etapa
juvenil o prepuberal (Terasawa y Fernandez, 2001). EI aumento en la secrecion de la GnRH
es indispensable para el establecimiento de la pubertad. Se ha propuesto que el GABA
ejerce un tono inhibidor que es responsable de restringir la liberacion de la GnRH durante
la infancia (Mitsushima et al., 1994). Por medio de experimentos realizados en monos
rhesus hembras se ha demostrado que la remocion del tono inhibidor del GABA facilita el
inicio de la pubertad (Keen et al., 1999; Kasuya et al., 1999). En general, los estudios in
vivo realizados en roedores son consistentes con este concepto. En adultos, la liberacién del
GABA en el area predptica disminuye antes de que se genere el pico preovulatorio de LH
(Jarry et al., 1992), y el uso de antagonistas de los receptores GABAA en la mafana del
proestro adelanta el tiempo en que se presenta el pico preovulatorio de LH (Mitsushima et
al., 1997; Mitsushima et al., 2002). En contraste, la infusién intra-hipotaldmica del GABA
durante periodo previene el pico preovulatorio de LH (Lamberts et al., 1983; Herbison y
Dyer., 1991).



En humanos se ha sacado provecho de este efecto inhibidor dependiente del GABA
al utilizar agonistas del GABA para detener el progreso de la pubertad precoz
(Bourguignon et al., 1991). Otros estudios han mostrado que la infusion del GABA en el
tercer ventriculo aumenta la liberacion de la LH (Ondo., 1974; Vijayan y McCann., 1978).
Asimismo, la exposicion del GABA en la eminencia media de la rata evoca la secrecion de
la GnRH (Masotto et al., 1989).

7. Regulacion GABAérgica de la secrecion de la GnRH en las células GT1

En estudios realizados in vitro utilizando a la linea celular inmortalizada de
neuronas GnRHérgicas (GT1) se encontrd que el GABA produce un efecto bifasico sobre
la secrecion de la GnRH. Este efecto se caracteriza por una fase inicial de activacion que
dura apenas unos minutos en donde se incrementa la liberacién de la GnRH y que es
seguida por una fase tardia de inhibicion, donde disminuye la secrecion de este
neuropéptido por un periodo de varias decenas de minutos (Martinez de la Escalera et al.,

1994) (Figura 3).
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Figura 3: Efecto bifasico del GABA sobre la secrecion de la GnRH. Se presenta una fase inicial de activacion
en la cual el GABA induce un pulso Unico de secrecion de la GnRH y este es seguido por un periodo
prolongado de inhibicién de la secrecion de la GnRH. (Martinez de la Escalera et al., 1994).

A pesar de que el GABA es reconocido como el principal neurotransmisor inhibidor
en el SNC, existen datos de que las neuronas embrionarias (Ganguly, et al. 2001) y algunas
poblaciones neuronales adultas (Martina et al., 2001; De Jeu y Pennartz 2002; Marty y

Llano, 2005) son excitadas por la accién del GABA.



En la linea celular inmortalizada GT1 (Hales, et al. 1994; Martinez de la Escalera et
al., 1994) y en neuronas GnRHérgicas adultas in situ (DeFazio, et al. 2002) se presenta una
fase inicial de activacion de corta duracion generada por la estimulacion de los receptores
GABAA (Martinez de la Escalera et al., 1994; Hales et al., 1994). La direccion del flujo del
cloro en respuesta a la activacion de los receptores GABAA depende del potencial de
membrana, y de la concentracion intracelular de cloro que es modulada por mecanismos de
homeostasis mediados por cotransportadores (Kaila, 1994). En la mayoria de las neuronas
maduras, la baja concentracion de cloro intracelular (<10 mM) se mantiene por medio del
cotransportador de cloro y potasio (KCC-2) y el canal de cloro activado por
hiperpolarizacion (CLC-2), ya que ambos disminuyen la concentracion de cloro
intracelular. En contraste, el cotransportador de sodio, potasio y cloro (NKCC-1) media la

acumulacién del cloro intracelular (DeFazio, et al. 2000; Lu, et al., 1999).

En las células GT1-7 y las neuronas GnRHérgicas in situ, se ha descrito la ausencia
de los cotransportadores que inducen la salida de cloro (KCC-2 y CLC-2), y la presencia
del cotransportador NKCC-1 que acumula a este anion (DeFazio, et al. 2002). Por lo tanto,
en las células GT1-7 el potencial de equilibrio electroquimico del cloro es menos negativo
que el potencial de reposo de la membrana plasmatica, en consecuencia, la apertura del
receptor-canal GABAA produce una despolarizacion que activa a su vez a canales de calcio
tipo L dependientes de voltaje (Hales, et al 1994; Sun, et al. 1997). El incremento en la
[Ca?*]; dispara un episodio Unico de secrecién de la GnRH (Martinez de la Escalera et al.,
1994). A pesar de que se ha caracterizado detalladamente la fase inicial de activacion
producida por el GABA, poco se conoce sobre la fase tardia de inhibicién. Esta fase de
inhibicion se caracteriza por la disminucion en la secrecion de la GnRH y el decremento en
la [Ca?*];, hasta alcanzar niveles menores a los basales en ambos pardmetros que perdura
por varias decenas de minutos (Martinez de la Escalera et al., 1994; Sun et al., 1997).
Ademas, se ha descrito que el GABA genera una caida en la [AMPc]; de forma dosis-

dependiente que perdura por al menos 30 minutos (Beltran-Parrazal, et al. 2001).



8. Papel del AMPc en la secrecion de la GnRH y la fertilidad

El AMP ciclico (AMPc) es un segundo mensajero ampliamente caracterizado y se
ha demostrado que influye sobre la secrecion de la GnRH. En la linea celular GT1 se
encontrd que la [AMPc]; y la secrecion de la GnRH se elevan de forma dosis-dependiente
por efecto de la dopamina y la noradrenalina (Martinez de la Escalera et al., 1992b;
Martinez de la Escalera et al., 1992c). De igual manera la administraciéon farmacoldgica de
la forskolina y el 8-Br-AMPc mimetizan la liberacion de la GnRH por dopamina y
noradrenalina (Martinez de la Escalera et al., 1995). En contraste, se ha demostrado que
cuando disminuyen la [AMPc]; también disminuye la secrecion pulsatil de la GnRH tanto
en las células GT1-7 como en los niveles séricos de las ratas transgénicas GPR-4 (Yoshida
et al., 2003; Paruthiyil et al., 2002).

La linea transgénica de ratas GPR-4 expresa una forma constitutivamente activa de
la fosfodiesterasa PDE4D1 (enzima que degrada al AMPc) y fue genéticamente dirigida a
las neuronas GnRHérgicas mediante el empleo del promotor de la GnRH (Paruthiyil et al.,
2002). Las ratas GPR-4 se caracterizan por presentar una perdida prematura de la fertilidad,
anovulacion y desarrollo de ovarios poliquisticos. Ademas se encontré que estos animales
presentaban a largo plazo (9 meses de edad) una desregulacion del balance de energia al
aumentar los niveles circulantes de insulina y leptina asi como la acumulacién de grasa
abdominal (Gomez et al., 2005).

En nuestro laboratorio se demostré que existe una correlacion inversa entre el
GABA liberado y la [AMPCc]; en la linea celular GT1-7. De tal forma que el GABA genera
una caida en la [AMPc]; que es dosis dependiente y que se vuelve significativa a partir de
los primeros 5 minutos de tratamiento y permanece por al menos 30 minutos (Figura 4,
Beltran-Parrazal., et al. 2001). En conjunto, los antecedentes previamente mostrados y estos
resultados sugieren fuertemente que el GABA podria inhibir la secrecion de la GnRH

mediante la disminucion de la [AMPc];.
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Figura 4: Efecto del GABA sobre el contenido del AMPc en las células GT1-7. A) EI GABA disminuye la
acumulacién del AMPc en un periodo de 30 minutos de forma dosis dependiente. B) Curso temporal en el
cual el GABA (10 uM) genera la inhibicion de la formacion del AMPc. (Beltran-Parrazal et al., 2001).

La caida en los niveles del AMPc puede ser explicada por una alteracion en el
balance entre la sintesis y degradacion de este mensajero. Por un lado esto puede deberse al
aumento en la actividad de degradacion del AMPc por la familia de las fosfodiesterasas
(PDE) y/o por una disminucion en la sintesis del AMPc mediada por la familia de las
adenilato ciclasas (AC). En los experimentos descritos previamente se utiliz6 a un inhibidor
de las fosfodiesterasas (IBMX, 3-isobutil-1-metilxantina) que evita que se degrade el
AMPc, por lo tanto, sugiere que la caida en los niveles en la [AMPc]; se relaciona a la
disminucion en la actividad de las ACs (Beltran-Parrazal., et al. 2001). Sin embargo, queda
por determinar si las fosfodiesterasas también juegan un papel en esta caida en la
acumulacion del [AMPc];. Actualmente, se conocen al menos 9 isoformas de la AC que son
reguladas de forma general por receptores acoplados a proteinas G, cambios en el calcio

intracelular y por su fosforilacion (Sunahara y Taussig., 2002).

La explicacion mas evidente sobre el mecanismo de accion del GABA supondria la
participacion del receptor GABAg, debido a que es un receptor metabotrdpico acoplado a
las proteinas G y que puede modular negativamente a las adenilato ciclasas (Billinton et al.,
2001). Sin embargo, el uso del baclofen (agonista del receptor GABAg) no mimetizd el
efecto del GABA (figura 5), y en cambio se encontré que el muscimol (agonista del
receptor GABA,A) produce una disminucion dosis-dependiente de la acumulacién del
AMPc.



Para corroborar este efecto se administr6 GABA de forma concomitante con dosis
crecientes de bicuculina (antagonista del receptor GABA,), lo cual restablecio la [AMPCc];
(Figura 5), reforzando la conclusion de que la disminucion en la [AMPc]; estaba siendo

mediado por el receptor ionotropico GABAA.

Basal 1nM 10 nM 100 M 1 pMd 10 oM Basal 1nM 10 nM 100 nM 1 M 10 uM Basal C  10nM 100nM 1M 10uM

Muscimol Baclofen Bicuculline

[cAMP](pmol/10® cells)

GABA 10 pM

Figura 5: Accion del GABA sobre los niveles del AMPc. ElI muscimol (agonista del receptor GABA,)
disminuye la [AMPc]; A), mientras que el baclofen (agonista del receptor GABAg) carece de efecto sobre los
niveles de este segundo mensajero B). Por Gltimo, se muestra que dosis crecientes de bicuculina (antagonista
del receptor GABA,) revierte la caida en la [AMPc]; inducida por el GABA C). (Beltran-Parrazal et al.,
2001).

