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1. INTRODUCCION.

1.1-Hipofisis

Importancia fisiologica.

La hipofisis o glandula pituitaria es un importante componente del sistema endocrino, y
junto con el hipotdlamo, juega un papel crucial en numerosas funciones endocrinas y no
endocrinas del organismo, estableciendo un puente entre el sistema nervioso central y el
sistema endocrino (1). El hipotalamo regula positiva y/o negativamente la sintesis y
secrecion hormonal de la hipofisis a través de la liberacion de varias hormonas troficas,
las cuales actuan especificamente sobre ciertos tipos celulares en la hipéfisis, que a su
vez secretan una variedad de hormonas esenciales para el crecimiento, desarrollo,
metabolismo, reproduccion asi como para el funcionamiento del sistema nervioso (1).
La complejidad anatomica de la glandula se debe a que posee un origen embrionario
doble; el ectodermo que origina la adenohipoéfisis a partir de la formacion de la bolsa de
Rathke, al invaginarse hacia atras y hacia arriba de la cavidad oral del organismo, y la
neurohipo6fisis, que se forma de la evaginacion del neuroectodermo del piso del tercer

ventriculo y llega a conectarse con la bolsa de Rathke.

Ubicacion y distribucién anatémica

La hipofisis se encuentra ubicada en la silla turca, en la base de la cavidad craneal, esta
unida al hipotalamo por medio del tallo infundibular. El tallo infundibular es la zona de
paso de las fibras neurosecretoras peptidérgicas que terminan en los capilares de la pars
nervosa. Esta ultima esta compuesta en un 42% de los axones provenientes de las
neuronas de los nucleos paraventricular y el supraoptico del hipotdlamo que sintetizan
entre otras, dos hormonas peptidicas, la oxitocina (OX) y la hormona antidiurética o
vasopresina (ADH o VP). Tomando en cuenta las diferentes nomenclaturas utilizadas,

podriamos esquematizar que la glandula hipofisiaria se divide en:
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Figura 1. Ubicacion y componentes de la glandula hip6fisis en mamiferos. Modificado de Human Anatomy
The McGraw-Hill Companies, Inc.



Entre el 16bulo posterior y el anterior, se encuentra una delgada lamina de tejido
conocida como lobulo intermedio, pars intermedia cuando es tomado como parte de la
adenohip6fisis o 16bulo neuro-intermedio cuando se encuentra fusionado al 16bulo
posterior. Esta porciéon de la glandula se encuentra directamente inervada por las
neuronas hipotalamicas. La mayor porcién de células corresponden a melanotropos,
células que producen el precursor de la proopimelanocorticotropina (POMC) que en el
caso de los melanotropos se divide posteriormente en fB-endorfina y o-hormona

estimulante de melanocitos (2).

El l6bulo anterior o adenohip6fisis (AH), esta dividido en pars tuberalis que comprende
una pequeia porcion del 16bulo que se extiende hacia arriba para adosarse en forma de
collar al piso del diencéfalo y pars distalis, en la cual se encuentra la mayor parte del

tejido endocrino hipofisiario.

La células de la pars distalis se pueden dividir en general en dos grandes categorias: las

que secretan hormonas proteicas y aquellas cuya secrecion hormonal es gluco-proteica.

Irrigacion

La irrigacion sanguinea en la adenohipdfisis es de suma importancia, no sélo por su
funcién de secrecion endocrina hacia el resto del organismo, sino que ademas, debido a
que no se encuentra directamente inervada, este es el principal medio por el cual se
regula su funcion. La adenohipofisis estd irrigada por vasos porta que conectan entre si
dos lechos capilares (uno en la zona externa de la eminencia media y otro en la
adenohipo6fisis) a lo que se denomina sistema porta-hipofisiario. Al estar los capilares
porta primarios en intimo contacto con las terminales axdnicas que provienen no solo
del nucleo arcuato sino de otras zonas del hipotdlamo basal y medial (4rea
hipofisiotropica) estos axones pueden descargar a la luz de los capilares neurohormonas
(estimuladoras o inhibidoras), que al viajar en forma descendente por el sistema porta

actuan sobre la adenohipofisis.

La irrigacién comienza por medio de las arterias hipofisiarias superiores, las cuales se

anastomosan y se capilarizan a nivel de la eminencia media, especialmente en la zona



externa y también en el extremo superior del tallo infundibular. Estos capilares
constituyen el plexo capilar primario del sistema porta-hipofisiario y son los que entran
en contacto con los numerosos terminales axonicas neurosecretorios aminérgicos del
sistema arcuato-eminencia media. Los capilares vuelven a unirse en vasos porta largos
que corren principalmente por la cara anterior del tallo y se dirigen a la pars distalis
donde vuelven a formar capilares, que contactan intimamente con las células
parenquimatosas de la pars distalis constituyendo asi el plexo capilar secundario del

sistema porta-hipofisiario (5).

La neurohipofisis esta irrigada por las arterias hipofisiarias inferiores originadas
también de las arterias cardtidas internas, las cuales se dirigen hacia el plano medial
para formar un anillo que rodea la neurohipdfisis. De este anillo salen pequefios vasos
capilares donde terminan los axones del sistema supradptico-paraventriculo-
neurohipofisiario. En la neurohipofisis existen ademds pequeios vasos que se dirigen
hacia la pars distalis, donde terminan anastomosiandose con los capilares

adenohipofisisarios, constituyendo los vasos porta cortos (5).

1.2 Adenohipofisis.

La células de la adenohipoéfisis fueron originalmente clasificadas basandose en el tipo de
tincion de hematoxilina-eosina que presentan, esto es en cromofobas, acidofilas o
basofilas. En la actualidad las células han sido reclasificadas en somatotropos,
lactotropos, corticotropos, tirotropos y gonadotropos, de acuerdo al tipo de hormona que
secretan. Ademas de estos tipos celulares de caricter secretor en la gldndula se
encuentran las células foliculo estrelladas que tienen funciones de comunicacidon

intercelular a lo largo de toda la glandula (1).

Las células acidofilas son de tres tipos: somatotropos que secretan hormona de
crecimiento GH, lactotropos que secretan prolactina PRL, lactosomatotropos (secretan
GH y PRL) y corticotropos, que secretan adenocorticotropiona ACTH. Las células
basofilas agrupan a: los tirotropos (secretan tirotropina, TSH) y gonadotropos (secretan
hormona luteinizante, LH, y/o foliculo estimulante, FSH). La proporcion de cada uno de
estos tipos celulares pueden variar en el adulto y sobre todo en las hembras en hasta un

10% dependiendo de la edad y la etapa del ciclo reproductivo, siendo en promedio: 42%



somatotropos, 28% lactotropos, 5% tirotropos, 10% corticotropos y 15% gonadotropos

(Tabla 1; 3).

Tabla 1. Tipos celulares adenohipofisiarios, porcentaje promedio total de la poblacion celular en rata y

principales funciones

TIPO PROMEDIO EN HORMONA FUNCION
CELULAR LA
POBLACION
(%)
Melanotropos Melanotropina Regula sintesis de melanina en
(MSH) melanocitos y melanoforos
Corticotropos 10 Corticotropina (ACTH) | Regula el crecimiento y la secrecion en

la corteza adrenal.

Somatotropos 42 Somatotropina Estimula el crecimiento y desarrollo
(GH) somatico postnatal. Regula metabolismo

de proteina, carbohidratos y grasas.

Lactotropos 28 Prolactina Relacionada con actividad lactogénica ,
(PRL) metabolismo lipidico y efectos sobre el

sistema inmunolégico.

