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GnRH Hormona liberadora de gonadotropinas

TRH Hormona liberadora de tirotropina
CRH Hormona liberadora de corticotropina
GHRH Hormona liberadora de hormonas de crecimiento
GH Hormona de crecimiento

PRL Prolactina

FSH Hormona Foliculo estimulante

LH Hormona luteinizante

TSH Hormona estimulante de la tiroides
ACTH Hormona adenocorticotropina

DA Dopamina

HHG Hipotalamo-hipdfisis-génadas

GnRH-R  Receptor de la Hormonas liberadora de gonadotropinas
Ca? Calcio libre ionizado
[Ca?*]i Concentracién de calcio intracelular

PLC-B Fosfolipasa C-B

PIP, Fosfatidilinositol 4,5 bifosfato

InsP3 1,4,5 inositol trifostato

DAG Diacilglicerol

PKC Proteina cinasa C

VGCC Canales de calcio activados por voltaje
K* Potasio

SSN Solucidn salina normal
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El eje reproductor hipotalamo-hipdfisis-gdnadas es controlado centralmente por la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual al unirse a su receptor en la membrana plasmatica
de los gonadotropos hipofisarios, modula la concentracidn de Ca?* intracelular y desencadena la
secrecion de gonadotropinas. Recientemente, empleando preparaciones tisulares hipofisarias
para explorar la dindmica de calcio intracelular, se demostraron diferencias con los resultados en
células en cultivo, dando indicios de posibles interacciones entre distintos componentes celulares
gue afecten la respuesta celular ante un estimulo. En este trabajo, se ocupd imageneologia de
calcio para registrar los cambios en la concentracién de Ca?* intracelular promovidos por la

aplicacion de GnRH 10nM en rebanadas de ratéon macho adulto.

Se exploré el efecto de este secretagdgo en toda la glandula, analizando las respuestas desde el
nivel dorsal al ventral. Se observé que las células en rebanada presentan todos los tipos de
patrones de respuesta (oscilatoria, bifasica oscilatoria, bifasica no oscilatoria y transitoria) antes
descritos. Sin embargo, cuando se aborda desde una perspectiva tridimensional, podemos
observar claras diferencias en la cantidad de células con por ejemplo un patrén oscilatorio entre

la region ventral y la dorsal de la hipdfisis.

Del mismo modo la actividad oscilatoria tiende a diferir en amplitud y frecuencia, presentandose
una mayor movilizacién de calcio intracelular en la regidn central de la porcidon ventral; esto
puede ser debido a una regionalizacion del propio tamafio de los gonadotropos, ya que se
presentan células de mayor tamafio en la regién ventral. Por Ultimo los gonadotropos forman
grupos que tienden a responder con el mismo patrén de respuesta de calcio; estos grupos
parecen estar delimitados por capilares que forman nichos vasculares. Se podria pensar que la
delimitacidon generada por la vasculatura produce condiciones especificas que crean una

coordinacion de los gonadotropos que se encuentran en este espacio.
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The reproductive axis forming by hypothalamus-pituitary-gonads is controlled mainly by the
gonadotropin release hormone (GnRH), which to binding a its receptor in the plasmatic
membrane of the gonadotrope, modulating the intracellular Ca?* concentration and triggers the
gonadotropin secretion. Recently they have been used tissular preparations of pituitary of
exploring the intracellular calcium dynamics, it has been shown difference with the culture
results, giving evidence of possible interactions between different cellular components affecting
it the cellular response.

In this work, will occupy calcium imageonology for recording the changes of the intracellular
calcium concentration promoted by the apply of 10 Nm of GnRH in slices of pituitary of adult
male mice, we explored the effect of the secretagoge in all the gland, analyzing the responses
from the dorsal to a ventral region. It was observed that cells in slice, have all types of response
patterns (oscillatory, biphasic oscillatory, biphasic non-oscillatory and transient) described.
However, when it is approached from a three-dimensional perspective, we can see clear
differences in the number of cells with such an oscillatory pattern between the ventral region
and the dorsal of the pituitary gland. In the same way the oscillatory activity tends to differ in
amplitude and frequency, presenting a greater mobilization of intracellular calcium in the central
region of the ventral portion; This can be due to a regionalization of the size of the gonadotropos,

since larger cells are present in the ventral region.