9. Generalidades de la familia de adenilato ciclasas

La enzima adenilato ciclasa (liasa del ATP-pirofosfato, EC 4.6.1.1.) tiene como
funcion convertir al ATP en AMPc y un grupo pirofosfato, utilizando al magnesio como
cofactor (Dessauer y Gilman, 1996). En los mamiferos, se han identificado y caracterizado
9 isoformas de la AC que se encuentran adosadas a la membrana plasmatica y una forma
soluble. La actividad de estas isoformas de la AC es regulada o modulada por una
diversidad de sefales, incluyendo a las proteinas G, a algunas cinasas y a fosfatasas, asi

como al calcio y al complejo calcio-calmodulina.

9.1 Estructura general de las adenilato ciclasas

El andlisis de la estructura primaria revela que las ACs son proteinas integrales de la
membrana plasmatica con una masa molecular aproximada de 120-150 kDa (Tesmer y
Sprang, 1998). Esta estructura sufre diversas modificaciones postraduccionales, incluyendo
fosforilacion (lwami et al., 1995; Zimmermann y Taussig, 1996), S-nitrosilacion mediada
por el oxido nitrico (Hill et al., 2000) y glicosilacion (Wu et al., 2001), que alteran la
actividad de la enzima.



Se ha propuesto que la estructura general de las ACs (Figura 6) consiste en una
region amino terminal corta, seguida por 6 segmentos transmembranales (M1), un dominio
citoplasmaético largo (C1), una segunda region de 6 segmentos transmembranales (M2) y
otro dominio citoplasmatico largo que alcanza el extremo carboxilo (C2) (Hurley, 1999;
Cooper., 2003). En los mamiferos, el sitio catalitico de la AC es la region més conservada y
esta constituido por los dominios Cla y C2a (Tesmer et al., 1997). Se ha sugerido que los
dominios M1 y M2 dirigen a la enzima hacia la membrana plasmatica y proveen la
estructura para que otras proteinas de sefializacion se ensamblen cerca de la AC (Tesmer y
Sprang, 1998).
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Figura 6: Composicion molecular de la adenilato ciclasa en mamiferos. Se muestra la estructura de la AC y
se identifica la ubicacion de algunos reguladores de la actividad de la AC (Hanoune et al., 1997).



Durante la Gltima década se han logrado identificar algunos de los sitios reguladores
de esta enzima (Figura 6). El dominio Cla es el principal sitio de union de la subunidad o
de la proteinas Gi, mientras que el C2a es sensible a la subunidad Gsa., la subunidad By y al
diterpeno forskolina. Asimismo, el dominio C2a contiene sitios susceptibles de ser
fosforilados por la cinasa C de proteinas (PKC) y de la cinasa dependiente de calcio
calmodulina Il (CaMKII). Finalmente, en el dominio Clb se localizan sitios de
reconocimiento para el complejo calcio-calmodulina, el calcio libre, CaMKIV y la cinasa
dependiente del AMPc (PKA) (Tesmer y Sprang, 1998). En mamiferos se ha identificado
una AC soluble (AC10) que es filogenéticamente distinta de las ACs membranales, y se
considera méas cercana a las ACs de las cianobacterias (Jaiswal y Conti, 2001).
Recientemente, se ha logrado cristalizar a la AC soluble de la cianobacteria Spirulina
platensis ya sea unida al ATP, al calcio o al bicarbonato, lo cual representa diferentes

estadios cataliticos de la enzima (Steegborn et al., 2005; Tesmer 2005).
9.2 Multiples isoformas de la adenilato ciclasa

En mamiferos se han identificado los 9 genes distintos que codifican a las diferentes
isoformas de la AC adosadas a la membrana plasmatica (Patel et al., 2001), y el gen que
codifica para la isofoma soluble (Buck et al., 1999). Las isoformas de la AC se han
dividido en 5 familias distintas basadas en la similitud de su secuencia y sus mecanismos de
regulacion (Tabla 1). Las formas sensibles al complejo calcio-calmodulina son las tipo 1, 3
y 8, por lo que se refieren como AC1, AC3 y AC8. Las formas que son reguladas por las
proteinas G incluyen a las isoformas AC2, AC4 y AC7. Por otro lado, los tipos AC5 y AC6
son inhibidas por concentraciones submicromolares de calcio libre intracelular y por las
subunidades o; de las proteinas G. La AC9 es altamente insensible a la activacion por el
diterpeno forskolina (activador de amplio espectro de las ACs) y es inhibida por la
desfosforlilacion mediada por la calcineurina. Finalmente, la AC10 una isoforma soluble
que se localiza en los espermatozoides y que es similar a las adenilato ciclasas de las

cianobacterias (Cooper 2003).



Isoforma?®

AC1

AC?2

AC3

AC 4

AC5

AC6

AC7

ACS8

AC9

AC 10

Distribucién

Cerebro, médula
espinal y retina

Cerebro

Cerebro, corazon,
epitelio olfatorio,
pulmén, células
germinales

Cerebro, corazon,
rifién, higado

Cerebro, rifién,
corazon y pulmén

Ubicua

Ubicua

Cerebro

Cerebro, corteza
adrenal, gnadas,
pancreas

Testiculo

Posible funcion

Ciclo circadiano,
memoria 'y
aprendizaje
Plasticidad
sinéptica

Olfacciony
fertilidad

Sefales de
transduccion

Oscilaciones del
tejido cardiaco,
reabsorcion de
calcio en el rifion

Oscilaciones del
tejido cardiaco,
reabsorcion de
calcio en el rifion

Dependencia al
etanol

Memoria 'y
aprendizaje

Memoria 'y
aprendizaje

Capacitacion
espermatica

FSK, forskolina; Ca*"-CaM, complejo calcio-calmodulina
? Todas las isoformas, excepto la AC10 son inhibidas por analogos del sitio P
® La forskolina estimula a las AC1-AC8, mientras que la AC9 es débilmente estimulada por forskolina y la
AC10 no es afectada por la forskolina
¢ Gia inhibe a la AC1 estimulada por el complejo calcio-calmodulina
9 La AC3 es estimulada in vitro por el complejo calcio-calmodulina en presencia del Gpp (NH)p o forskolina.
En células intactas el complejo calcio-calmodulina inhibe la actividad de la AC3 (ver texto).
¢ La estimulacion por GPy de las isoformas de la AC estan condicionadas a una coactivacion por la subunidad

Gsa..

Regulacién

Estimulacion

Gsa, Ca**-CaM

Gsa, GBy®, PKC

Gsa, Ca?*-CaM®

Gsa, GBy*

Gsa, PKC

Gsa

Gsa, GBy*

Gsal

Gsa

HCO;

Inhibicion

Gia’, GBy,
CaMKIV

CaMKII

Ca?', Gia, PKA

Ca?*, Gia, PKA,
PKC

Calcineurina



9.3 Mecanismos de regulacion de las adenilato ciclasas

Las ACs son reguladas por una amplia variedad de mecanismos que incluyen a las
proteinas G, incrementos en la concentracion intracelular del calcio libre y la fosforilacion.
Cada isoforma de la AC presenta propiedades de regulacion Unicas, lo cual se refleja en la

complejidad de la via de sefializacion del AMPc.
Regulacién por proteinas G

La actividad de algunas de las ACs es regulada por las proteinas G. EI mecanismo
general consiste en que una hormona o neurotransmisor (dopamina, noradrenalina,
glucagon o adenosina, entre otras) se une a su receptor localizado en la membrana
plasmatica, el cual a su vez esta acoplado a una proteina G. La activacién de este receptor
favorece la disociacion de la proteina G, liberando a la subunidad o y al dimero By. Existen
numerosas familias de subunidades o que pueden tanto estimular (Gas), como inhibir (Ga)
la actividad de las ACs. Todas las isoformas de la AC membranales son estimuladas por las
Gas, en tanto que las Ga,; tienen una regulacion selectiva, inhibiendo a la isoformas AC5 y
AC6 por medio de las 3 subunidades de la Gai, mientras que la AC1 es inhibida por la Gayg
(Taussig et al., 1994). Existen diversas variantes de las subunidades By que son potentes
estimuladores de los tipos AC2, AC4 y AC7, mientras que sobre las isoformas AC1y AC8

presenta un efecto inhibidor (Olianas et al, 1998).

Regulacién por calcio

Todas las isoformas de la AC son inhibidas por concentraciones elevadas de calcio,
es decir, en condiciones no fisioldgicas donde se alcanzan niveles de rango submilimolar
(Cooper, 1991). Las variaciones en la concentracion intracelular de calcio producen una
gran variedad de respuestas en las diferentes isoformas de la AC. Las isoformas AC5 y
ACG6 son inhibidas de forma directa en presencia del calcio intracelular en concentraciones
submicromolares (aproximadamente 0.3 uM) y se cree que la entrada capacitiva de calcio

es una fuente fisioldgica del calcio que inhibe a estas isoformas (Cooper, 2003).



A diferencia de las ciclasas inhibidas por calcio, las isoformas AC1, AC3 y ACS,
son moduladas por calcio intracelular en concentraciones submicromolares, pero es
indispensable la presencia de la calmodulina (Cooper, 2003). Aunque la AC3 posee un alto
grado de similitud con la AC1 y la AC8, su activacion es notablemente distinta. La AC3
solamente es estimulada por el complejo calcio-calmodulina cuando también es activada
fisioldgicamente por las proteinas Gs o farmacologicamente por la forskolina. La afinidad
por el calcio de las isoformas AC1 y AC3, difiere significativamente, ya que mientras la
AC1 y la AC8 son estimuladas con concentraciones de calcio intracelular cercanas a las
encontradas en una célula en reposo, la AC3 requiere de una concentracion muy elevada de
calcio (El valor de la ECs del calcio libre para la AC3 es de 5.0 uM) (Choi et al., 1992).
Por otro lado, las isoformas AC1 y AC8 pueden ser estimulados por el complejo calcio
calmodulina en presencia 0 en ausencia de proteinas Gs y forskolina con valores

aproximados de ECsp de 0.1 uM y 0.5 uM, respectivamente (Wang y Storm, 2003).