Tirotropos 5 Tirotropina Regula crecimiento y metabolismo de la
(TRH) glandula tiroidea.
Gonadotropos 15 Foliculo estimulante. Relacionadas con los procesos
Luteinizante reproductivos y de secrecion de
(LHy FSH) hormonas sexuales esteroideas.

Factores de regulacion hipofisiaria

La hipofisis puede regularse a través de asas de retroalimentacion conocidas como
largas y cortas, dentro de la regulacion “corta” estan los mecanismos autocrinos y
paracrinos que varian de acuerdo a las necesidades fisiologicas del organismo. Es decir
que muchas de las células adenohipofisirias poseen receptores para las hormonas que
secretan o receptores para otro tipo de factores como los tréficos que son secretados por
las propias células hipofisiarias. El asa de retroalimentacion larga participan
principalmente la regulaciéon que los productos, en su mayoria hormonales, de los

organo blanco tienen sobre la glandula; por ejemplo, la sintesis y secrecion de las



hormonas esteroideas esta regulada por LH y FSH y la secrecion de estas hormonas en

la hipofisis es a su vez afectada por las hormonas sexuales.

El hipotalamo juega un papel sumamente importante en la regulacién de las funciones
de la glandula pituitaria. Mediante la formacion de un conjunto de sustancias
denominadas “factores liberadores o inhibidores de hormona” que llegan a la glandula

pituitaria a través del sistema porta-hipofisiario.

Los factores hipotaldmicos son capaces de regular la secrecion hormonal actuando para
ello sobre la liberacion y la sintesis de las mismas. Tienen una vida media corta en la
circulacion y act@ian répidamente en sus células blanco. Entre los principales se

encuentran los siguientes (5):

e TRH: hormona liberadora de tirotropina. Estimula la sintesis y liberacion de TSH y
prolactina.

e GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas. Estimula la sintesis y liberacion de
LH y FSH.

e GHRH: hormona liberadora de GH. Estimula la sintesis y liberaciéon de hormona
de crecimiento.

e Somatostatina: SRIF, inhibe la liberacion de GH.

e CRH: hormona liberadora de corticotropina. Estimula la sintesis y liberacion de
ACTH.

e Dopamina: inhibe la liberacion de prolactina.
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Fig.2. Esquema de la regulacion de la funcion endocrina de la glandula pituitaria. Factores troficos, tipos
celulares de la hip6fisis anterior y sus secreciones hormonales. El signo (+) indica estimulacion el signo (-
) indica inhibicion.

1.3 Gonadotropos

Secrecion de LH y FSH.

Como se menciono anteriormente, el 16bulo anterior esta compuesto principalmente por
cinco tipos celulares secretores, dentro de los cuales se encuentran los gonadotropos,
que sintetizan las hormonas gonadotrépicas LH (hormona luteinizante) y FSH (hormona
foliculo estimulante) al ser estimuladas por el secretagogo hipotalamico liberador de las

gonadotropinas (GnRH; 1).

El control fisiologico de la secrecion de GnRH hacia la hipofisis es pulsatil y la

frecuencia de los pulsos regula el almacenamiento y secrecion de las gonadotropinas.

Es bien conocido que la mayoria de los gonadotropos contiene ambas hormonas i.e. son
bi-hormonales. Las dos hormonas se encuentran empacadas en granulos de secrecion
separados (8), las células que solamente expresan LH o FSH son menos frecuentes (6,
7). La secrecion de LH y FSH es en distintos tiempos y frecuencia y esta dada por la

frecuencia de los pulsos de GnRH. Algunos estudios sugieren que la sintesis y secrecion



de LH se estimula cuando la frecuencia de pulsos de GnRH es alta, mientras que la

sintesis y secrecion de FSH esta favorecida con frecuencias de pulso bajas (17, 18).

La LH es almacenada en los gonadotropos y su liberacion ocurre a través de la
secrecion pulsatil de la hormona presintetizada que se encuentra almacenada en
granulos. Por lo tanto, su exocitosis esta determinada por la frecuencia de los pulsos de
GnRH. Por el contrario, la FSH es liberada principalmente a través de una ruta
constitutiva, en la cual la mayor parte de la secrecion ocurre como resultado de la
alteraciéon de la velocidad de sintesis, por lo que su exocitosis es esencialmente

controlada por la expresion de genes y la disponibilidad de mRNA para la trascripcion

(6).

Accion de las gonadotropinas en el macho

Las gonadotropinas en el macho regulan la esteroidogénesis y la espermatogénesis en
los mamiferos. La LH regula la produccion de esteroides en las células de Leyding.
Estos esteroides masculinos son requeridos para la espermatogénesis, pero su modo de
accion aun se desconoce. A través de su accion en las células de Sertoli, la FSH asegura
y estimula la proliferacion y diferenciacion de las espermatogonias. Este proceso
frecuentemente involucra la produccion del factor de crecimiento derivado de las

células Sertoli conocido como "stem cell factor" (11).

Estradiol y testosterona

Los esteroides gonadales como la testosterona, la inhibina y el estradiol ejercen una
retroalimentacion sobre el hipotdlamo y/o la glandula pituitaria para regular la secrecion

de GnRH y de las gonadotropinas.

Los esteroides gonadales alteran las caracteristicas del pulso de GnRH, inhibiendo
directamente en el hipotdlamo su expresion y secrecidbn, y consecuentemente

disminuyendo la frecuencia de la liberacion pulsatil de LH (9).

A nivel de la hipofisis, se ha visto que la exposicion cronica a la testosterona (T) inhibe

la secrecion de LH (14), regulando la densidad y expresion de los receptores de GnRH



(21, 22). Por otro lado el estradiol puede inhibir la secrecién de las gonadotropinas
mediando la accion de GnRH en la pituitaria, més alla de ejercer un efecto directo sobre

la trascripcion de las subunidades de RNAm de los receptores de GnRH.

La testosterona y el estradiol también tienen un efecto directo de inhibicidén sobre la

secrecion de FSH (15).

Ademas de su bien descrita accion sobre la sintesis y secrecion de la GnRH, las
hormonas gonadales pueden regular los cambios en la concentracion de calcio
intracelular [Ca®"]i inducidos por GnRH. En experimentos in vitro se ha visto que el
estradiol regula la movilizacion de [Ca®‘]i inducida por GnRH de los reservorios
intracelulares de Ca®’, asi como la entrada de Ca’' a través de los canales de Ca’’

sensibles al voltaje, VOCC (voltage-operated calcium chanels) (16).

1.4 El GnRH

La hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) es un decapéptido sintetizado en
el soma de las neuronas especializadas del hipotdlamo a partir de un polipéptido
precursor que pasa por un proceso enzimatico, posteriormente es empacada y
almacenada en granulos que son transportados hacia la zona externa de la eminencia
media. La mayoria de los vertebrados tienen al menos dos y usualmente tres formas de
GnRH. La hormona es empacada en granulos de almacenamiento que son transportados
a través de los axones hasta la zona de la eminencia media y es liberada en pulsos
sincronizados cada 30-120 minutos para estimular la biosintesis y secrecion de LH y

FSH en los gonadotropos (13).
Mecanismo general de especificidad de la respuesta al GnRH
Receptores de GnRH

El GnRH actia principalmente sobre el l6bulo anterior de la hipodfisis a través de
receptores especificos en la membrana plasmatica de los gonadotropos. Cuando se
produce la uniéon del GnRH a su receptor se desencadena una via de segundos
mensajeros que conllevan a la secrecion y sintesis de gonadotropinas. Estos receptores

pertenecen a la familia de receptores con 7 dominios transmembranales acoplados a



proteinas G (GPCRs por sus iniciales en ingles; figura 3). El receptor para el GnRH
(GnRH-R) fue identificado por primera vez en gonadotropos de la hipofisis; sin
embargo, también se han identificado receptores locales de GnRH en varios tejidos
como ovario, placenta, prostata y células endoteliales. De esta manera, la sefalizacion

intracelular de los GnRH-R puede cambiar dependiendo del tipo celular (19).
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Fig. 3. Modelo estructural del GnRH-R. Los residuos de los aminoacidos en negro representan
aminoacidos no conservados entre el GnRH-R de raton y rata, 1. Los asteriscos muestran los sitios
potenciales de glicosilacion. Sitios potenciales de fosforilacion para la proteina cinasa C, estan indicadas
por las flechas, y para la proteina cinasa A estan indicadas con una cruz. [Tomado de Kaiser et al.:
Endocrine Reviews 19: 46-69 1997]

Debido a las diferentes variantes de GnRH en los vertebrados se ha sugerido que los
receptores también varian y que su distribucion depende del tejido y organismo. En este
sentido se han identificado tres grupos de receptores de GnRH y se ha encontrado que
difieren principalmente en la secuencia de aminoacidos de la tercer asa extracelular que

juega un papel muy importante en la distincion de las diferentes formas de GnRH (40).