Finally the gonadotropos form groups that tend to respond with the same pattern of calcium
response, these groups seem to be delimited by capillaries which form vascular niche. You might
think that the delimitation generated by the vasculature produces specific conditions that create

a coordination of the gonadotropos that are in this space.
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El sistema neuroendocrino es el encargado de transmitir e integrar de manera rapida y eficiente
la informacion de las diferentes partes del cuerpo. Estd compuesto por el sistema nervioso vy el
sistema endocrino los cuales se complementan, comunican e interactlan para poder responder

ante cualquier cambio externo e interno y mantener la homeostasis de un organismo (2, 4).

La principal conexién entre el sistema nervioso y el sistema enddécrino es el hipotdlamo; esta
region del cerebro constituye menos del 1% de su volumen; a través de la secrecion de hormonas
troficas estimula positiva y/o negativamente la glandula hipdfisis. A su vez, las hormonas
secretadas por la hipodfisis regulan la funcion de otras glandulas y tejidos del organismo,
modulando asi distintas funciones tales como la reproduccion, lactancia y metabolismo, entre
otras. Esta estrecha asociacidn entre el hipotalamo y la hipdfisis establece un eje regulatorio

conocido como eje hipotadlamo-hipéfisis(4, 5) .

La glandula hipdfisis se localiza en el hueso esfenoide sobre la silla turca en la base de la cavidad
craneal; se encuentra unida al hipotdlamo por medio del tallo infundibular, regiéon donde se
proyectan los axones provenientes de las neuronas hipotaldmicas (6). Esta glandula esta
compuesta por dos entidades embrioldgica, anatomica y funcionalmente distintas: la
neurohipdfisis y la adenohipdfisis. La neurohipéfisis incluye el I6bulo posterior, mientras que la

adenohipdfisis esta conformada por los I6bulos anterior e intermedio (Figura 1) (7) .

En el I6bulo posterior se encuentran las terminales axdnicas provenientes de las neuronas
hipotalamicas de los nucleos supradptico y paraventricular, las cuales sintetizan y secretan

vasopresina y oxitocina (Figura 3) (8).
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Figura 1 . Glandula Hipdfisis. Localizacion anatomica y estructura de la hipofisis de ratén
modificada de Human anatomy MacGraw Hill companies.

En la adenohipdfisis el l16bulo intermedio estd poblado por melanotropos que sintetizan y
secretan melanotropina; mientras que el I6bulo anterior estd constituido por cinco tipos celulares
enddcrinos (corticotropos, tirotropos, somatotropos, lactotropos y gonadotropos) que sintetizan
y secretan seis principales hormonas que regulan una gran cantidad de procesos bioldgicos
(Figura 2). Ademas, el I6bulo anterior tiene poblaciones celulares no enddcrinas, como las células

foliculo estrelladas y los pericitos (8).
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Figura 2. Hormonas troficas hipotalamicas, tipos celulares adenohipofisiarios, su secrecion hormonal y
principales efectos en el organismo. Las hormonas troficas pueden regular inhibiendo o estimulando un
grupo especifico de células adenohipofisiarias, quienes a su vez secretaran hormonas que actuan en
glandulas especificas controlando diversos procesos fisiolégicos (3).

La irrigacion sanguinea de la hipdfisis procede de las arterias hipofisarias superior e inferior; esta
ultima suministra de sangre principalmente a la neurohipdfisis, mientras que la arteria superior
suministra a la adenohipdfisis. La irrigacidon sanguinea en esta region es de suma importancia, no
solo porgue por este medio llegan todos los compuestos necesarios para el metabolismo celular
y se colectan las hormonas adenohipofisiarias secretadas que son liberadas a la circulacién
sistémica hasta llegar a su drgano blanco, sino también por que debido a que la adenohipdfisis
carece de inervacién neuronal, los factores reguladores hipotaldmicos son liberados en el

torrente sanguineo y llegan por este medio a la adenohipdfisis (9, 10).

La irrigacidn adenohipofisiaria fluye descendentemente, es decir, desde el hipotdlamo hacia la

III

hipodfisis y se le conoce como sistema portal hipotalamo-hip&fisis. El término “sistema portal” es
utilizado para describir el patrén de circulacion que va de capilares a venas, posteriormente de

éstas a capilares, y nuevamente a venas (9, 10).