Regulacion por fosforilacion

La modulacién de la actividad enzimatica por fosforilacion es una caracteristica
comun en la regulacion de las cascadas de sefializacion. En este contexto, la fosforilacion
de las AC5 y AC6 por la cinasa dependiente del AMPc (PKA) provee un asa de
retroalimentacion negativa, puesto que disminuye la sintesis del AMPc (lwami et al.,
1995). La fosforilacion mediada por la cinasa C de proteinas (PKC) frecuentemente resulta
de la activacion de un receptor de membrana acoplado a una proteina G, la cual activa a la
fosfolipasa C (PLC). La PLC activada cataliza la hidrolisis del fosfatidilinositol difosfato
produciento inositol trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG). El IP3 induce la liberacion de
calcio de los almacenes intracelulares al unirse al receptor de IPs. Finalmente, el calcio
induce la traslocacion de la PKC a la membrana, en donde es activada por el DAG. Al
activarse la PKC se altera la produccion del AMPc, de tal manera que las isoformas ACL1,
AC2, AC3, AC5 y AC7 son estimuladas, mientras que las isoformas AC4 y AC6 son

inhibidas en respuesta a esta fosforilacion (Zimmermann y Taussig, 1996).



Aunque el complejo calcio-calmodulina es capaz de activar las isoformas AC1 y
AC8 de manera directa, también es capaz de inhibir indirectamente a la AC1 mediante la
fosforilacion mediada por la cinasa dependiente de calcio calmodulina tipo IV (CaMKIV)
(Wayman et al., 1996). De igual forma, la AC3 que es una isoforma estimulada por la
presencia concomitante del complejo calcio-calmodulina y la proteina Gs, también es
inhibida de forma indirecta por medio de la fosforilacion por la cinasa CaMKII (Wayman et
al., 1995; Wei et al., 1996). Este efecto dual del calcio sobre la actividad de una misma
isoforma refleja la presencia de un asa de retroalimentacion negativa generada por un

mismo estimulo (Wei et al., 1996).
Otros mecanismos de regulacion

La hidrdlisis del ATP mediada por la AC genera como productos AMPc vy
pirofosfato. Las concentraciones elevadas de pirofosfato favorecen una conformacion de la
AC que previene la union de ATP al sitio catalitico de la enzima (Dessauer y Gilman,
1997). El agente antiviral foscarnet, o el acido fosfonoférmico mimetizan la accion
inhibitoria del pirofosfato sobre la actividad de la AC (Kudlacek et al., 2001). Todas las
ACs son inhibidas directamente por ciertos derivados de la adenosina que actldan
especificamente en el sitio P y son potenciados por la presencia de pirofosfato (De’saubry
et al., 1996). Estos derivados inhiben la actividad de la AC, aparentemente, mediante un
mecanismo no competitivo (Tesmer et al., 2000). Uno de los compuestos sintéticos mas
eficaces es la 2’,5’-dideoxiadenosina-3’-trifosfato (2',5'-dd-3'-ATP), puesto que presenta

una ICs en el rango submicromolar (De’saubry et al., 1996; Tesmer et al., 2000).

La AC9 ha sido poco estudiada y su mecanismo de regulacion aun no ha sido
totalmente descrito, se conoce que esta isoforma presenta una baja sensibilidad a la
forskolina. Al igual que el resto de las isoformas adosadas a la membrana plasmaética, es
estimulada por la proteina Gs (Premont et al., 1996). Se ha descrito que la AC9 es inhibida
por la fosfatasa calcineurina que es dependiente del complejo calcio-calmodulina, pero se

desconoce cual cinasa fosforila a esta isoforma (Antoni et al., 1998).



La adenilato ciclasa soluble (AC10) ha sido la ultima isoforma de mamiferos en ser
descrita. Su actividad enzimatica diverge de las isoformas membranales ya que es
insensible a la presencia de las proteinas G y al farmaco forskolina, en cambio el
bicarbonato y el calcio son potentes estimuladores de la actividad de la AC10 (Cooper,
2003; Litvin et al., 2003). De hecho, el rango de concentracion de bicarbonato requerido
para la activacion de esta isoforma es similar al encontrado en el fluido del epididimo (ECsg
~ 20 a 50 mM) en el cual la AC10 se encuentra expresada abundantemente (Chen et al.,
2000). Se ha propuesto que la AC10 es un sensor metabdlico, similar al observado en las

ACs descritas en cianobacterias (Zippin et al., 2001).

9.4 Distribucion de las adenilato ciclasas y su funcion

Si bien la familia de AC se encuentra presente en todo el organismo, el cerebro es el
unico Organo que expresa a todas sus isoformas. Las variantes mas abundantes en el
sistema nervioso central son: AC1, AC2 y AC3. Algunas de las isozimas se expresan de
forma dominante en areas especificas (La AC3 en neuronas olfatorias y la AC5 en los
ganglios basales), mientras que otras estdn ampliamente distribuidas en el cerebro (AC2,
AC6 y AC7) (Chern 2000). El patron de expresion es un indicador importante que sugiere

el posible mecanismo de regulacion fisioldgica (Hanoune y Defer, 2001).
Sistema nervioso central

Hasta el momento, la AC1 es la Unica isoforma que se ha encontrado localizada de
forma exclusiva en el cerebro y se ha asociado su presencia en la glandula pineal con la
biosintesis de la melatonina, la hormona que modula el ciclo circadiano (Chang y Reppert,
2001). Ademas, se ha detectado un alto grado de expresion del ARN mensajero (ARNm) de
los tipos AC1, AC2, AC4 y AC8 en el hipocampo (giro dentado, area CA1-CA3) y la
corteza cerebral (Villacres et al., 1995; Baker et al., 1999). Estas regiones participan en la
plasticidad sinaptica que es necesaria para el establecimiento de la potenciacion a largo
plazo (long-term potentiation 6 LTP), lo que sugiere un papel en los procesos del
aprendizaje y la memoria. Se ha propuesto que la expresion y la actividad de la AC pueden
ser reguladas de diferente manera por la adquisicion de distintos tipos de aprendizaje
(Guillou et al., 1999).



Aplicando diferentes tareas de aprendizaje (tareas de memoria espacial versus tareas
de memoria de procedimiento) las AC sensibles e insensibles a calcio estimulan de forma
diferente la actividad neuronal en el hipocampo. Por esta razén, se ha postulado la hipotesis
de que cada subtipo de la AC puede jugar un papel especifico en ciertos procesos de
memoria y aprendizaje, dependiendo de la region del cerebro (Guillou et al., 1999; Baker et
al., 1999). La localizacion de la AC9 es ubicua en el cerebro, incluyendo hipocampo (giro
dentado, en los campos CAL1 y CA3), en el hipotalamo (nlcleo supradptico) y también se
localiza en diversos tejidos endocrinos, tales como la corteza adrenal, el pancreas, los
ovarios y los testiculos (Premont et al., 1996). Se ha postulado que una de sus posibles
funciones es la de participar en la memoria y el aprendizaje. Esto se debe a que la AC9 se
encuentra presente en las mismas subregiones del hipocampo en las que se encuentran las
isoformas AC1 y AC8 (Antoni et al., 1998).

La AC3 fue identificada en el epitelio olfatorio (Bakalyar y Reed, 1990) v,
posteriormente, se detecté en numerosos tejidos incluyendo el corazon, el musculo liso
vascular, las células germinales, el cerebro y el pulmén (Ishikawa et al., 2000). Hasta el
momento, se ha logrado conocer mejor el papel que tiene esta isoforma en la deteccion de
odorantes. Aunque el epitelio olfatorio principal expresa varias isoformas, incluyendo a las
AC2, AC3 y AC4, se han encontrado evidencias que muestran que la AC3 juega un papel
fundamental en la olfacion (Wong et al., 2000). Se ha propuesto que el AMPc es un
importante modulador en la percepcion de los odorantes, puesto que la sefial de este
segundo mensajero desaparece con rapidez permitiendo detectar un segundo estimulo del
odorante, con lo cual se logra discriminar si la fuente de un odorante en particular se esta

acercando o alejando (Wang y Storm, 2003).
Maduracion de espermatozoides

En el proceso de la espermatogénesis, se ha reportado que eventos asociados a la
maduracion y a la motilidad de los espermatozoides, asi como a la reaccion acrosomal son
mediadas por AMPc. Este segundo mensajero juega un papel critico en la expresion de

genes involucrados en la diferenciacion de las células germinales haploides (Neer 1978).



Se han detectado a la isoforma AC3 (Gautier-Courteille et al., 1998) y a la AC
soluble AC10 (Buck et al., 1999) en los espermatozoides. La primera se localiza en las
membranas acrosomales de las espermatides maduras durante la espermatogénesis
(Gautier-Courteille et al., 1998), lo cual sugiere que esta ciclasa participa en la biogénesis
del acrosoma y en la produccion de los gametos y la fertilizacion. La expresion del ARNm
de esta isoforma soluble se incrementa durante la espermatogénesis, lo que sugiere que la
proteina continlda presente en el espermatozoide maduro y que puede tener funciones

especificas en la fertilidad (Sinclair et al., 2000).
Funcion cardiaca y renal

La isoformas AC5 y AC6 presentes en corazon han sido clonadas y caracterizadas, y
al parecer contribuyen en las oscilaciones y/o en el mecanismo oscilador del tejido cardiaco
(Cooper et al., 1995). Asimismo, se les ha asociado al mantenimiento de la permeabilidad
de las células endoteliales (Stevens et al., 1995). En el rifion, se ha encontrado que la AC6
se distribuye a lo largo de toda la nefrona, mientras que la AC5 esta restringida al
glomérulo y a las porciones cortical y medular externa del tubo colector (Chabardes et al.,
1996). Adicionalmente, se ha postulado que la via del AMPc participa en la reabsorcion de
calcio mediado por el receptor RaKCaR (receptor que detecta calcio extracelular en el rifion
de la rata) (Chabardes et al., 1999).



Planteamiento del problema

Si bien se ha estudiado con detalle la fase inicial de accion del GABA como un
facilitador de la secrecion de la GnRH, poco se conoce sobre los mecanismos del efecto
persistente del GABA que produce una inhibicion prolongada de la liberacion de este
neuropéptido en las células GT1. El objetivo general de este proyecto es el estudiar los
mecanismos que participan en esta fase tardia de inhibicion. Hasta el momento se habia
descrito que esta fase de inhibicidn se caracteriza por una disminucién en la secrecion de la
GnRH y el decremento en la [Ca’'];, hasta alcanzar niveles menores a los iniciales
(Martinez de la Escalera et al., 1994; Sun et al., 1997).

Existen diversas vias de sefializacion que podrian modular la secrecion de la GnRH
(Martinez de la Escalera et al., 1995), y nosotros elegimos estudiar a la via del AMPc,
puesto que este segundo mensajero ha sido ampliamente caracterizado, y ademas se ha
demostrado que influye sobre la secrecion de la GnRH (Paruthiyil et al., 2002; Gomez et
al., 2005; Yoshida et al., 2003). Sin embargo, a pesar de la importancia de la via de
sefializacién de AMPc como un modulador central en la secrecién de la GnRH, poco se
conoce sobre la familia de las AC expresadas en las neuronas GnRHérgicas, y sobre la

modulacion de su actividad en respuesta al efecto persistente del GABA en estas células.