El primer grupo (GnRH-R tipo I) se encuentra distribuido Uinicamente en mamiferos y

es resistente a la desensibilizacion ya que su internalizacién es muy lenta, mientras que



el segundo grupo (GnRH-R tipo II) se distribuye en la mayoria de los vertebrados, por
lo que se sugiere que tiene un rol en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas
(40). Sin embargo, también se ha localizado en tejidos reproductivos como gonadas,
prostata, endometrio/placenta y gldndulas mamarias (40). Recientemente, se ha

caracterizado un tercer tipo de receptor de GnRH en la rana toro (GnRH-R III) (40).

La respuesta de los gonadotropos al GnRH est4 directamente relacionada con el nimero
de receptores en la superficie de la célula, lo cual es mediado, por lo menos en parte, por

el nivel de expresion de los genes que codifican para los receptores de GnRH.

La actividad de los GnRH-R se altera durante diferentes procesos fisioldgicos, como la
lactancia y el ciclo estral. En este ultimo caso, diversos factores endocrinos juegan un
papel directo en la regulacion del numero de receptores, asi como de sus niveles de
mRNA, por lo tanto factores como los esteroides gonadales, estradiol, progesterona, el
GnRH en si mismo, la inhibina y activina alteran la expresion génica de los GnRH-R

(20).

La castracion y las lesiones hipotaldmicas también cambian el nimero de receptores en
la membrana de los gonadotropos, el incremento en la densidad de GnRH-R en la

hipofisis va acompanada de una rapida elevacion de gonadotropinas en suero (20).

Desensibilizacion

La mayoria de los receptores asociados a proteinas G, sin importar el sistema efector al
que estan asociados, sufren un rapida desensibilizacion cuando se encuentran expuestos
a sus agonistas, este es un mecanismo de regulacion del numero y la funcion de los

receptores de membrana (36).

Los receptores unidos a proteinas G muestran dos tipos de desensibilizacién. La
desensibilizacion homologa, en la cual el receptor es activado por su agonista y se
fosforila a través de una proteina cinasa (serina/treonina) impidiendo la union de la
proteina G y propiciando la unién de una [-arrestina que funge como mediador para la

internalizacion del receptor y su posterior degradacion (36). La desensibilizacion



heterdloga por otro lado, se da cuando un farmaco o agonista no especifico bloquea la
actividad del receptor (36).

La desensibilizacion es dependiente de la concentracion y la duracion del estimulo de
GnRH. Una exposicion alta (>100nM) y continua de GnRH en gonadotropos produce
una desensibilizacion, mientras que la administracion pulsatil parece disminuir la
desensibilizaciéon o incluso incrementar las sensibilidad (“self priming”) de los

gonadotropos al GnRH (37).
Sensibilizacion al GnRH o “Self-Priming”

Bajo ciertas condiciones fisioldgicas, la repetitiva estimulacion de la hipofisis por una
seric de pulsos de GnRH resulta en una potenciacion marcada de liberacion de
gonadotropinas. Esta habilidad de estimulacion repetitiva del GnRH para facilitar la
responsividad de la pituitaria se le ha llamado “self-priming” y se ha relacionado con un
cambio en el numero de receptores a GnRH y en la expresion de genes que codifican
para estos, asi como para las gonadotropinas, también se ha observado una
reorganizacion en el citoesqueleto para permitir a los granulos de secrecion de las

gonadotropinas moverse a través del citoplasma (42).

1.5 Dinamica de la actividad de calcio intracelular

Las sefiales intracelulares de Ca®* son de importancia critica para el control de una gran
variedad de funciones celulares, incluyendo excitabilidad, exocitosis y contraccion, asi
como crecimiento, diferenciacion y division celular. Las elevaciones de [Ca®]; ocurren
espontaneamente o en respuesta a un estimulo dado por un agonista y se producen por la
entrada de Ca®" a través de canales i6nicos en la membrana plasmatica y/o a partir de la
liberacion de reservorios intracelulares (2). La forma en que los cambios de la
concentracion de calcio citosolica regula esta gran variedad de procesos depende de la

velocidad, amplitud y patrones espacio-temporal con que sucede (4).



Todas las células de la hipdfisis exhiben actividad eléctrica espontanea. La mayoria de
los gonadotropos presentan potenciales de accidon espontaneos que involucran canales
de calcio sensibles al voltaje , los cuales generan sefiales de Ca®" en el interior de la
células, asi como la secrecion basal de gonodotripinas. Estas oscilaciones espontidneas
de [Ca*"]i, son de baja amplitud y la frecuencia con la que se presentan en un periodo de
3-20 minutos (41). Sin embargo, la principal liberacion de gonadotropinas se lleva a
cabo por la accion del GnRH a través del aumento en la concentracién de calcio
citosolico ([Ca?'];), producida por la activacion de los receptores transmembranales que

activan la fosfolipasa C a través de la via de proteinas G, resultando en la hidrolisis de
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Figura 4. Representaciéon esquematica de la sefializacion de Ca®" en los gonadotropos de la glandula
pituitaria. DAG diacilglicerol, InsP3 Inicitol trifosfato, InsP3-R receptor de inocitol trifosfato, K(Ca)
Canal de potasio controlado por calcio, PKC proteina quinasa C, PLC fosfolipasa C, PMA forbol
12.mistrato 13 acetato y VGCC canales de calcio activados por voltaje. (Tomado de Stojilkovic et al.
TEM 1996 7(10):



4,5-bifosfato (PIP2) para generar inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol. El IP; se
une a sus receptores en la membrana en los reservorios intracelulares, identificados
como parte del reticulo endoplasmico liso, dando como resultad en una substancial y
rapida liberacion de calcio, lo que se refleja en el aumento de la [Ca®"];. Este aumento
de la [Ca®"]; .permitira la apertura periodica y coordinada de los canales K de tal forma
que la membrana se hiperpolariza repetitiva y transitoriamente. Estas oscilaciones en el
potencial de membrana a su vez, abren y cierran otros canales ionicos sensibles a
voltaje, incluyendo los de Na*y Ca*", resultando en la entrada de calcio a través de la

membrana plasmatica.