——
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Figura 3. Sistema porta hipofisario. Esquematizacion anatémica del sistema porta hipofisario
y proyecciones hipotalamicas que liberan factores hipotalamico inhibidores y estimuladores
(2).

El sistema porta hipotalamo-hipofisiario estd formado por dos plexos capilares, primario y
secundario, conectados entre si por los vasos portales largos. El plexo primario, se forma en la
eminencia media y el infundibulo; en esta zona, la arteria superior suministra de sangre y las
terminales axodnicas que liberan las hormonas hipotaldmicas. Los capilares de este plexo
confluyen hasta formar los vasos portales largos que llegan a la parte inferior del tallo hipofisario,
ramificdndose en la adenohipéfisis y dando origen a la segunda red de capilares que conforman

el plexo secundario (11).




El plexo secundario también esta formada por una red de capilares fenestrados y se distribuye
por toda la adenohipéfisis, permitiendo el abastecimiento de oxigeno, nutrientes y factores
hipotaldmicos a todas las células adenohipofisiarias. Ademds, en este plexo se colectan las
hormonas sintetizadas y secretadas en la adenohipdfisis, y subsecuentemente transportadas

hacia la circulacién sistémica (Figura 3).

Como hemos mencionado anteriormente la hipdfisis regula una gran variedad de funciones
corporales mediante la interaccion de multiples hormonas; este hecho pone en manifiesto la

importancia de la regulacidn de la sintesis y secrecién de las hormonas adenohipofisiaria.

La hipdfisis puede regularse a tres niveles. El primer nivel es a través de los factores
hipotaldmicos, los cuales tienen una vida media corta en la circulacién, y actian rdpidamente en
sus células blanco ya sea ejerciendo una respuesta inhibitoria o estimulatoria (12). Los principales
factores hipotalamicos inhibitorios son la dopamina y la somatostatina; mientras que dentro de
los estimulatorios encontramos a la hormona liberadora de tirotropina (TRH), la hormona
liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH), la hormona liberadora de corticotropina (CRH)

y la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (3).

El segundo nivel (asa de retroalimentacién corta) de regulacidn es ejercido por mecanismos
paracrinos y/o autdcrinos (Inhibina, folistatina y activinas, etc) en la hipéfisis. Finalmente, los
productos hormonales hipofisarios tendran su accion fisioldgica en distinto 6rganos blanco
induciendo una secrecion de diversos factores u hormonas, estos pueden establecer un asa de
retroalimentacién larga tanto a nivel hipotaldmico como hipofisario (Figura 3) (9) y constituir el

tercer nivel de regulacién conocido como eje hipotalamo- hipdfisis-drgano blanco.

——
|-



Sistema nervioso central \'ié‘gk
kﬁﬁ%

Hipotédlamo —.(—

GnRH
Hipofisis

Gonadotropos %%
Activina Q/L/ 4
A

Folistatina

FSH LH

‘ Testiculos ‘

Células de Células de
Sertoli Leydig

Inhibina Testosterona

Figura 4. Eje hipotdlamo-hipodfisis-gonadas en el macho (HHG). Distintos niveles de regulacion del eje
Hipotdlamo-Hipdfisis-Gonadas (HHG), las flechas verdes indican una accién estimulatoria, mientras que
las flechas rojas indican una accion inhibitoria (9).

El eje hipotdlamo-hipodfisis-gonadas regula la funcién reproductiva y la maduracién sexual. En
este eje el hipotdlamo sintetiza y secreta GnRH en la eminencia media, quien llega al plexo
secundario de donde difunde hacia la adenohipdfisis, en donde se encuentran sus células blanco,
los gonadotropos. El GNRH es el principal estimulador de los gonadotropos, quienes a su vez,
sintetizan y secretan la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH),
glicoproteinas diméricas que comparten la subunidad a, mientras que la subunidad B es diferente
y es codificada por genes distintos (13). Estas dos hormonas juegan un rol esencial en el control

de la estereidogénesis, gametogénesis y ovulacion al actuar sobre las génadas (Figura 4) (14).