En nuestro laboratorio se demostré que existe una correlacion inversa entre el
GABA 'y el AMPc en la linea celular GT1. De acuerdo a lo anterior, el GABA produce una
caida dosis-dependiente de la concentracion intracelular del AMPc que perdura por lo
menos 30 minutos (Beltran-Parrazal et al., 2001). Estos resultados sugieren que el GABA
podria inhibir la secrecién de la GnRH mediante la disminucion de la concentracion
intracelular del AMPc (Yoshida et al., 2003). Esta caida puede ser explicada por un
aumento en la actividad de degradacién del AMPc por la familia de las fosfodiesterasas y/o
por una disminucién en la sintesis del AMPc mediada por la familia de las ACs. Dado que
en los experimentos anteriores (Beltran-Parrazal et al., 2001) se utilizé a un inhibidor de
amplio espectro de las fosfodiesterasas, es sugerente que la caida en la [AMPc]; se deba a

una baja en la actividad de las ACs (Beltran-Parrazal et al., 2001).



La explicacion més intuitiva sobre el mecanismo de accién del GABA supondria la
participacion del receptor GABAg, debido a que es un receptor metabotropico acoplado a
las proteinas G y que puede modular negativamente a las ACs (Billinton et al., 2001). Sin
embargo, el uso del baclofen (agonista del receptor metabotropico GABAg) no mimetizo el
efecto del GABA. Contrario a lo esperado, el muscimol (agonista del receptor ionotropico
GABA,) produce la disminucion dosis-dependiente de la [AMPc]i. Mas audn, la
administracion del GABA de forma concomitante con dosis crecientes de bicuculina
(antagonista del receptor GABA,), restablecio la [AMPc]; (Beltran-Parrazal et al., 2001)

Los resultados descritos previamente apoyan la propuesta de que la caida sostenida
en la sintesis del AMPc es mediada por el receptor ionotropico GABAA cuya estimulacion
genera la despolarizacion de la membrana y, en consecuencia, un influjo de calcio a través
de canales tipo L (Spergel et al., 1995; Sun et al., 1997). Este aumento en el calcio
intracelular podria inhibir al menos 4 isoformas de la familia de las ACs (AC tipo 3,5,6y
9). Por lo tanto, proponemos cémo hipotesis de trabajo que el aumento en calcio
intracelular inducido por GABA y mediado por su receptor GABAA tiene como

consecuencia una disminucion en la actividad global de AC abatiendo la sintesis de AMPc.



Hipotesis

La activacion de los receptores GABA, induce una entrada de calcio por los
canales de calcio tipo L que disminuye de forma sostenida la actividad de las adenilato
ciclasas y, en consecuencia, reduce la sintesis del AMPc. Este mecanismo podria
explicar la inhibicion prolongada de la secrecion de la GhnRH mediada por la accién
persistente del GABA.

Objetivos
1.- Determinar la proporcion relativa de las 9 isoformas conocidas de las adenilato ciclasas
en las células GT1-7.
2.- Caracterizar el efecto del calcio sobre la actividad global de la adenilato ciclasa en las
células GT1.
3.- Analizar la dependencia del calcio en el efecto del GABA al inducir la caida en AMPc
4.- ldentificar el mecanismo de accion del calcio y las isoformas méas abundantes a nivel de
ARNM de las adenilato ciclasas sensibles al calcio expresadas en las células GT1.

a) AC3 mediante ser fosforilada por la CamKI|I

b) AC9 mediante ser desfosforilada por la calcineurina

5.- Evaluar el papel del GABA como un potencial modulador de la expresion de las ACs.



Metodologia

1. Cultivo celular

Las células GT1 se cultivaron en cajas de Petri de 100 mm de didmetro (Costar
Corporation, Cambridge, MA), en medio de mantenimiento que consiste en: medio D-
MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina-
estreptomicina (todos de GIBCO). Los cultivos se mantuvieron dentro de un incubador a
37°C en una atmosfera de 5% de CO,. Para realizar la medicion del AMPc intracelular se
cultivan las células en placas de 24 pozos con una densidad de 150,000 células/mL
utilizando el medio D-MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/mL de

penicilina-estreptomicina.

2. Extraccion de ARN

El ARN total se aisl6 de acuerdo al método previamente descrito por Chomczynsky
y Sacchi (1987). Brevemente, la muestra se desnaturalizé con 4 M tiocianato de guanidina,
sarcosinato lauril de sodio al 0.5% de peso/volumen con SDS, 0.1 M de 3-mercaptoetanol y
25 mM de citrato de sodio a un pH de 4.2. El sobrenadante fue mezclado con 1 volumen de
fenol, cloroformo y alcohol isoamilico (49:1 en 2/10 de volumen, respectivamente). La
mezcla se mantuvo a 4 °C por 15 minutos. Después de centrifugar a 10,000 g por 15
minutos a 4 °C, la fase acuosa se recuperd y se mezclé con un volumen igual de
isopropanol. La mezcla se mantuvo a -20 °C por una hora y se centrifugé a 10,000 g por 15
minutos a 4 °C y al finalizar se descarto el sobrenadante. El precipitado se resuspendio con
la mitad del volumen de tiocianato de guanidina, la mitad de volumen de isopropanol y
0.1M de 2-mercaptoetanol y se incubd a -20 °C por 1 hora. Se centrifugé a 10,000 g por 15
minutos a 4 °C. Se descartd el sobrenadante y se lavé el precipitado con alcohol etilico al
70%. Por ultimo se decantd y resuspendié con agua libre de ARNasas y se le adicion6 un
de ARNasas. Posteriormente, el ARN total fue tratado con DNasa | (Ambion) para evitar la

presencia de ADN gendémico. ElI ARN total fue almacenado a -20 °C.



3. Retrotranscripcion y la PCR

Se utilizaron 5 pg de ARN y se le afiadio buffer de retrotranscripcion, nucleétidos
oligo dT (Biolabs), una mezcla de desoxinucledtidos (4 mM) y 1U de la enzima
transcriptasa reversa de Malone mammalian leucemia virus (TRMMLYV, Promega). La
reaccion se incub6 durante 1 hora a 37 °C y a continuacion a 95 °C durante 5 minutos. El
ADN complementario (ADNCc) se amplificO mediante la técnica de la PCR utilizando la
siguiente mezcla de reaccion: mezcla de deoxinucleotidos (4 mM), buffer de reaccion,
MgCl (1.5 mM), ADNCc, la mezcla de oligonucle6tidos especificos (4 mM) y la enzima Taq
polimerasa (1 U). En la siguiente tabla se muestra cada isoforma de la adenilato ciclasa con
su correspondiente secuencia de oligonucleétidos y el tamafio esperado del producto de

amplificacion, asi como la referencia del banco gendémico.

Referencia del Tamano del . . "
Isoforma P Secuencia del oligonucleétido
banco gendmico producto

GGC CGATCT GAACTT CTT TAC
ACl1 gi 20853568 160 pb

CAC ACT CTG TGG GAT TAC CAG

AAG ATT AGC ACC ACG GAT GTG
AC2 gi 23956293 225 pb

TGC AGT GGC TCG ATATTCTTT

ACT CGG TGG AGA AGGAGA AG
AC3 gi 24475810 480 pb

TAC AGG TTG AGG GCA GTC AC

TGA TGA ACT GGA CAC TGG TGA
AC4 gi 17978249 323 pb

ACA CACTTCGTC AGG TGC TCT

AGG TAGTGG GCCTGTTGC T
AC5 gi 17063797 187 pb

CTGAAACTGGTCTGG GAGTTG

GTT CCC ATACTC CAC CCT GAT
AC6 gi 6671512 215 pb

ACA CAA GCAGAACCG AGAAGA

GGC TTA TGT TTG AAA CGG ACA
AC7 gi 602411 195 pb

GCC CCATTCCTT AGA ACT CTG

ACTTGG TCT GTG CAT TTATCG
ACS8 0i 1814374 500 pb

AAA GAG ACC TGC GTA GAT GGT

AAACTGATGCCCACTTTGTTG
AC9 gi 6752979 219 pb

TGG TTG ACA GAA ACA CAT CCA



La reaccion se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones: se desnaturalizo la
muestra a 94 °C por 150 segundos, se realizaron 30 ciclos con los siguientes parametros:
incubacion por 30 segundos a 94 °C, seguido de 30 segundos a la temperatura de
hibridacion a 62 °C y por ultimo, 30 segundos de polimerizacion a 72 °C. Finalmente se
incubod a 72 °C por 7 minutos. Tanto para la retrotranscripcion como para la PCR se utilizo
el termociclador Gene Amp PCR system 2400 (Perkin Elmer). Los productos se analizaron
en geles de agarosa al 1.2% tefiidos con bromuro de etidio. En la siguiente tabla se muestra
cada isoforma de la adenilato ciclasa con su correspondiente secuencia de oligonucle6tidos

y el tamafio esperado del producto de amplificacion.

4. Clonacién de fragmentos genémicos.

Mediante la técnica de la PCR se obtuvieron fragmentos gendmicos de las isoformas
de interés. Cada fragmento se ligd en el vector pDrive (Qiagen) utilizado y se
transformaron las bacterias competentes mediante un choque térmico. Una vez obtenidas
las colonias se verificd la presencia del fragmento mediante la técnica de la PCR. Cada
colonia identificada fue lisada y se extrajo el plasmido. El cual fue utilizado para realizar
las curvas de calibracion para la técnica de la PCR cuantitativa y para secuenciar el
producto amplificado.

5. PCR en tiempo real

Para cuantificar la expresion de las isoformas de la adenilato ciclasa se utilizé el
equipo de la PCR en tiempo real LightCycler™ (Roche) y el software LightCycler™ en la
version 3.5. Las mediciones se realizaron mediante el registro de la fluorescencia generada
por el reactivo fluorescente SYBR Green® | (Qiagen). La reaccion se llevo a cabo bajo las
siguientes condiciones: una incubacion de 60 segundos a 95°C. Posteriormente, se
programaron 40 ciclos que consistieron en: 1) 1 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 2)
10 segundos de hibridacion utilizando la temperatura recomendable para cada par de
oligonucledtidos y 3) 10 segundos de extension a 72 °C. Al terminar cada ciclo el equipo
realizé una medicién unica del fluoroforo SYBR Green® I. Finalmente se realizd una curva
de disociacion al medir de forma continua la fluorescencia generada por una rampa de

temperatura de 55 a 95 °C que cambiaba con una razon de 0.1 °C/segundo.