El incremento de [Ca”]; inducida por la unién del GnRH a su receptor se puede dividir
en dos fases: la fase inicial, que consiste en la produccion rapida de una espiga, la cual
se debe principalmente a la liberacion de Ca*" de los reservorios intracelulares, y la
segunda fase, que consiste en una meseta sostenida, que gradualmente declina hasta
llegar a la [Ca®]; pre-estimulatoria. Esta segunda fase se debe primordialmente al flujo
de Ca*desde el exterior de la célula a través de los canales de Ca®* dependientes del
voltaje de la membrana (véase la Figura 4) (23). El patrén de frecuencia y amplitud del
aumento de [Ca”']; en los gonadotropos depende de la concentracion de GnRH aplicada.
En experimentos realizados in vitro, se ha establecido que estos patrones se pueden
clasificar en tres tipos (figura 5): a) respuestas de bajo umbral (<0.1 nM GnRH), de
subida y bajada rapida en los cuales la [Ca®"]; presenta una amplitud baja (< 0.4 uM); b)
respuestas oscilatorias, que se presentan a concentraciones de 0.1 a 10 nM de GnRH en
donde se observan oscilaciones de [Ca®’]; de amplitud > 1 puM, y c) respuestas
“transitorias” definidas como bifasicas de incremento alto y sin oscilaciones de la
[Ca®"]; pero con una meseta, que se observan a concentraciones mayores de GnRH (>10

nM) (24, 26).
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Figura 5. Patrones tipicos de respuesta de Ca’" al estimulo con GnRH. (A) respuesta sub umbral (B),
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Se ha demostrado que la proporcion de gonadotropos que muestran respuestas espiga-
meseta de [Ca’']; esta relacionada con la proporcién de células que secretan LH,
sugiriendo que la respuesta de [Ca*’]; espiga-meseta estimula una mayor secrecion,
mientras la respuestas oscilatorias podrian estar envueltas en otras funciones celulares
(23).

Efectos de la castracién sobre los patrones de sefializacién de [Ca?']

Tobin y colaboradores demostraron que después de la castracion, las respuestas de
[Ca®"); inducidas por GnRH en gonadotropos en cultivo de ratas macho cambian, asi
como el papel que desempenan los esteroides y los factores gonadales en la regulacion
de estas sefiales de calcio. La relacion entre la concentracion de GnRH vy el tipo de
respuesta de [Ca”']; se altera después de la remocién de los factores gonadales, ya que a
bajas concentraciones de GnRH (1 pM) se observa un cambio de respuestas de tipo
mixtas (en ratas no castradas) a respuestas de tipo oscilatorias en la mayoria de los

gonadotropos de ratas castradas. También se ha observado que este cambio en el



nimero de gonadotropos que responden de forma oscilatoria a bajas dosis se da de
forma paulatina durante los primeros dias después de la castracion y que posteriormente

se mantiene constante (23, 16).

1.6 Rebanadas de adenohipofisis

Se ha observado que el comportamiento de algunos tipos celulares endocrinos de la
hipofisis se ve modificado cuando se estudia dentro de su contexto tisular (27). Algunos
grupos de investigacion se han dado a la tarea de examinarlos dentro de este contexto.
Recientemente se han desarrollado aproximaciones metodologicas que buscan estudiar
de manera mas integral la regulacion y coordinacién en los cambios en la [Ca®]i y
secrecion hormonal, utilizando para ello la técnica de registro en rebanadas frescas de
hipofisis, que ofrece la ventaja de estudiar a las células dentro de su contexto tisular,
conservando de esta manera las interacciones entre las células, asi como su ubicacion y
distribucion. Esta caracterizacion se ha llevado a cabo principalmente en somatotropos,
revelando que estas células se distribuyen en forma de red a lo largo de toda la hipofisis
y que los patrones transitorios de respuesta de calcio generados por los somatotropos en

tejido son mas pequefios que los observados en células en cultivo (27).

Casi todos los estudios de los que se dispone actualmente sobre gonadotropos, se han
llevado a cabo en células en cultivo. Sin embargo, con la finalidad de estudiar este tipo
de células de forma integral en su contexto tisular, durante los Gltimos 5 afios en el
laboratorio del Dr. Arturo Herndndez se implement6 el estudio con técnicas opticas de
las respuestas inducidas por la aplicacion de GnRH en células individuales, en
rebanadas de hipofisis de rata y raton macho, caracterizando asi los patrones de

respuesta de las [Ca®']s.



2. OBJETIVOS

a) Observar la distribucion en la hipofisis anterior de los gonadotropos que responden al
secretagogo GnRH en ratones normales, asi como ratones castrados y ratones castrados

e inyectados con estradiol

b) Observar los efectos de la remocion de los factores gonadales sobre los patrones de
respuesta de los gonadotropos a la aplicacion de GnRH.

c) Observar si el patrén de respuesta de [Ca®'];, varia de acuerdo a la condicién
fisiolégica en la que se encuentre el organismo, esto es después de la castracion y del

subsiguiente tratamiento con esteroides gonadales como el estradiol (feminizacion).
3. HIPOTESIS.
La hipotesis de este trabajo es que en respuesta a la castracion y a la castracion con la

aplicacion de esteroides gonadales, los gonadotropos alteraran su patron de sefializacion
de [Ca®*];, en respuesta al GnRH.



4. MATERIAL Y METODOS

Todos los estudios con animales se realizaron bajo un protocolo institucionalmente

aceptado similar a la Guia de USPH para el uso y cuidado de animales de laboratorio.

Castracion

Con el fin de evaluar los efectos de la castracion, tres ratones machos Balb-C de 60 dias
de edad fueron gonadectomizados bilateralmente. El procedimiento quirargico fue
realizado por la Dra. Claudia Rivera Cerecedo, Jefa de la Unidad Académica Bioterio
del IFC bajo condiciones asépticas y anestesia general. Las gonadas fueron expuestas y
extirpadas. Durante la fase de recuperacion de la anestesia y el postoperatorio temprano
los ratones se mantuvieron en cajas con un foco de 60 W a una distancia de
aproximadamente 30cm. para ayudarlos a mantener su temperatura corporal.
Posteriormente los animales se trataron durante cinco dias con 0.01 mg/kg de una
solucion 10% de Fluorfenicol (Nuflor, Shering Plough; Kenilworth, NJ) y se
examinaron periddicamente durante los 21 dias siguientes para descartar una posible
infeccion y para que las condiciones fisiologicas alteradas por la cirugia regresaran a su
normalidad. Los ratones fueron mantenidos bajo régimen de 12 horas de luz-oscuridad y

alimentados ad limitum.

Tratamiento con estradiol

El tratamiento de estrogenos se realizo de acuerdo con el procedimiento descrito por
Friend y col 1997 (21). A los 21 dias posteriores a la gonadectomia, el compuesto 17[3-
estradiol, 1, 3 ,5 (10)-estratriene 3, 17 b-diol (Sigma) se diluyé en aceite de ajonjoli
(0.03 mg/ml) y fue administrado subcutaneamente, diariamente por la mafiana durante
cuatro dias consecutivos a un grupo de 3 ratones machos gonadectomizados (10mg/100

g de peso; en aproximadamente 0.1ml de aceite de ajonjoli inyectado por raton).



Obtencion de rebanadas de hipofisis.

Los ratones normales, castrados y castrados e inyectados con estradiol o solo el
vehiculo fueron sacrificados por decapitacion, previa anestesia con éter, el cerebro fue
removido e inmediatamente la hipdfisis fue extraida y embebida en agar al 3 %
(Invitrogen; Carllab Cal, USA). Una vez enfriado, el cubo de agar se coloco en la
platina de un vibratomo (Leica VT1000S) y se obtuvieron rebanadas coronales de 130
um de grosor. Durante todo este proceso, la glandula y las rebanadas se mantuvieron
sumergidas en solucion salina normal (125 mM NaCL, 2.5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 1
mM MgCl, 1.25 mM NaH,POy4, 26nM de NaHCO; y 10 mM glucosa), a temperatura
ambiente y con burbujeo continuo con carbogeno (95% O, , 5% CO,) para mantener el
pH a 7.4. Una vez obtenidas, las rebanadas se mantuvieron por un maximo de 6 horas

en estas condiciones.