Los gonadotropos, objeto de estudio del presente trabajo, se diferencian en etapas tempranas
del desarrollo fetal de la hipdfisis; en el adulto constituyen aproximadamente 7-15 % de la

poblacién celular enddcrina (15); son células de tamafio medio 10-20 micras, de forma ovalada
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oirregulary con un prominente nucleo. Los granulos secretores vistos al microscopio electrénico
son electro-densos y varian en su tamafo, los grandes de 350 a 450 nm y los mas pequenos de
150-250 nm. Los granulos secretores pueden estar constituidos por sélo una hormona
(monohormonales) o por ambas (bihormonales). Aproximadamente el 70% de los gonadotropos
en la hipofisis de rata adulta contienen en sus granulos de secrecion tanto FSH como LH, en
granulos independientes, es decir son bihormonales, mientras que sélo el 15 % contiene granulos

de una solo horona (9).

La sintesis y secrecion de FSH y LH son eventos independientes. Se ha observado que la secrecién
de FSH es mayoritariamente constitutiva, ya que ocurre como resultado de la velocidad de
sintesis de su subunidad B (16). Por el contrario, la LH es secretada predominantemente a través
de una via regulada, pues es sintetizada y almacenada, y su liberacion ocurre de manera pulsatil

una vez que se presenta la estimulacién del GnRH (17).

Sin embargo, existen estudios que sugieren que la sintesis y secrecion de gonadotropinas es
regulada por la frecuencia y amplitud de los pulsos de GnRH. Los pulsos de secrecién de GnRH
con frecuencias altas (8 min) estimulan la sintesis y secrecion de LH, frecuencias intermedias (30
min) estimulan tanto a la subunidad a, como a LHB y FSHPB, mientras que la sintesis y secrecién

de FSH es favorecida con frecuencia de pulsos de GnRH baja (13, 16).

El GnRH es un decapitado sintetizado y liberado en pulsos sincronizados cada 30-120 minutos
(13) desde neuronas denominadas GnRHérgicas, localizadas en el hipotalamo basal en el nucleo
arcuato (18). Se han identificado 23 formas de GnRH, los cuales tienen en su NH2 y COOH
terminal secuencias de aminodcidos conservados y entre estas regiones presentan secuencias no
conservadas. En los vertebrados se presenta el GnRH Il, el cual tiene una estructura
completamente conservada desde los peces dseos hasta el humano. Se presume que es la
primera forma evolucionada con funciones criticas. Ademads, el GnRH | es la forma hipofisiotrdfica,

mientras que solo en algunos vertebrados podemos encontrar el GnRH Il (19).
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En mamiferos se encuentran principalmente la isoforma GnRH | y GnRH 1l (19) . La modificaciéon
de la amplitud y frecuencia de la secrecién pulsatil de GnRH | regula la sintesis y secrecién de

gonadotropinas y altera el funcionamiento reproductivo(16).

La accidon de GnRH se da principalmente a través de la unidn con su receptor especifico, el
receptor de GnRH (GnRH-R). Este receptor es un miembro de la familia de receptores acoplados
a proteinas G del tipo rodopsina; presenta siete dominios transmembranales unidos entre si por
una serie de asas intracelulares y extracelulares con el dominio amino terminal en la region
extracelular y el carboxilo terminal en la intracelular (Figura 5) (20). Las asas extracelulares, son
tipicamente responsables de los eventos de unidn, especialmente en la tercera asa extracelular,
las asas intracelulares y el carboxilo terminal median la transduccién de sefiales, como la unién a
la proteina G, eventos de propagacidn de sefales, desensibilizacidn e internalizacion del receptor

de GnRH (21).

En vertebrados se han identificado tres formas del GnRH-R nombrados como tipo |, Il y lll. Los
distintos tipos de receptores difieren en la secuencia de aminoacidos de la tercer asa extracelular,
la cual determina la selectividad del receptor por las distintas variantes del GnRH, asi como en el
tamano del carboxilo terminal, el cual estd relacionado con la desensibilizacion e internalizacion

del receptor de GnRH (16, 21).
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Figura 5. Receptor de GnRH. Secuencia de aminoacidos mostrando la organizacién topologica
del receptor de GnRH en la membrana plasmatica de los gonadotropos (22).

El receptor tipo | es la forma expresada predominantemente en la hipdfisis de mamiferos, pero
también se expresa en tejidos extra-hipofisarios como en las génadas, prdstata y utero (23).
Comparado a otros receptores de GnRH, este receptor presenta un acortamiento de su carboxilo
terminal; esta regidn al ser fosforilada, constituye el sitio de unién para las proteinas miembros
de la familia de la B-arrestina que producen la internalizacion del GnRH-R y con ello la
desensibilizacion de la célula a la accion del ligando. El acortamiento del C-terminalconfiere una

resistencia a una rapida internalizacion y desensibilizacion (14).