6. Estudios de AMPc

Las células fueron cultivadas en placas de 24 pozos tal como se describio
previamente. A las 24 horas de cultivo se aspiro el medio y se preincubaron las células con
un medio de mantenimiento adicionado con IBMX 1 mM durante una hora. Posteriormente,
las celulas fueron tratadas con GABA, Verapamil, BayK 8644, y la combinacion de GABA
con verapamil e incubadas a 37 °C por 20 minutos (En todos los tratamientos se utilizé la
dosis 10 uM). En el caso del verapamil se preincuban las células 5 minutos antes de iniciar
el tratamiento con GABA. Por ultimo, se lisaron las células y se almacenaron a -70 °C
hasta el dia del ensayo. La medicién del AMPc intracelular se realizd siguiendo las

instrucciones del estuche comercial de inmunoensayo enzimatico de Amersham (RPN225).

7. Ensayo de la fosfatasa PP2B (calcineurina)

La actividad de PP2B tanto basal como inducida por el GABA fue medida
utilizando un estuche comercial (Serine/threonine phosphatase assay system, Promega
Biotech). Las células GT1 fueron cultivadas en cajas de Petri de 100 mm de didmetro hasta
que alcanzaron un 90% de confluencia y fueron tratadas por 20 minutos con GABA en
presencia o ausencia de calcineurina (10 uM). Asi mismo, se adicion6 GABA en presencia
0 ausencia de verapamil 10uM y EGTA 3M. Para detener la reaccion las células se

congelaron a -70°C hasta el dia del ensayo.

8. Protocolo de transfeccion para el siRNA dirigido a la AC9

Las células GT1-7 se cultivaron en placas de 24 pozos con medio D-MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino sin antibioticos. Posteriormente se incubaron
por 24 horas. Se afiadio una mezcla de transfeccion que contenia: siRNA duplex (Santa
Cruz Biotechnology), el reactivo de transferencia (Santa Cruz Biotechnology) y el medio
OptiMEM (GIBCO) y se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente. Se aspiré el
medio de mantenimiento y se adiciond la mezcla de transfeccion. Después de 6 horas en el
incubador a 37°C se afiadio un volumen igual de medio D-MEM con 20% de suero fetal
bovino y 200 U/mL de penicilina-estreptomicina. Al dia siguiente se aspir0 la mezcla de
transfeccion y se reemplazé por medio de mantenimiento. Las células se analizaron entre

48y 72 horas después de afiadir el reactivo de transfeccion.



9. Ensayo de medicion de luciferasa

Se cultivaron las células GT1-7 igual que en el protocolo anterior de transfeccion
del siRNA vy al dia siguiente se lavaron las células gentilmente con solucion amortiguadora
de fosfatos (PBS). Posteriormente, las células se lisaron con un reactivo de lisis pasiva
(Promega Biotech) y se agitaron suavemente por 15 minutos a temperatura ambiente. El
lisado se transfirio a un tubo. La sefial generada por la luciferasa se midié en un
luminometro (TD 20/20 marca Turner designs).



Resultados
1. Caracterizacion de la expresion del ARNm de las isoformas de la adenilato ciclasa
Debido a que se carece de informacion respecto a que isoformas de la adenilato
ciclasa (AC) estan presentes en las células GT1-7 caracterizamos la expresion de las 9
isoformas de la AC a nivel de ARN mensajero (ARNm) por el método de la RT-PCR. Con
este objetivo se cultivaron las células GT1-7 bajo las condiciones descritas en la
metodologia y posteriormente se obtuvo el ARN total que fue retrotranscrito a ADN
complementario (ADNc). Al mismo tiempo, se disefiaron oligonucleétidos especificos para
cada isoforma de la AC. Encontramos que en las células GT1-7 se expresan 8 de las 9
isoformas conocidas de AC; en nuestras manos no se detecto a la AC8. Cada fragmento de
ADN fue clonado y se confirmo la identidad de cada variante de la AC por medio de la

secuenciacion de cada uno de los productos clonados (Figura 7).
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Figura 7: Las células GT1-7 expresan 8 isoformas de la adenilato ciclasa. Gel de agarosa representativo
que documenta la amplificacion de las 9 isoformas membranales de la adenilato ciclasa (AC); utilizando
extractos de células GT1, cerebro de ratdbn como control positivo (+) y un control negativo sin RT (-). Las AC
fueron clasificadas en funcion de su regulacién por calcio. (M) Marcador de peso molecular de ADN.



Debido a que las celulas GT1-7 expresan el ARNm correspondiente a isoformas de
AC tanto activadas como inhibidas por incrementos en la [Ca?"], decidimos evaluar si la
proporcion relativa de los miembros de estos grupos se inclinaba hacia las formas
inhibibles, o por el contrario se inclinaba hacia las formas activables. Con el fin de resolver
esta pregunta, analizamos la abundancia relativa de cada una de estas isoformas mediante el
método de la PCR cuantitativa. Con la PCR en tiempo real corroboramos los datos
cualitativos encontrados por la técnica de la RT-PCR convencional. En este sentido
encontramos la expresion de 8 de las 9 isoformas de la AC. Por el método de la PCR en
tiempo real analizamos la proporcion relativa de las variantes de la AC (Figura 8) y
encontramos la expresion de ACs que son inhibidas por calcio (AC tipo 3, 5, 6, y 9),
abarcando un 31.2% del total de las ACs y un 98% del total de las isoformas moduladas por

calcio.
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Figura 8: Distribucion de las isoformas de la adenilato ciclasa expresadas en las células GT1-7. El ARN
total fue extraido de las células GT1-7 y se utiliz6 para la transcripcion reversa seguida de un andlisis
cuantitativo absoluto utilizando la PCR en tiempo real mediante la deteccion del SYBR green I. Las adenilato
ciclasas se clasificaron en funcién de su regulacion por calcio. Cada columna representa la media + E.E. de 5
experimentos independientes.



En relacion a las ACs activadas por calcio identificamos una baja expresion de la
AC1 correspondiente a un 2% del total de las ACs y no detectamos a la AC8. Por ultimo,
encontramos que un 66.8% de las ACs corresponden a las isoformas insensibles al calcio
que son reguladas por proteinas G (AC2, AC4y ACY).

2. El GABA disminuye la acumulacion del AMPc en las células GT1-7 a través de un
mecanismo dependiente de la entrada de calcio.

Dado que encontramos un predominio de AC que son inhibidas por calcio en las
celulas GT1-7, nos preguntamos si esta proporcion a nivel de la expresion del ARNm se
conserva a nivel de actividad enzimatica. Por lo tanto, esperariamos encontrar que el calcio
produzca un efecto global inhibidor sobre la sintesis del AMPc. Para este objetivo
determinamos la acumulacion de la [AMPc]; en cultivos de células GT1-7 que fueron
preincubados por 1 hora con IBMX (1 mM) para bloquear la degradacion del AMPc por
fosfodiesterasas. Como control del IBMX utilizamos células que recibieron Gnicamente el
vehiculo (EtOH al 0.1%). A continuacion se trataron las células por 20 minutos con el Bay
K 8644 (10uM) y el verapamil (10 uM), que son el agonista y antagonista de los canales de

calcio operados por voltaje tipo L (CCOVL), respectivamente.

Encontramos que al inducir la apertura del canal de calcio con Bay K 8644 se
disminuy0 la acumulacién del AMPc intracelular de forma significativa alcanzando niveles
similares a los registrados en el control sin IBMX (Figura 9). Asimismo, el bloqueo de los
canales de calcio no afecta la sintesis del AMPc en comparacion con el control de IBMX.
Dado que encontramos que la entrada de calcio mimetiza el efecto del GABA al disminuir
la sintesis del AMPc (Beltran-Parrazal et al., 2001), exploramos el papel del calcio
intracelular como un posible intermediario del GABA (10uM) para deprimir la actividad de
las ACs. Para este objetivo se administré de forma concomitante al antagonista del canal de
calcio tipo L, verapamil y al GABA (ambos en una dosis 10 uM) y se encontré que al
bloguear los canales de calcio tipo L se previno la caida en la sintesis del AMPc mediada
por el GABA.
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Figura 9: El GABA disminuye la acumulacion del AMPc en las células GT1-7 a través de un
mecanismo dependiente de canales de calcio. Las células GT1-7 fueron preincubadas o no (barra blanca)
con IBMX 1mM ( de amplio espectro de las fosfodiesterasas) por 1 hora antes de adicionar GABA, Bay K
8644 o verapamil (En todos los tratamientos se utilizé 10 uM) por 20 minutos. Los niveles del AMPc fueron
determinados por inmunoensayo enzimatico. Cada columna representa la media + E.E. de 6 determinaciones
independientes. *p<0.05 vs control.

3. La disminucion de AMPc por el GABA es bloqueada por inhibidores de la
calcineurina y disminuida por la inhibicién de la CamKI|.

Nuestros resultados muestran que una entrada de calcio por canales CCOVL inhibe
la actividad global de las ACs, sin embargo, desconocemos el mecanismo de accion de este
cation y la identidad de la(s) isoforma(s) de la AC relacionadas a este efecto. El incremento
en la concentracion de calcio intracelular disparado por el GABA puede afectar la actividad
de las isoformas sensibles al calcio de la AC, particularmente a la AC3 y a la AC9, que son

las variantes de la AC més abundantes de este grupo en las células GT1-7.