Obtencidn de los registros de calcio intracelular en rebanadas de hipofisis.

Para realizar los registros de la actividad intracelular de Ca®", las rebanadas fueron
colocadas en cubre objetos de vidrio recubiertos con poli-L-lisina 0.1% y se cargaron
con 22.2 uM del indicador intensiométrico de calcio Fluo-4 AM (Teflabs; Austin, USA)
con 0.5% de acido pludnico F-127 (Sigma, St Louis MO, USA) en solucion salina

durante 30 minutos a 37° C.

Una vez cargadas, las rebanadas se lavaron son solucion salina normal y fueron
colocadas en una cdmara de registro de plexiglds directamente sobre la platina del
microscopio vertical Nikon Eclipse 80i, en donde se mantuvieron con perfusion
constante de solucion salina burbujeada (1ml/min) y fueron observadas con objetivos de

inmersion en agua 40X, 0.55 NA y 20X, 0.5 NA; (Nikon).

Para el registro de los cambios en la intensidad del indicador de calcio Fluo-4, se
empled un sistema que consta de una lampara de xenon adaptada a un monocromador
Policrome V (TillPhotonics) conectada al microscopio mediante una fibra 6ptica. Para
la excitacion del colorante se utilizd una longitud de onda de 480 nm y un cubo con
espejo dicroico y filtro de emision de 520 nm (Nikon). La adquisicidon se realizé con

una camara digital CCD enfriada (Imago QE; TillPhotonics) y el software Till Vision



version 4.0. Las secuencias obtenidas constan de 600 imagenes, cada imagen fue
tomada con un tiempo de exposicion de 10 ms y un intervalo entre imagenes de 250 ms

(véase la Figura 6).

Sustancias utilizadas

Para la estimulacion de los gonadotropos se empled6 GnRH II de pollo (Peninsula
Laboratories, Inc. Belmont CA, USA) aplicado a través de la perfusion en
concentraciones crecientes de 0.1, 1, 10 y 100 nM, con un intervalo de tiempo de 30

minutos entre una dosis y otra para evitar efectos acumulativos del agonista (Figura 6).

Analisis de resultados

El analisis del aumento intracelular de calcio se realizd procesando las secuencias de
imagenes (peliculas) con el programa Image J (NIH, USA). Para obtener una serie de
imagenes corregidas se aplico la funcidon matemadtica F/FO a partir de la substraccion:
12= (i1-i2)*k1-k2 donde il es la secuencia de imagenes de la secuencia obtenida, 12 la
imagen promedio de las primeras 5 imagenes de la secuencia obtenida (condicion

basal), k1=1 y k2=-2.

El analisis de las células individuales se realizé en la secuencia de imagenes resultantes
del procesamiento (i2). Se seleccionaron las células que responden a cada una de las
dosis, esto es, aquellas que cambian su concentracion de calcio intracelular en respuesta
a la estimulaciéon de GnRH, los registros obtenidos se visualizaron en el programa
Origin 6.0 discriminando asi las respuestas espontdneas de las estimuladas de cada una

de las células individuales.

Basados en la ubicacion en la rebanada de las células que respondieron al GnRH, se
obtuvieron mapas de localizacion celular, sefialindose ademas la cantidad de veces que
una célula respondio a cada una de las diferentes dosis.

La composicion de imagenes se realizd en el programa Power Point (Microsoft Office

PowerPoint 2003).



5. RESULTADOS

Con la finalidad de localizar a las células que son capaces de responder al GnRH en la
rebanada fresca de hipdfisis, se obtuvieron una serie de imagenes dentro de las cuales se
identificaron y rotularon aquellas células que respondian al GnRH. Esto es aquellas que
aumentan su [Ca’"]; inducida por la unién del GnRH con su receptor, cambiando asi la
frecuencua y amplitud de la sefial de Ca®", clasificandolas en respuestas de bajo umbral,

respuestas oscilatorias y respuestas de tipo transitorias(24, 26).

En la figura 7 se ejemplifica un experimento en el cual se obtuvo de manera exitosa el
registro de [Ca”"]; de varias células individuales en una rebanada de hip6fisis de 130 um
de grosor. En la Figura 7B se puede observar la imagen de una rebanada de un
hemilobulo de adenohipoéfisis cargada con el indicador Fluo-4 y tomada con un objetivo
de 40X. Como era de esperarse, en la hipofisis se encontraron tanto células que
responden al GnRH como células que no respondieron. Las células que responden y las
que no responden fueron identificadas para cada una de las dosis (Fig. 7C; 7D). Una vez
seleccionadas, se analizo la actividad y patron de respuesta de cada una de las células
que respondieron al GnRH, también se obtuvieron mapas de ubicacion de las células

que responden a cada una de las dosis empleadas (0.1, 1, 10 y 100 nM).
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Figura 7. A) Rebanada de Hipofisis. B). Micrografia de fluorescencia de una rebanada de hipofisis
cargada con el indicador fluorescente Fluo-4 AM, con un amento de 40X. Las células marcadas en
circulos blancos corresponden a ejemplos representativos de células que respondieron a GnRH. C, D,
Graficas de la fluorescencia correfida (F-Fo) en funcion del tiempo durante el tiempo de registro C)
registro tipico de una célula que respondié al GnRH (100 nM) con una respuesta mixta y D) registro
de una célula que no respondié al GnRH

La aplicacion de diferentes dosis de GnRH produce una aumento en la [Ca®]; en los
gonadotropos por lo que, se tomaron como responsivas aquellas células que presentaron

un aumento de al menos 2 desviaciones estandar (véase ejemplo Fig. 7C).

Rebanadas de hipofisis de ratén macho normal.

Para poder ubicar las células que responden a las diferentes dosis de GnRH en la
rebanada, se grafico la posicion X y Y de cada una de ellas (C1 0.1nM, O 1nM, " 10nM
@®100nM GnRH) sin tomar en cuenta en este caso la amplitud y la frecuencia de las
respuestas. En la figura 8 se muestra el mapa para el experimento control.

En este mapa se puede observar que las células que responden a GnRH, se encuentran
distribuidas a lo largo y ancho de todo el 16bulo de la hipodfisis descartando asi algin
tipo de regionalizacion, ademds con la ayuda de este mapa también podemos observar

que no todas las células responden a todas las dosis.



Existen células que responden a la primera dosis i.e. dosis bajas (L1 0.1nM, O 1nM)y
que no necesariamente lo hacen a las siguientes dosis y viceversa; es decir que no
solamente hay un reclutamiento de nuevas células que responden a GnRH sino que

ademads existe un recambio parcial de estas.
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Figura 8. Mapas de la ubicacion espacial de los gonadotropos que respondieron a las diferentes dosis
de GnRH en rebanadas de hipofisis. A) Micrografia de fluorescencia de una rebanada de hipéfisis con
un amento de 40X. Las células marcadas en circulos blancos corresponden a las células que
respondieron a GnRH, en el experimento control

A pesar de no presentar una regionalizacion en la distribucion de las células en la
glandula, en el experimento control se observaron cambios en cuanto al niimero de
gonadotropos que responden a las diferentes dosis. Se puede observar que conforme
aumenta la concentracion de GnRH aplicado se va dando un aumento en el nimero de
células que responden. La figura 9A muestra como el aumento en la concentracion de

GnRH influye en el numero de células que responden.
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Figura 9. A) Numero de células que responden a GnRH para las diferentes dosis en el experimento
control. B) Porcentaje de células que responden a 1, 2, 3, 4 dosis