La densidad de GnRH-R en los gonadotropos determina la habilidad para responder al GnRH. La
actividad de este receptor se puede alterar durante distintos procesos fisioldgicos como la
lactancia y el ciclo estral; ademds diversos factores endocrinos como los esteroides gonadales,
estradiol, progesterona, GnRH, inhibina y activina regulan de forma directa la expresién génica

de los GnRH-R, asi como los niveles de su mRNA (13, 24).




La exocitosis en las células excitables es un proceso altamente dependiente de un aumento en la
concentracion de calcio intracelular ([Ca%?*]). Las elevaciones en la [Ca?]i ocurren
espontaneamente o en respuesta a la estimulacién de una agonista y cominmente son
expresadas como oscilaciones de Ca?*; estas oscilacion pueden depender de la entrada de calcio

extracelular o/y la liberacidn de depdsitos intracelulares (25).

Los gonadotropos, al igual que otras células enddcrinas hipofisarias, presentan potenciales de
accién espontaneos que involucran la apertura de canales de calcio activados por voltaje; éstos
potenciales generan seflales de Ca®* en el interior de la células sin evocar la secrecién de
gonadotropinas (25, 26). La secrecidén en los gonadotropos es generada por un incremento en
[Ca?*]; producido principalmente por la unién del GnRH con su receptor especifico (GhRH-R) en

la membrana plasmatica y la activacidon de una cadena de segundos mensajeros.

Tras la unidn del GnRH al GnRH-R la subunidad a de la proteina Gg/11 se disocia y activa la
fosfolipasa C (PLC-B) lo cual crea una rapida hidrélisis de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,), y
genera dos segundos mensajeros: 1,4,5 inositol trifostato (InsPs) y diacilglicerol (DAG); este
ultimo activa la proteina cinasa C (PKC), la cual reduce la hiperpolarizacion mediada por la
entrada de Ca?* e incrementa la secrecién de gonadotropinas. Por otro lado el InsP3 se une a su
receptor especifico ubicado en la membrana del reticulo endoplasmico provocando una rapida
liberacion de calcio; esto se refleja como un incremento rapido en la [Ca?*];. A este proceso se los

conoce como oscilador citoplasmatico (Figura 6) (1, 25).

También existe el mecanismo conocido como oscilador de membrana, cuya activacién permite a
la célula mantener la sefial oscilatoria de calcio mediante la entrada de Ca?* y el reabastecimiento
de Ca?* de los reservorios intracelulares a través de los canales de Ca?* sensibles al voltaje. La
actividad sincronizada de los dos osciladores proporciona una sefial de larga duracion que

mantiene la secrecién de gonadotropinas (13).
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Figura 6. Representacion esquematica de la sefializacion de Ca?* en los gonadotropos. PLC
fosfolipasa C, DAG diacilglicerol, InsPs inositol trifosfato, InsPsR, receptor de inositil trifosfato,

PKC proteina cinasa C, VGCC canales de calcio activados por voltaje.




La caracterizacion de la dindmica de los cambios en [Ca%*]i en los gonadotropos ante la aplicacién
de dosis crecientes de GnRH se ha estudiado en células aisladas (cultivo celular), En esta
preparacion se ha estereotipado la progresidn de la respuesta a concentraciones crecientes de
GnRH; a concentraciones subumbrales se producen pequefios transitorios monofasicos de calcio;
en [0.1-10 nM] de GnRH se observan oscilaciones Ca?* intracelular de gran amplitud con una
frecuencia modulada ante el incremento de la [GnRH]; al llegar a [50- 100 nM] de GnRH, se han
reportado respuestas bifasicas con amplitud modulada con dos variantes; bifdsica oscilatoria y

bifasica no oscilatoria (Figura 7) (1, 25).
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Figura 7. Patrones tipicos de respuesta de Ca?* intracelular ante el estimulo con GnRH en gonadotropos en
cultivo primario. (A) Respuesta subumbral (B), oscilatoria, (C) bifasica oscilatoria y (D) bifasica no oscilatoria.
Modificado de Tomic (1).