Por lo tanto, nos propusimos evaluar: 1) el efecto de la calcineurina que es conocida
también como la fosfatasa PP2B y que tiene como blanco a la AC9 produciendo la
inhibicion de la sintesis del AMPc (Antoni et al., 1998) y 2) la cinasa dependiente de calcio
calmodulina tipo 1l (CamKII) que inhibe la actividad de la AC3 (Wei et al., 1996). Para
evaluar el primer punto administramos a inhibidores de la calcineurina, tales como: FK-
506, ciclosporina A, fenvalerato 6 deltamethrin (En todos los tratamientos se utilizé 10 uM)
en presencia de GABA 10 uM y encontramos que se regeneraron los niveles del AMPc en

valores cercanos al control con IBMX (Figura 10).
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Figura 10: La inhibicién en la acumulacion del AMPc mediada por el GABA es bloqueada por los
inhibidores de la calcineurina. Las células GT1-7 fueron preincubadas por 1 hora con IBMX 1mM antes de
adicionar GABA en ausencia o presencia de los es de la calcineurina FK-506, ciclosporina A (Cyc),
fenvalerato (Fen) or deltamethrin (Delta) (En todos los tratamientos se utilizé 10 uM) por 20 minutos. Los
niveles del AMPc fueron determinados por inmunoensayo enzimatico. Cada columna representa la media +
E.E. de 6 determinaciones independientes. *p<0.05 vs control.
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El bloqueo de la calcineurina con deltamethrin (Delta) es capaz de revertir los
efectos tanto del GABA como del Bay K 8644 alcanzando niveles de acumulacion del
AMPc comparables al de las células tratadas Unicamente con IBMX (Figura 11). Por otro
lado, también exploramos el papel de la via AC3/CamKIIl mediante bloquear la actividad de
la CamKIl y este tratamiento revirtio parcialmente la inhibicion en la acumulacion del
AMPc inducida por GABA o Bay K 8644 (Figura 11).
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Figura 11: La disminucion de la acumulacion del AMPc inducida por el GABA o Bay K 8644 es
revertida por completo por un de la calcineurina y parcialmente bloqueada por un de la CamKIlI. Las
células GT1-7 fueron preincubadas por 1 hora con IBMX 1 mM antes de adicionarle el GABA y el Bay K
8644 Unicamente o en combinacién con el de la CamKIl KN-62 o con el de la calcineurina deltamethrin
(Delta) por 20 minutos (En todos los tratamientos se utilizé 10 uM). Los niveles del AMPc fueron
determinados por inmunoensayo enzimatico. Cada columna representa la media + E.E. de 6 determinaciones
independientes. *p<0.05 vs control.



4. El GABA incrementa la actividad de fosfatasa a través de un mecanismo dependiente
de la entrada de calcio.

Los resultados anteriores muestran por abordajes farmacoldgicos que el efecto del
GABA sobre la caida en la acumulacién del AMPc podria ser mediado por la calcineurina
lo cual resultaria en la potencial inhibicion de la actividad de la AC9. Esta fosfatasa es
altamente dependiente del calcio para ser activada, en consecuencia nos intereso explorar el
papel del GABA como activador de la calcineurina via la activacion de los canales de
calcio tipo L. Para evaluar esta propuesta expusimos a las células GT1-7 con GABA 10 uM
por 20 minutos y encontramos un aumento significativo en la actividad de la fosfatasa
(Figura 12 y 13). El efecto del GABA fue bloqueado por verapamil 10 uM o0 EGTA 3 mM

(Figura 12) atribuyendo la identidad de la fosfatasa a la calcineurina.
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Figura 12: EI GABA incrementa la actividad de fosfatasa a través de un mecanismo dependiente de
canales de calcio. Las células GT1-7 fueron incubadas por 20 minutos con GABA (10 uM) con o sin
verapamil 10 uM o EGTA 3 mM. La actividad de fosfatasa serina/treonina fue medida tal como se describe
en la metodologia. Cada columna representa la media + E.E. de 5 determinaciones independientes. *p<0.05
vs control.



Més aun, en la figura 13 se muestra que el incremento en la actividad de la fosfatasa
en respuesta al GABA también fue bloqueado por la co-incubacion con los inhibidores de
calcineurina: FK-506, ciclosporina A o fenvalerato (En todos los tratamientos se utilizé 10
uM). Estos resultados confirman que el GABA, via la activacion de los receptores GABAA,
generd la apertura de los canales de calcio operados por voltaje y en consecuencia al

aumento en la [Ca?*]; se incremento la actividad de la calcineurina en las células GT1-7.
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Figura 13: La actividad de fosfatasa inducida por el GABA es bloqueada por los es de calcineurina en
las células GT1-7. Las células GT1-7 fueron incubadas con GABA 10 uM y/o FK-506, ciclosporina A and
fenvalerato por 20 minutos (En todos los tratamientos se utilizd 10 uM). La actividad de fosfatasa
serina/treonina fue medida tal como se describe en la metodologia. Cada columna representa la media + E.E.
de 3 determinaciones independientes. *p<0.05 vs control.

5. El GABA incrementa la expresion del ARNm de la adenilato ciclasas tipo 7 y 9.

Aungue los receptores de GABAA estan clasicamente asociados con eventos ionicos
transitorios (movilizacion de corrientes de cloro que inducen cambios en el potencial de
membrana), existe evidencia reciente de que apoya el papel del GABA como regulador de
la transcripcion del ARN mensajero (Doepner et al., 2005; Martyniuk et al., 2005).



Dado que estamos interesados en evaluar el papel del GABA en la disminucion de
la acumulacién del AMPc a largo plazo, nos preguntamos si el GABA seria capaz de
inducir cambios a nivel genémico. Como un primer acercamiento, exploramos el efecto del
GABA sobre las 2 isoformas méas abundantes en las células GT1-7 (AC7 y AC9). Nuestros
resultados muestran que la administracién de GABA 10 uM incrementa significativamente
la expresion del ARNm de ambas isoformas (Figura 14). La curva temporal mostro que la
ACT7 un incremento gradual en la expresion que se duplico a las 24 horas en relacion con el
control y se mantuvo hasta las 48 horas de incubacion (Figura 14A). En contraste, la AC9
mostré una sensibilidad mayor al tratamiento con GABA al incrementarse en un 40% su
expresion a las 6 horas de tratamiento y se sostuvo este aumento hasta las 48 horas de
incubacion (Figura 14B). A las 48 horas se compard la intensidad de la respuesta entre las
dosis de 10 uM y 1 mM de GABA vy los resultados mostraron que la AC7 tuvo una
tendencia a aumentar sin ser significativa, mientras que la AC9 no mostro diferencia entre
las dosis.
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Figura 14: El efecto del GABA en la expresion del ARNm de la AC7 y la AC9. A) El GABA 10 uM tiene
una tendencia a aumentar expresion de la AC7 que alcanzar un incremento significativo a las 24 horas. En
contraste, la AC9 alcanz6 su pico maximo de expresion a las 6 horas y se mantuvo hasta las 48 horas de
incubacién B). La incubacidn a las 48 horas tanto con GABA 10 uM como 1 mM produjeron el mismo
incremento en la expresion. Cada columna representa la media + E.E. de 5 experimentos independientes.



6. Los receptores GABAA Y GABAg estan involucrados en la regulacion de la expresion
del ARNm mediada por el GABA.

Para investigar que tipo de receptor del GABA estaba involucrado en el incremento
en la expresion de la AC7 y AC9, incubamos las células GT1-7 con muscimol (10uM,
agonista de los receptores GABA,) o baclofen (10 uM, agonista de los receptores GABAg)
por 24 horas (Figura 15). Nuestros resultados mostraron que el muscimol y el baclofen
incrementaron alrededor de 5 y 10 veces la expresion del ARNm de la AC7 y la AC9,
respectivamente en comparacién con los niveles basales de expresion del ARNm.
Resultados preliminares mostraron que el baclofen tiene una tendencia a incrementar la
expresion de la AC9 pero el error es muy grande debido a que son Unicamente 2

experimentos independientes y se requiere de aumentar el nimero de determinaciones.
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Figura 15: El efecto de agonistas de los receptores del GABA incrementan la expresion del ARNm de la
AC7 y AC9. A) La incubacién con muscimol y baclofen por 24 horas incrementé la expresion de la AC7
hasta 5 veces comparado con la expresion basal. Mientras que el muscimol aumento 10 veces la expresién de
la AC9 en relacion con la expresion basal B). Cada columna representa la media + E.E. de 3 experimentos
independientes excepto el tratamiento con baclofen B) con 2 experimentos independientes.

7. Estandarizacion de la metodologia para silenciar la expresion de la AC9

Dado que en este trabajo mostramos datos que sugieren fuertemente que la AC9
juega un papel crucial en la modulacion GABAérgica de la formacion del AMPc en las
células GT1-7 nos interesa investigar si en ausencia o baja expresion de la AC9 seria capaz
de prevenir o al menos disminuir marcadamente la inhibicion sostenida de la sintesis del

AMPCc en respuesta una exposicion persistente del GABA.



Por lo tanto, en esta seccién nos proponemos discutir la estandarizacion de un
método para silenciar la expresion de la AC9. Para este fin adquirimos comercialmente una
mezcla de fragmentos pequefios de ARN de interferencia (SIRNA, por sus siglas en ingles)
para silenciar la expresion del ARNm de la AC9. Como un primer acercamiento cultivamos
células en placas de 24 pozos tal como se describio en la metodologia y realizamos una
curva dosis-respuesta del siRNA (20, 40, 60 y 80 pmol de siRNA) utilizando 48 y 72 horas
de incubacidn después de la transfeccion del siRNA. Nuestros resultados por la RT-PCR
convencional muestran que no logramos disminuir la expresion de la AC9. Dado que la
reduccion en la expresion del siRNA dificilmente logra un 100% de eficiencia, nos
preguntamos si la reduccion del mensajero era enmascarada en la amplificacion por la RT-
PCR convencional. Por lo tanto, evaluamos cuantitativamente la expresion de la AC9 por la
metodologia de la PCR en tiempo real esperando que encontraramos una reduccion mas
evidente en la expresion de dicho mensajero. Sin embargo, confirmamos que el tratamiento

con siRNA era incapaz de silenciar la expresion del ARNm de la AC9 (Figura 16).
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Figure 16: PCR en tiempo real de la expresion del ARNm de la AC9 tratada con siRNA AC9. Las
células GT1-7 fueron tratadas con el siRNA dirigido contra la AC9 (20, 40, 60 y 80 pmol/pozo,
respectivamente) combinado con el reactivo de transfeccion. También se muestra el control que corresponde a
células sin tratar con siRNA en ausencia y presencia de reactivo de transfeccion.



Dado que encontramos que dichos tratamientos no lograron disminuir la expresion
génica de la AC9, nos preguntamos si el mecanismo de transfeccién utilizado era el
adecuado para inducir la entrada del siRNA. Puesto que no es posible aumentar la dosis del
reactivo de transfeccion porque produjo un efecto tdxico en las células concluimos que era
necesario evaluar si en la dosis no toxica de reactivo de transfeccion lograba transfectar a

un gen reportero que pudiese indicar si la transfeccion fue exitosa.

Para probar la eficiencia del reactivo de transfeccién utilizamos un plasmido que
codifica para el gen de luciferasa. Se utilizo el mismo protocolo descrito en la metodologia
para transfectar al siRNA dirigido para la AC9 y encontramos que la luciferasa pudo
ingresar a la célula y emitir una sefial luminosa 600 veces mayor que en las células tratadas
con el plasmido sin reactivo de transfeccion (Figura 17). Cuando combinamos el
tratamiento de siRNA AC9 con el plasmido que codifica para la luciferasa encontramos una
reduccion en la sefial (627.3 + 8 vs 274.05 + 22.5 Unidades) que sugiere una competencia

entre ambas moléculas.
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Figura 17: Ensayo de transfeccién de la luciferasa y/o siRNA dirigido contra la AC9. Las células GT1-7
fueron transfectadas con el sSiRNA AC9 y/o el plasmido que codifica para la luciferasa con y sin reactivo de
transfeccion. Cada columna representa la media + E.E. de 3 experimentos independientes.