Sin embargo a pesar de el aumento de células con respecto a la concentracion de GnRH,
un misma célula puede no responder a las cuatro dosis, en la figura 9B se observa el
porcentaje de células que responden a 1, 2, 3 y 4 dosis, independientemente de la
concentracion de GnRH; donde encontramos que el 65% de los gonadotropos responden

solo a una dosis, el 29% a dos y el 3.2 % responde a 3 y 4 dosis,



Caracterizacion de la respuesta de [Ca*]i a diferentes dosis de GnRH

En gonadotropos en cultivo, el GnRH produce patrones de sefializaciéon de [Ca®]; que
varian segin la concentracion del secretagogo y que, como se menciono en la
introduccion, cominmente se han dividido en a) subumbrales, i.e. respuestas de bajo
amplitud (concentraciones <0.1 nM de GnRH), b) oscilatoria (0.1 a 10 nM) y c)
transitorias (>10 nM) (24). La figura 10 muestras los tres principales patrones de
respuesta de calcio que se observaron en esta investigacion. Si bien, se observaron
respuestas transitorias, por la magnitud de cambio en la fluorescencia mas que
respuestas subumbrales las denominaremos bifasicas. En alguna de las condiciones las

respuestas subumbrales también fueron identificadas como cambios transitorios de

calcio pero con muy poca magnitud (figura 10).
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Figura 10 . Micrografia de rebanada de hipdfisis cargada con Fluo-4 AM, en circulos blancos se muestran
células que responden con los diferentes tipos de patron de calcio. Patrones de calcio presentados por las
células que responden a GnRH, transitoria (superior derecha), bifasica (inferior izquierda) y oscilatoria
(inferior derecha).



Con el objetivo de comparar si los patrones de respuesta de [Ca>']; son similares en la
rebanada de hipofisis con respecto a los reportados en cultivo, se analizaron los patrones
de respuesta de todas las células. En la tabla 2 se observa que a diferencia de lo
reportado en cultivo, en las células de hipofisis en rebanadas, a partir de dosis altas (10

nM — 100 nM) se registran respuesta transitorias de alta intensidad.

En los animales control, las células responden principalmente (52.31%) de manera

bifasica y en menor grado (13%) de manera oscilatoria.

Tabla 2. Porcentaje de células que responden con diferente patron de respuesta de [Ca’’]; a diferentes

dosis de GnRH para la condicion control

Tipo de
0.1 nM GnRH InM GnRH 10 nM GnRH 100nM GnRH
respuesta
Oscilatoria 0% 2.6% 7.8% 2.6%
Bifasica 2.6% 7.8% 15.8% 26.31%
Transitoria 0% 0% 7.8% 26.31%
Sub umbral 0% 0% 0% 0%




Rebanadas de hipdfisis de raton macho castrado.

Para las rebanadas de ratones macho castrados se analizo nuevamente el numero de
células que respondian a las diferentes dosis de GnRH, asi como la ubicacion de las
células que responden a las diferentes dosis de GnRH en la rebanada, por lo que se
grafico la posicion X y Y de cada una de ellas (L1 0.1nM, O 1nM, ' 10nM @100nM
GnRH), de tal forma que se pudieron ubicar espacialmente en la rebanada del
hemildbulo de la glandula, dentro de esta ubicacion no se tomo en cuenta la amplitud y
la frecuencia de las respuestas de Ca”".

Una vez elaborado el mapa, se observd que la castracion no afecta la distribucion de las
células que responden a lo largo de todo el 16bulo de la hipofisis (Figura 11) y por lo

tanto tampoco hay una regionalizacion en la glandula..

[] 0-1nM GnRH
o 1nM GnRH
250 < 0|
. - 10nM GnRH
o %y
| « 100nM GnRH
200 — O
8 o0 o
Eam \PAY —
\*/
150 <4
-
| R - |
100 w 0 o]
50 - . \Y/
L ]
. O ]
0 I X 1 I Ll ] I 1
0 150 300

Figura 11. Mapas de la ubicacion espacial de los gonadotropos que respondieron a las diferentes dosis
de GnRH en rebanadas de hip6fisis de ratones castrados. A) Micrografia de fluorescencia de una
rebanada de hipofisis con un amento de 40X. Las células marcadas en circulos blancos corresponden a
las células que respondieron a GnRH, en el experimento de ratones castrados.

A pesar de no presentar cambios en la distribucion en la glandula con respecto a la
condicion fisiologica de los animales, si se observan cambios en cuanto al numero de
gonadotropos que responden a las diferentes dosis (figura 12)

Con la castracion se observo que a diferencia de lo ocurrido en las rebanadas de los
animales controles se observa un mayor nimero de células responsivas desde las dosis
bajas (0.1 nM) y su nimero permanece constante a lo largo de las 4 dosis (Figura 12).
La figura 12 muestra los resultados de la respuesta de [Ca*']; a las diferentes dosis

aplicadas de GnRH, se observa que después de la castracion estos porcentajes en cuanto



la numero de células que responde a las diferentes dosis cambian con respecto al control
(Figura 12A), siendo el 25% de células que responden a una dosis, el 12% a 2y 3 dosis
y por ultimo el 30% responden a 4 dosis.

La castracion no solo produce un aumento en el nimero de células que responden a
GnRH, manteniéndose igual para todas las dosis, sino que ademds, aumenta el
porcentaje de células que responden a todas las dosis del secretagogo, disminuyendo las

que solo responden a 1 dosis (figura 12B).
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Figura 12. A) Namero de células que responden a GnRH para las diferentes dosis en rebanadas de
hip6fisis de ratones macho castrados. B) Porcentaje de células que responden a 1, 2, 3, 4 dosis

Con el objetivo de comparar si los patrones de respuesta de [Ca>']; son similares en la
rebanada de hipofisis de animales normales a los de ratones castrados, se analizaron los
patrones de respuesta de todas las células, para cada dosis y se obtuvo el nimero de
células que responden con determinado patréon en cada caso. En la tabla 3 se observa
que en las células de hipofisis en rebanadas se registran respuestas transitorias de alta

intensidad.

Para los ratones castrados la respuesta que mas se presenta es la de tipo oscilatoria
(43.8%), seguida "por la bifasica (34.5%) y transitoria (6.6%), ademas de el 14% de las
células presentaron respuestas denominadas subumbrales, esto es respuestas transitorias

de muy poca amplitud.



Tabla 3. Porcentaje de células que responden con diferente patron de respuesta de [Ca®']; a diferentes
dosis de GnRH en ratones castrados
Tipo de
0.1 nM GnRH InM GnRH 10 nM GnRH 100nM GnRH
respuesta
Oscilatoria 6.6%0 14.6% 9.3% 13.3%
Bifasica 14.6% 6.6% 9.3% 4%
Transitoria 0% 0% 1.3% 5.3%
Sub umbral 2.6% 4% 4% 4%

Rebanadas de hipofisis de raton macho castrado e inyectados con estradiol.

Para los ratones inyectados con estradiol, también se realizé un mapa de localizacion de

las células que respondian al GnRH colocandolas, asi como en los casos anteriores, en

10nM @100nM

una posicion X y Y para cada una de las dosis (I 0.1nM, O 1nM,

GnRH). En esta condicion tampoco se encontrd ningun tipo de regionalizacion en la

glandula, las células se encuentran distribuidas homogéneamente a lo largo de la

glandula
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Figura 13. Mapas de la ubicacion espacial de los gonadotropos que respondieron a las diferentes dosis de
GnRH en rebanadas de hipofisis de ratones castrados e inyectados con estradiol A) Micrografia de
fluorescencia de una rebanada de hip6fisis con un amento de 40X. Las células marcadas en circulos blancos
corresponden a las células que respondieron a GnRH, rebanadas de ratones castrados e inyectados con

estradiol.