Se ha sugerido que los patrones de cambio de [Ca?']; codifican diversas funciones en los

gonadotropos; asi, las respuestas bifasicas oscilatorias son asociadas con la secrecién de LH y las
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respuestas oscilatorias con la sintesis de la subunidad beta de LH. Sin embargo, recientemente
se ha establecido que tanto las respuestas en meseta como las oscilatorias puedes desencadenar

la secrecion de LH (26).

La mayoria de los trabajos en torno a la caracterizacidon de las respuestas a los estimulos
fisioldgicos en las distintas poblaciones celulares hipofisarias, se han realizado en condiciones in
vitro y se ha explorado poco la posible regionalizacién de éstas. Sin embargo, en trabajos
descriptivos, de reciente publicacién, se ha propuesto que la hipdfisis no es un mosaico de células
productoras de hormonas distribuidas aleatoriamente como se pensd durante mucho tiempo (6,
27, 28), sino que estd conformado por redes celulares altamente organizadas e interdigitadas con

interacciones de redes homotipicas y heterotipicas (29).

Aunado a lo anterior, algunos estudios fisioldgicos empleando preparaciones organotipicas como
las rebanadas de tejido, han demostrado que los gonadotropos no presentan el mismo tipo de
respuesta de [Ca?']; ante la aplicacion de distintas concentraciones de GnRH que los

gonadotropos en cultivo (30, 31).

Estudios en rebanadas de hipdfisis de ratén muestran que en el 58% de los gonadotropos, los
patrones de sefializacién de Ca?* intracelular ante la estimulacién con dosis crecientes de GnRH,
exhiben una progresion en los patrones de respuesta llamada “no candnica”, refiriendo a
diferencias en la progresion con los patrones establecidos en cultivo (mencionados
anteriormente); el 3.6% de estos gonadotropos responde de una forma atipica (no oscilatoria)
(Figura 8); en adicidn la respuesta ante el GnRH varia considerablemente de una célula a otra

(26).
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Figura 8. Progresion de la respuesta de [Ca%*]; ante la estimulacién con dosis crecientes de GnRH
en gonadotropos en rebanadas de tejido. La progresién de la respuesta ante la estimulacion con
distintas dosis de GnRH en rebanada de hipdfisis (respuesta no candnica en la mayoria de las
células) difiere de la respuesta descrita en cultivo celular (candnica) e inclusive hay un pequefio
porcentaje de células con una respuesta atipica.

Ademds de las variaciones en la progresidn de respuesta de [Ca®*]; se ha reportado un aumento
de los gonadotropos que responden ante dosis crecientes de GnRH, a pesar de que no todas las
células responden a todas las dosis, existiendo células que responden sdélo a una o dos dosis. Lo
cual nos sugiere que no sélo hay un reclutamiento si no también un recambio de nuevas células

responsivas al GnRH (30).
De igual forma, se pudo observar que los gonadotropos que responden con un mismo patrén de

cambio en la [Ca?*]; tienden a formar grupos anatdmicamente cercanos; estos grupos estan

distribuidos en todo el I6bulo adenohipofisiario. Es por ello que si bien no se encontrd una
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ubicacién especifica para los gonadotropos, se observa que las células que responden con un

mismo patrén a un estimulo de GnRH tienden a formar pequefios grupos (Figura 9) (30).
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Figura 9. Distribucion espacial de gonadotropos que responden a GnRH. Se observan tanto
respuestas bifdsicas, transitorias y mixtas en todas las dosis asi como formacién de pequefios
grupos de células con el mismo patrén de respuesta (30).

Ahora es conocido que las células endocrinas estan organizadas en redes tridimensionales, lo
cual facilita y promueve la coordinacion de la actividad de cientos de células individuales para

responder a diferentes factores regulatorios y lograr una adecuada secrecion hormonal (6, 26,

32).

Las redes celulares se han estudiado principalmente en el cerebro. En este érgano se sabe que

las neuronas se organizan en redes funcionales en donde neuronas individuales con elementos
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de procesamiento basicos trabajan de manera eficiente y colectiva, integrando y propagando
informacién compleja y mediando funciones importantes como procesos visuales y formacion de
memoria (6). Ademas las redes neuronales contribuyen a la plasticidad ante la demanda de
distintas condiciones fisioldgicas (33, 34). Sin embargo, se ha puesto poca atencion a la
organizaciéon de redes celulares homotipicas y heterotipicas que forman a otros érganos y su

funcion bioldgica (35).