De este mismo experimento reservamos células GT1-7 con los tratamientos
descritos previamente con la finalidad de analizar la expresion del ARNm de la AC9 y
utilizamos como control positivo el gen casero B-actina. Nuevamente, los resultados

muestran que no hubo cambios detectables en la expresion de la AC9 (Figura 18).
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Figura 18: Las células GT1-7 expresan a la AC9 aun en presencia del sSiRNA AC9. La electroforesis de
agarosa muestra los productos de la PCR del amplicén de la AC9, B-actina y el control negativo sin RT. Las
células GT1 fueron tratadas con ARN de interferencia pequefios (ARNI) en ausencia y presencia del plasmido
control que expresa a la region codificante de la luciferasa (Lucif), el reactivo de transfeccidn (React Transf) y
las células sin tratamiento (Crtl).



Discusion

En el presente estudio se evalud el patron de expresion de las adenilato ciclasas
(AC) en la linea celular inmortalizada de neuronas GnRHérgicas GT1-7, con la finalidad de
encontrar el mecanismo que explique una accion del GABA que es disparada por
receptores ionotrépicos y que desencadena efectos metabotrdpicos a largo plazo. EI GABA,
actuando via los receptores ionotrépicos GABAA,, tiene un efecto inhibidor tardio en la
secrecion de la GnRH que es ejercido por la inhibicion sostenida de la formacion del
AMPc. Sin embargo, el mecanismo responsable de la respuesta a largo plazo permanece

desconocido.

Se ha propuesto que el GABA actia como un intermediario en la sefializacion
central del sistema reproductivo a través de ejercer una accion directa en las neuronas
GnRHeérgicas. Estas neuronas expresan a los receptores ionotropicos GABAA (Jung et al.,
1998; Spergel et al., 1999; Pape et al., 2001), y reciben una profusa inervacion de neuronas
GABA¢érgicas (Leranth et al., 1985) que resulta en una répida despolarizacion de la
membrana y el disparo de potenciales de accion (DeFazio et al.,, 2002). El efecto
estimulador del GABA es explicado porque el potencial de inversion del cloro en las
celulas GT1 y posiblemente en neuronas GnRHérgicas in situ, es mas positivo que el
potencial de reposo de la membrana (Hales et al., 1992; Hales et al., 1994; DeFazio et al.,
2002). La activacion de los receptores GABAA a corto plazo aumenta la excitabilidad
celular y a largo plazo produce un efecto inhibidor que se sostiene por varias decenas de
minutos (Hales et al., 1992; DeFazio et al., 2002).

Estudios realizados in vivo apoyan la relevancia fisiologica de acciones tanto
inhibitorias como excitadoras del GABA. Por un lado, se ha observado que se incrementan
los niveles de la LH en respuesta al aumento del GABA cerca de las terminales de las
neuronas GnRHérgicas (Bilger et al., 2001). En contraste, una accion inhibidora
predominante del GABA sobre las neuronas GnRHérgicas fue sugerida por estudios
realizados en roedores y ovejas mostrando que la aplicacion de antagonistas de los
receptores GABA, incrementa la liberacion de la LH (Lamberts et al., 1983; Adler y
Crowley, 1986; Ferreira et al., 1998).



Asimismo, se ha descrito que existe una relacion inversa entre el contenido del
GABA en el area preoptica y la liberacion de la LH a la circulacion sistémica (Jarry et al.,
1988; Robinson et al., 1991; Herbison y Dyer, 1991). Mas aun, el GABA actua
suprimiendo la liberacion de la LH/GnRH durante la infancia, y al remover esta supresion
del eje reproductor desencadena tempranamente el inicio de la pubertad. Esto fue
demostrado mediante la administracién de la bicuculina (antagonista del receptor GABA,)
en el tercer ventriculo de monos rhesus (Keen et al., 1999). En conjunto estas evidencias
indican que el GABA juega un papel muy complejo en la regulacion de la funcién

reproductiva que incluye una accion inhibidora persistente.

En la linea celular GT1-7 se han obtenido resultados similares, donde el GABA
tiene un efecto dual caracterizado por un incremento transitorio de la estimulacion seguida
por una inhibicion duradera de la secrecion de la GnRH (Martinez de la Escalera et al.,
1994). La estimulacion transitoria es disparada por la activacion de los receptores GABAA
produciendo un incremento en la [Ca*']; a través de la apertura de canales de calcio
operados por voltaje tipo L (Sun et al., 1997), y un pico Unico de secrecion de la GnRH
(Martinez de la Escalera et al., 1994). La fase inicial de excitacion es seguida por un
decremento sostenido tanto en la [Ca®*]; (Sun et al., 1997) como en la liberacién de la
GnRH (Martinez de la Escalera et al., 1994), que se correlaciona con la reduccién de la
[AMPc]; y de la excitabilidad celular (Beltran-Parrazal et al., 2001). Todos los efectos
anteriores tienen en comun que son disparados por agonistas de los receptores GABAA Y
bloqueados por antagonistas del receptor (Martinez de la Escalera et al., 1994; Sun et al.,
1997; Beltran-Parrazal et al., 2001).

A pesar de estos hallazgos, poco se conoce acerca la accion del GABA sobre la
funcion GnRHérgica. En este trabajo hemos confirmado que el GABA disminuye
sustancialmente la acumulacion del AMPc en las células GT1-7, tal como se habia
mostrado previamente (Beltran-Parrazal et al., 2001). Mas aun, hemos caracterizado la
expresion de 8 diferentes isoformas de adenilato ciclasas membranales, incluyendo a la

AC3y la AC9 que son reguladas negativamente por el calcio.



Por la metodologia de la PCR en tiempo real encontramos que las ACs reguladas
negativamente por el calcio (AC3, AC5, AC6 y AC9) son 15 veces mas abundantes que
aquella regulada positivamente (AC1) sugiriendo que el incremento en la [Ca*']; generado
por la activacion de los receptores GABAA puede reducir marcadamente la sintesis del
AMPc. De hecho, hemos demostrado que la activacion farmacoldgica de los canales de
calcio operados por voltaje tipo L (CCOVL) inhiben la acumulacién del AMPc en menos
del 20% de los niveles basales en 20 minutos. Ademas, nuestros resultados mostraron que
la accién inhibidora del GABA en la formacion del AMPc es altamente dependiente del
influjo del calcio sobre la inhibicion del GABA ya que este fue bloqueado por el verapamil

y parece ser mediada principalmente por la AC9 con una contribucién menor de la AC3.

Esta conclusion es apoyada por el hallazgo de que la accion del GABA o el Bay
K8644 se revierte por 4 diferentes bloqueadores de la calcineurina y en menor grado por el
blogueador de la cinasa dependiente del complejo calcio calmodulina tipo Il (CamKIl). El
calcio inhibe la actividad de la AC9 al incrementar la tasa de desfosforilacion por la
calcineurina (Antoni et al., 1998). Por otro lado, el calcio inhibe a la AC3 al incrementar la
tasa de fosforilacion mediada por la CamKIl (Wayman et al., 1995; Wei et al., 1996). El
papel central de la AC9 en el efecto del GABA también es evidenciado al demostrar que el
GABA incrementa la actividad de fosfatasa en las células GT1-7, y este efecto no solo es
blogueado por inhibidores de la calcineurina sino que también se previene al disminuir el

calcio libre extracelular o bloquear a los canales CCOVL.

Auln no se comprende del todo el mecanismo de regulacion de la secrecién en las
neuronas GnRHérgicas. Existe abundante evidencia que implica al AMPc en la regulacion
de la liberacion de la GnRH en células GT1-7 (Yoshida et al., 2003) y en neuronas
GnRHeérgicas in situ, asi como en la funcion reproductiva (Paruthiyil et al., 2002; Gomez et
al., 2005). La administracién de analogos o la activacion de las AC por forskolina
incrementan marcadamente la secrecion de la GnRH en las células GT1 (Martinez de la
Escalera et al., 1995).



Igualmente, al extender la vida media del AMPc con inhibidores no selectivos de las
fosfodiesterasas 3-isobutil-1-metil xantina (IBMX) o con inhibidores especificos de la
fosfodiesterasa tipo 4 (PDE4) rolipan y RS-25344 también incrementa la secrecion de la
GnRH (Sakakibara et al., 1998). El decremento en los niveles del AMPc por la expresion
de la forma constitutiva activa de la PDE4D1 dirigida genéticamente a las neuronas
GnRHeérgicasa, no solo redujo la secrecién de la LH (Paruthiyil et al., 2002; Gomez et al.,
2005) y la GnRH (Yoshida et al., 2003) sino que también acorté la vida fértil en hembras
generando multiples quistes ovaricos y eventualmente alteraciones en el metabolismo
energético (Paruthiyil et al., 2002; Gomez et al., 2005).

En este trabajo, demostramos que las células GT1-7 expresan un total de 8
isoformas con diferentes propiedades de regulacion, lo cual sugiere que existe una compleja
integracion en la via del AMPc en estas neuronas. Empleando un abordaje cuantitativo,
nuestros resultados han ampliado un reporte previo que muestra la expresion de la AC1 que
es regulada positivamente por el calcio, y las isoformas reguladas negativamente por el
calcio (AC3, AC5/AC6) detectadas por western blot en las células GT1-7 (Krsmanovic et
al., 2001). Nosotros confirmamos la expresion a nivel de ARNm de la AC1, AC3, AC5, y
AC6 y mostramos por primera vez la expresion de las isoformas insensibles al calcio AC2,
AC4 y ACT7 y otra isoforma regulada negativamente por calcio (AC9). También
determinamos la proporcion relativa de cada isoforma de la AC a nivel del ARNm debido a
gue no se cuenta con anticuerpos que reconozcan satisfactoriamente a todas las variantes de
la AC.

Si bien este trabajo esta enfocado a estudiar la participacion de las ACs sensibles al
calcio en la sefializacion del GABA, consideramos necesario analizar toda la coleccion de
adenilato ciclasas expresadas en las neuronas GnRHérgicas. Las isoformas insensibles al
calcio AC2, AC4 y AC7, estan involucradas en la respuesta a sefiales aferentes, incluyendo
aquellas que son mediadas por receptores acoplados a las proteinas G, tales como los
receptores Bl-adrenérgicos (Martinez de la Escalera et al., 1992b) y D1 dopaminergicos
(Martinez de la Escalera et al., 1992c, Yoshida et al., 2004) expresados en las células GT1

como en las neuronas GnRHérgicas in situ (Kordon et al., 1994).