A pesar de no presentar cambios en la distribucion en la glandula con respecto a la

condicion fisiologica de los animales, interesantemente en la condicion de los animales



tratados con estradiol se observa un menor nimero de células que responden a GnRH
manteniéndose constantes y aumentando Unicamente con la aplicacion de 10 nM (Fig.
14A).

En la figura 14 se puede observar que en los experimentos en los cuales los animales
fueron tratados con estradiol, el 67% respondieron solo a una dosis, el 30% a 2 dosis y
3.7% a 3 dosis e interesantemente no se encontraron células que respondieran a las 4
dosis. La aplicacion de estradiol, disminuye el niimero de células que responden a
GnRH y aumenta el nimero de células que responden a una sola dosis del secretagogo.
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Figura 14. A) Numero de células que responden a GnRH para las diferentes dosis en rebanadas de
hip6fisis de ratones macho castrados e inyectados con estradiol. B) Porcentaje de células que responden

Finalmente se analizarén los patrones de respuesta de [Ca®']; para estudiar si estos
patrones se ven afectados por el tratamiento con estradiol.

En los ratones inyectados con estradiol se presentaron principalmente (63.8%)
respuestas transitorias, seguida (14.9%) por el tipo de respuesta bifésica y finalmente
respuestas de tipo sub umbral (8.7%), sin observarse células con respuesta de tipo

oscilatoria.



Tabla 4. Porcentaje de células que responden con diferente patron de respuesta de [Ca®']; a diferentes

dosis de GnRH en ratones castrados e inyectados con estradiol.

Tipo de
0.1 nM GnRH 1nM GnRH 10 nM GnRH 100nM GnRH
respuesta
Oscilatoria 0% 0% 0% 0%
Bifasica 5.8% 2.9% 2.9% 2.9%
Transitoria 0% 2.9% 50% 10.9%
Sub umbral 0% 2.9% 2.9% 2.9%




6. DISCUSION

Ubicacion espacial de las células con respuesta a GnRH

Algunos estudios han mostrado que la hipdfisis se encuentra regionalizada, es decir que
las células tienen una distribucion y arreglo especifico en la glandula (29), postulando
que los gonadotropos se encuentran principalmente distribuidos a través de toda la
region proximal de la pars distalis de la hipofisis (38) o bien que se encuentran situados
a lo largo de los vasos sanguineos portales, implicando esta tltima, una relacion entre la
hipoéfisis, el suministro de sangre y un punto de control en la regulacion hipotaldmica
(30). En este estudio, con la ayuda de la técnica de rebanadas, que tiene como ventaja el
observar la ubicacion las células espacialmente en el tejido, nos propusimos observar si
existe algln tipo de regionalizacion en la distribucion de los gonadotropos a lo largo de
la glandula y si ésta distribucion existe, se ve afectada por los efectos de la castracion o
por la administracion del estradiol. Los mapas de ubicacion de X y Y arrojaron como
resultado que en el raton los gonadotropos no se encuentran confinados a una region
especifica de la glandula, sino que por el contrario estan distribuidos a lo largo de todo
el lobulo de la hipofisis. Estos mismos mapas fueron analizados para las hipofisis de los
animales castrados o con el tratamiento con estradiol (E2), ninguna de las condiciones
afectd la distribucion de las células que responden al secretagogo ya que en ninguno de
los casos se presentd una ubicacion especifica o concentrada en alguna zona de la

glandula.

Namero de células que responden a GnRH.

Ademas de los factores hipotalamicos, los gonadotropos también son regulados por los
factores gonadales, por la compleja relacion que existe en el eje, hipotdlamo, pituitaria y
gbnadas; en este estudio se observd que la remocion de los factores gonadales a través
de la castracion conlleva a un aumento en la capacidad de respuesta de los
gonadotropos, no solamente en el numero de células que responden sino también en la
cantidad de dosis de GnRH a la que responden. En los ratones macho normales (control)
se presenta una relacion proporcional entre el nimero de células que responden y la
cantidad de GnRH que les es aplicado, por lo que entre mayor la concentracion de

GnRH mayor es la cantidad de células responsivas (Figura. 6C), este efecto podria



deberse al proceso de sensibilizacion o “self priming”. Sin embargo, después de la
castracion el nimero de células que responden a dosis bajas aumenta, de tal forma que
para las 4 dosis (0.1nM, InM, 10nM, 100nM) de GnRH el ntimero de células
responsivas es practicamente el mismo y mayor que en el raton control en todos los
casos. Este aumento en la capacidad de respuesta de los gonadotropos puede deberse a
diferentes razones, entre ellas, que algunos estudios han reportado que la concentracion
de receptores de GnRH en los gonadotropos de animales castrados es mayor que en los
ratones intactos (6), por lo que seria razonable pensar que un incremento en el nimero
de receptores aumente la sensibilidad al GnRH y con ello las células que solo respondia
a dosis altas de GnRH ahora lo haran desde dosis bajas. Por otro lado, se podria dar una
diferenciacion de células multihormonales hacia gonadotropos. Estas células
multihormonales presentan caracteristicas fenotipicas compartidas por miembros de las
poblaciones de somatotropos y gonadotropos, esto es antigenos para GH (hormona del
crecimiento), asi como mRNA para gonadotropinas (LH-B, LHB, o FSH-6) o receptores
para GnRH (28), aumentando con ello el nimero general de células responsivas al

GnRH.

En los ratones inyectados con estradiol se observd que con excepcion de la dosis de 10
nM de GnRH, para las demas dosis existe una disminucién general en el nimero de
células que respnden a GnRH. Esta disminucion tan dréstica podria explicarse debido a
que la concentracion elevada de esteroides produce una inhibicion de la secrecion de
gonadotropinas. A nivel de la hipdéfisis, se ha visto que una exposicion cronica a la
testosterona (T) inhibe la secrecion de LH (14), regulando negativamente la densidad y
expresion de los receptores de GnRH (21, 22). Por otro lado el estradiol puede inhibir la
secrecion de las gonadotropinas mediando la acciéon de GnRH en la pituitaria mas alla
de ejercer un efecto directo sobre la trascripcion de las subunidades de RNAm de los

receptores de GnRH.

Células que responden segln la dosis de GnRH

Los datos obtenidos en células en cultivo reportan que la mayoria de las células
responde a todas las dosis de GnRH y que el aumento en la cantidad de células
responsivas se debe basicamente al proceso de sensibilizacion o “self priming” (42), atin

mas, esta descrito que el receptor de GnRH que tienen los gonadotropos de raton es el



receptor de tipo II, por lo que su desensibilizacion es muy lenta o improbable. Estos
factores explicarian que en los registros realizados en rebanadas de animales control se
observe un aumento paulatino del nimero de células que responden a GnRH (Figura 9).
Sin embargo, en un analisis mas detallado se encontrd que solo un porcentaje muy bajo
de células responden a las cuatro dosis de GnRH (3.2%; figura 10), siendo mayor el
nimero de células que responden a una sola dosis (65%) y aunque en su mayoria
(52.17%) responden a la dosis de 100 nM, hay células (8.7%) que solo responden a 0.1
nM.

Lejos de tener una explicacion contundente a esta observacion, se podria pensar que en
esta preparacion el estimulo de GnRH produce la sensibilizacion de gonadotropos que a
pesar de no responder visiblemente a dosis bajas, lo hacen posteriormente a dosis mas
altas y, la liberacion de factores o interacciones celulares que produzcan la inhibicion de
aquellos gonadotropos que solo respondieron a la dosis aplicada en turno. Esta
conclusion se puede ver reforzada por el hecho de que la castraciéon produce una
modificacion en la relacion de células que responden a 1, 2, 3 o 4 dosis, aumentando de
3.2 a 30% el porcentaje de células que responden a 4 dosis, que no se da solo porque las
células que antes respondian solo a 100 nM ahora sean mas responsivas y lo hagan
también a 0.1 nM, sino también porque la posible desensibilizacién de las células que

respondian a 0.1 nM y ya no a 100 nM se pierde.

Asi, la castracion no solo afecta en general el nimero de células que responde, sino
también a cuantas dosis responden, lo cual como ya se menciond anteriormente podria
estar relacionado con el cambio en la sensibilidad de los gonadotropos al GnRH, por lo
que no tan solo estdn apareciendo nuevas células sino que los factores gonadales estan
aumentando la capacidad de respuesta de las células ya existentes a las diferentes dosis

y perdiéndose una posible desencibilizacion.

Finalmente, la exposicion al estradiol no solo estaria revirtiendo el efecto de la
castracion sino que ademas parece producir una inhibicién en el proceso general de
respuesta de los gonadotropos al GnRH, ya que no solo disminuye en general en
numero de células responsivas, sino que ademas reduce a 0% el porcentaje de células
que responden a 4 dosis, aumentando las que responden a 1 y 2 dosis y siendo éstas en

mayor proporcion (55.8%) las que responden a 10nM.



Caracterizacion de la respuesta de [Ca*]i a diferentes dosis de GnRH

Actividad espontanea

La mayoria de los gonadotropos exhiben oscilaciones espontaneas de [Ca®]i de baja
amplitud(43), en este estudio se observo un aumento la actividad espontanea después de
la castracion en la poblacion celular de la glandula; del total de células promedio
(n=109) en la glandula del el raton, el 33% de las células en el raton control presentan
actividad espontdnea (n=36), mientras que en el raton castrado el porcentaje de células
que presentan actividad espontanea aumento a 79.8% (n= 87), de este porcentaje la
mayoria, pero no todas las células son gonadotropos (dato no mostrado).

Este aumento en la actividad espontanea puede deberse a un aumento en los canales de
calcio de la membrana de las células de la hipdfisis propiciado por la remocion de los

factores gonadales.
Respuesta a diferentes dosis de GnRH

Por otro lado, en células en cultivo estd bien descrito que el patrén de frecuencia y
amplitud del aumento de [Ca®']; en los gonadotropos depende de la concentracion de
GnRH que le es aplicada, dividiéndose estas respuestas en a) respuestas de bajo umbral
(<0.1 nM GnRH), definidas como transitorios (subida y bajada rapida) en los cuales la
[Ca™]; presenta una muy baja amplitud (< 0.4uM); b) respuestas a concentraciones de
0.1 a 10 nM de GnRH en donde se observan oscilaciones de [Ca®']; con alta amplitud (>
1uM) y c¢) concentraciones altas de GnRH (>10nM) en donde se observa una respuesta

“bifasica” de incremento de la [Ca®]; (24, 26).

En los registro de rebanadas de hip6fisis en ratones intactos el patron de las senales de
[Ca®"]; observado en los gonadotropos, si bien cambia con la concentracién de GnRH
aplicada, no necesariamente se ajusta a los patrones descritos con anterioridad, ya que a
bajas concentraciones de GnRH (0.1 nM y 1 nM) se inducen respuestas de tipo
oscilatorio en la mayoria de las células. Con el incremento en la concentracion de
GnRH se observa un aumento en la proporcion de células produce una respuesta de tipo
bifasico y transitoria (ver figura 10). Este ultimo tipo de respuesta parecido a la

respuesta de bajo umbral obtenida en cultivo, difiere en la magnitud del cambio de



concentracion intracelular de calcio y aparece en respuesta a dosis altas de GnRH, sin

observarse respuestas de tipo subumbral.

En este estudio se observd que en lugar de generar respuestas bifasicas a altas
concentraciones de GnRH (100nM), como habria de esperarse de acuerdo a lo reportado
(16), el 53% de las células de ratones castrados exhiben respuestas de tipo oscilatoria y
la proporcion de células con esta respuesta se mantiene relativamente constante con la
aplicacion de las diferentes dosis de GnRH. Asi, la proporcion de células que responden
de manera bifasica o transitoria es significativamente menor en la hipdfisis de estos
animales con respecto a los controles. Interesantemente, se observan ademas, células
con respuestas subumbrales independientemente de la dosis de GnRH aplicada. Esto
ultimo querria decir que un grupo de células comienza a expresar la maquinaria de
respuesta al GnRH (receptores, segundos mensajeros), pero probablemente su

concentracion no alcanza aun los niveles necesarios para registrar respuestas mas altas.

Como se puede constatar, los factores gonadales ejercen una funcidon importante no solo
como ya se demostrd, en el nimero y sensibilidad de las células que responden a GnRH
lo cual compensaria la demanda de gonadotropinas, sino también e importantemente en

el tipo de respuesta que el secretagogo genera.

Como ha sido ampliamente demostrado, la forma en que los cambios de la
concentracion de calcio citosolica regulan una gran variedad de procesos depende de la
velocidad, amplitud y patrones espacio-temporal con que sucede (4) y en especial, la
secrecion de LH y FSH que es en distintos tiempos y frecuencia, esta dada por la
frecuencia de los pulsos de GnRH y con ello en las diferencias que en los cambios de la
[Ca®"]i. produce. La castracion trae consigo cambios en los requerimientos fisiologicos
de gonadotropinas y probablemente estos cambios no solo conlleven una mayor
secrecion sino también la sintesis y empacamiento de LH y/o FSH. Las diferencias en
que la castracion produce en los cambios de la [Ca*']; podrian ser de vital importancia
ya que, la LH es almacenada en granulos y su liberacion es a través de la secrecion, por
lo tanto su exocitosis es determinada por los cambios pulsatiles y elevados de [Ca®'];.
La FSH es liberada principalmente a través de una ruta constitutiva, por lo que su
exocitosis es esencialmente controlada por la expresion de genes y la disponibilidad de

mRNA para la trascripcion (6) y se ve afectada por otro tipo de cambios en la [Ca®'];.



7. CONCLUSIONES

En conclusién se puede decir que:

a)

b)

En la rebanada de hipofisis los gonadotropos se distribuyen homogéneamente a
lo largo de la glandula y no se encuentran confinados a una region especifica.

En hipdfisis de animales control, el nimero de células responsivas a GnRH
aumenta con las dosis del secretagogo.

La castracion produce un aumento importante de la actividad espontanea de las
células hipofisiarias

Después de la castracion se presenta un aumento en el numero de células
responsivas a GnRH desde dosis bajas (0.1nM).

El patrén de respuesta de [Ca®'];, varia de acuerdo a la condicion fisioldgica, ya
que en la castracion se producen mayoritariamente respuestas oscilatorias ain a
dosis bajas de GnRH y con el estradiol el principal patron de respuesta es de tipo

transitorio, sin importar el tipo de dosis que le sea administradas



8. PERSPECTIVAS

1. Determinar el curso temporal del aumento en el numero de células que
responden a GnRH en relacion con el tiempo de castracion.

2. Observar si el aumento de la actividad espontanea en las células hipofisiarias se
relaciona con el tiempo de castracion y si ésta corresponde a la actividad de los
gonadotropos o si involucra también a otros tipos celulares.

3. Estudiar si los cambios observados en el patron de respuesta al GnRH después
de la castracion esta relacionado con cambios en la densidad de receptores a GnRH
y/o IP3 en los gonadotropos.

4. Estudiar si los cambios observados pueden revertirse mediante terapia sustitutiva
de testosterona.

5. Integrar la informacion obtenida para intentar explicar los mecanismos a nivel

celular que estan involucrados en esta regulacion de la funcion de los gonadotropos.
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