Aunque existen numerosos factores que influyen durante el procesamiento del
ARNM, asi como en la traduccién que dara lugar a una proteina funcional y a que puede
presentarse variaciones en estos procesos entre las isoformas de la AC, nuestros resultados
sugieren que existe una preponderancia de las isoformas de la AC inhibidas por calcio a
nivel del mensajero. Estos datos proponen que el efecto neto de la elevacion en la [Ca*'];
sobre la sintesis del AMPc es un reflejo de la accion combinada de todas las isoformas de la
AC. En el presente trabajo mostramos que el patrén de expresion de las ACs es consistente
con el efecto inhibidor neto en la formacion del AMPc observado en respuesta de una
concentracion elevada de la [Ca**]; mediada por la activacién farmacolégica de canales de

calcio tipo L con BayK 8644 en las células GT1-7.

Nuestros resultados apoyan la participacion de la AC3, AC5, AC6 y AC9 en el
mecanismo de accion por el cual el GABA disminuye los niveles del AMPc utilizando al
calcio como intermediario. De las cuatro isoformas de la AC que son inhibidas por el
calcio, encontramos que la AC3 y la AC9 son expresadas en gran proporcion. Estas
isoformas de la AC son inhibidas por el calcio a través de la activacion de la cinasa
dependiente del complejo calcio-calmodulina tipo Il 6 CamKII (Wayman et al., 1995; Wei
et al., 1996) y la calcineurina (Antoni et al., 1995; Antoni et al., 1998; Paterson et al.,
2000), respectivamente. Nuestros resultados muestran que el bloqueo farmacoldgico de la
actividad de la calcineurina previene el efecto del GABA o el Bay K 8644 sobre el
decremento en la [AMPc];, indicando que la calcineurina/AC9 juega un papel central en la
via de sefalizacion GABAérgica.

Ademas de encontrar que el GABA es capaz de disminuir la actividad enzimatica de
la AC9 por al menos 20 minutos, también observamos que el GABA tiene efectos
genomicos al aumentar la expresion del ARNm de la AC9 (Mayda Gonzélez-Soto y
colaboradores). Aunque los receptores GABAA son tipicamente asociados con eventos
ionicos (generacion de corrientes de cloro que cambian el potencial de membrana),
recientemente han surgido evidencias que apoyan el papel de los receptores GABAA4 en la

regulacion de varios transcritos (Doepner et al., 2005; Martyniuk et al., 2005).



Estos resultados sugieren la posibilidad de que el aumento en la expresion de la
AC9 en respuesta a la exposicion persistente del GABA en las neuronas GnRHérgicas. En
consecuencia, estas células serfan mas susceptibles a un incremento en la [Ca®']; y en
consecuencia, desencadenar una caida dramaética en la [AMPc]; y podria inhibir de forma
sostenida la secrecion de la GnRH. Este mecanismo podria explicar, entre otras cosas, la
inhibicion sostenida del GABA sobre las neuronas GnRHérgicas durante la infancia en

primates no humanos (Keen et al., 1999).

Recientemente hemos tratado de implementar la técnica de ARN de interferencia
con la finalidad de explorar el papel de la AC9 en la sefializacion del GABA de forma
complementaria a los estudios que hemos realizado por farmacologia. Para este objetivo,
adquirimos a través de Santa Cruz Biotechnology una mezcla de fragmentos pequefios de
ARN (siRNA, small interference RNA) y realizamos curvas dosis-respuesta con este
producto siguiendo la metodologia sugerida por el proveedor con tiempos de incubacién de
48 y 72 horas después de la transfeccion. Sin embargo, no detectamos cambios en la
expresion de la AC9 utilizando la metodologia de la RT-PCR convencional, asi como en la
PCR en tiempo real. Para analizar la eficiencia de transfeccion de esta tecnica utilizamos un
plasmido que contenia la regidn codificante del gen reportero lucifera y logramos obtener
una sefial luminosa en las células GT1-7 transfectadas con reactivos de transfeccion de dos
marcas comerciales distintas (Invitrogen y Santa Cruz Biotechnology). Dado que el método
de transfeccion es dptimo, inferimos que a pesar de que este siRNA comercial ingresa a la
celula no es capaz de alterar la expresion de la AC9. Actualmente estamos trabajando en el
disefio de siRNA dirigidos contra la AC9 con la intencion de continuar la caracterizacion de

esta isoformas en las células GT1-7.

Ademas de la participacion de la calcineurina/AC9, tenemos evidencia que indica
que la CamKII/AC3 también estd involucrada al menos parcialmente en la sefializacion
disparada por el GABA en las células GT1-7. Como dato interesante, la AC3 también se
expresa en neuronas olfatorias y se ha descrito que las neuronas GnRHérgicas tienen sus

origenes en la placa olfatoria (Silverman et al., 1994).



Otro ejemplo de esta correspondencia entre las células GT1 y la placa olfatoria es
la expresion de canales cationicos dependientes de nucleétidos ciclicos o canales CNG que
son funcionales en ambos tipos celulares (Vitalis et al., 2000, Blackman et al., 2007).
Ademas, se ha encontrado canales CNG se expresan en las neuronas GnRHérgicas in situ
(El-Majdoubi y Weiner., 2002).

Recientemente se han generado trabajos que exploran el efecto neto de los
receptores GABAA en la excitabilidad de las neuronas GnRHérgicas. En estos trabajos,
Suzzane Moenter y colaboradores encontraron que el GABA tiene un efecto excitador sin
importar la edad, género o estado fisiolégico (DeFazio et al., 2002; Moenter y DeFazio.,
2005). En contraste, Allan Herbison y colaboradores proponen que el GABA presenta un
cambio en su efecto de excitador a inhibidor previo a la pubertad (Han et al., 2002) y que
en adultos el GABA tiene un efecto predominantemente inhibidor (Han et al., 2004). A
pesar de todos estos avances, continda sin responderse la interrogante de cual es el efecto
directo del GABA sobre las excitabilidad de las neuronas GnRHérgicas debido a la
compleja interpretacion de estos abordajes electrofisiologicos in vivo. A pesar de que ha
habido grandes avances en el desarrollo de técnicas que permiten identificar con gran
especificidad a las neuronas GnRHérgicas aln existen limitaciones técnicas que dificultan
la disociacidon del efecto de las interneuronas aferentes a las neuronas GnRHérgicas (Han et
al., 2002; DeFazio et al., 2002; Han et al., 2004; Moenter y DeFazio. 2005). Recientemente
se ha sugerido la participacion de un asa de retroalimentacion local entre el GABA vy el
glutamato que altera la excitabilidad celular en las neuronas GnRHérgicas (Chu y Moenter,
2005).



Conclusiones

En este trabajo proponemos un mecanismo novedoso donde el GABA dispara una
cascada de segundos mensajeros que podria explicar el efecto inhibidor persistente del
GABA sobre la secrecion de la GnRH en las celulas GT1-7 (Figura 19). Nuestros
resultados se resumen en las siguientes premisas:
1) La activacién de los receptores GABAA producen la despolarizacion de la membrana e
inducen un incremento transitorio en la [Ca®*]i a través de los canales de calcio operados
por voltaje tipo L (COV) (Sun et al., 1997). Nuestros resultados muestran que: a) la entrada
de calcio por los canales COV tipo L es suficiente para disminuir la [AMPc]; y b) que este
aumento en calcio es necesario para que el GABA disminuya la acumulacién del AMPc.
2) Las células GT1-7 expresan isoformas sensibles al calcio, incluyendo una gran
proporcion de las isoformas AC3 y AC9 que son reguladas negativamente por este cation.
3) El aumento en la [Ca®*]; inhibe la actividad de la AC3 y AC9 al ser fosforilada por la
CamKII y desfosforilada por la calcineurina, respectivamente (Sunahara y Taussig., 2002).
En este trabajo se demostrd que la caida en la [AMPc]i mediada por el GABA es blogueada
por la calcineurina y disminuida por la inhibicion de la CamKI|.
4) El GABA incrementa la actividad de la calcineurina a través de un mecanismo

dependiente de la entrada de calcio por canales COV tipo L en las células GT1-7.
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Figura 19: Mecanismo de accién propuesto para explicar la regulacion GABAérgica de la actividad de
las adenilato ciclasas en las células GT1-7.



Perspectivas

Este trabajo nos ha permitido identificar algunos elementos clave en la regulacién
GABA¢érgica de la actividad de las adenilato ciclasas y, por lo tanto, potencialmente
entender como se lleva a cabo la disminucion persistente de la secrecion de la GnRH
mediada por el GABA en las células GT1-7. Este trabajo es novedoso y de gran interés para
el campo de la neuroendocrinologia puesto que permite describir a nivel molecular la
sefializacién del GABA sobre las neuronas reproductivas. Queda por determinar el papel
que juega la AC3 y la AC9 como moduladores de la secrecién de GnRH. En este trabajo se
demostré que la AC3 y la AC9 estan presentes abundantemente en las células GT1 y que
estan involucradas la caida en la acumulacion de la [AMPc]; mediado por el GABA. Queda
por determinar si la ausencia de dichas isoformas modificaria la acumulacion del AMPc y
la liberacion de la GnRH. Para este fin, se implementaria el uso de fragmentos pequefios de
RNA de interferencia (siRNA, small interference RNA) dirigidos a la AC3 y la AC9, asi
como la combinacién de estos. Para poder disecar el efecto de cada componente de la via
de sefializacion del GABA y otros moduladores seria de utilidad monitorear la secrecion de
la GNRH por medio de un inmunoensayo enzimatico. Ademas, seria de gran utilidad que
este método sea implementado por el laboratorio puesto que permitiria una amplia
caracterizacion del GABA y otros neurotransmisores sobre la secrecion de la GnRH con un
costo econdmico bajo. A la par, tenemos datos preliminares que muestran que el GABA
tiene un efecto gendmico al alterar la expresion de las adenilato ciclasas sensibles al calcio
y nos interesa explorar como afectan estos cambios a la acumulacion del AMPc y la
secrecion de la GnRH. Mas aun, dado que nuestro objetivo final es extrapolar esta
informacion a un animal completo, un primer acercamiento seria explorar que isoformas de
la AC se encuentran presentes en las neuronas GnRHérgicas in vivo. Para este objetivo se
puede utilizar la técnica de hibridacion in situ para determinar la expresion de las ACs en el
hipotalamo, asi como realizar simultaneamente una inmunohistoquimica para determinar la

co-localizacion de estas isoformas de la AC en las neuronas GnRHérgicas.
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