En la hipdfisis la nocion de redes de células endocrinas es nueva y recientemente se ha estudiado
la organizacién de distintos linajes celulares; hasta ahora se conoce que la distribucién de las
células endocrinas no es al azar como durante mucho tiempo se creyd (32). Esta distribucidén no
aleatoria puede estar relacionada con la adecuada generacién de pulsos hormonales, ya que no
solo se requiere una gran cantidad de energia para ello, sino también la sincronizacion de
centenas de células y la entrada en un tiempo preciso de toda la secrecién hormonal en el
torrente sanguineo para una adecuada seializaciédn cascada abajo y por ende una correcta

respuesta fisiologica (36, 37).

Ya que es por medio de la vasculatura que los factores hipotaldmicos son liberados y las
hormonas hipofisarias son colectadas no es dificil suponer que la vasculatura también este
organizada dentro de una red de capilares y que la relacion de esta red con las redes celulares de
la hipdfisis sea de gran importancia para la funcién de la glandula. Hasta el momento se ha
demostrado una disposicidon no aleatoria entre las redes endocrinas y la vasculatura; los
somatotropos se encuentran en proximidad a la vasculatura formando cumulos (32, 37), los
lactotropos se encuentran posicionados en estructura de panel de abejas rodeados por capilares
(38), los gonadotropos estan intimamente ligados con la vasculatura formando cumulos,
mientras que los corticotropos son mas distantes pero presentan extensiones que tienen

contacto con los capilares (35).
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Ademads de las redes homotipicas se sabe que las distintas redes endocrinas pueden interaccionar.
Algunas investigaciones recientes sugieren que la organizacién de los distintos tipos celulares se
ven influenciados por esta interaccién, como las observaciones de las redes de gonadotropos y
corticotropos las cuales parecen estar entrelazadas (35). Se ha observado, que en ratones
genéticamente modificados en los cuales se produce una nula diferenciacidn de corticotropos los
gonadotropos presentan una hiperproliferacion e hipertrofia. La interaccién entre los lactotropos
y los gonadotropos también se ha sugerido, ya que una ablacién de los gonadotropos afecta el
desarrollo de la red y parece tener una afectacién directa en la organizacién de los lactotropos

(39).

Tanto las redes homotipicas como heterotipicas podrian darle robustez, modularidad y
conectividad a la glandula, permitiendo una correcta comunicaciéon y coordinacién que
permitiera una precisa estimulacion espacio-temporal de la actividad de los componentes de las

redes para asegurar con ello la generacion de un pulso hormonal (32).

La organizacidn de los gonadotropos con la vasculatura y la interaccién con otras redes de células
endocrinas podria generar un microambiente en el cual los gonadotropos tengan una “inhibicién”
temporal que permita a estas células recargar el grupo vesicular de secrecion para poder

responder a subsecuentes estimulos.

Estos microambientes podrian comunicarse de manera similar a como lo hacen las células foliculo
estrelladas, quienes exhiben un sistema de comunicacién de larga distancia y son capaces de
generar y transmitir sefiales regenerativas, como ondas de Ca%* o moléculas que difunden célula-
célula a través de la red glandular (40, 41). La regulacién de los microambientes podria darse a
través de distintos factores y componentes locales que los integran, ademas de las interacciones
de las distintas poblaciones enddcrinas que interactdan con los gonadotropos en estos nichos,
las cuales podrian afectar paracrinamente la distribucién espacial y temporal del tipo de
respuesta al GnRH durante un estimulo. Este microambiente, podria generar condiciones
especificas que ocasionaran que los gonadotropos que se encuentran en estas zonas

respondieran de forma similar.
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Se presentard una regionalizacién funcional (actividad intracelular de calcio) de gonadotropos
ante la aplicacién de una dosis de GnRH 10 nM. Las fluctuaciones de la [Ca%*]; inducidas por el
estimulo de GnRH serdn similares en los gonadotropos localizados en un mismo espacio tisular

delimitado por la vasculatura en la adenohipéfisis de ratén macho.

Determinar las posibles diferencias de actividad de calcio intracelular y de regionalizacion que
muestren los gonadotropos que responden a GnRH, asi como reconocer el posible
establecimiento de grupos de gonadotropos con un mismo patréon de respuesta por la

delimitacion de la vasculatura.

Caracterizar:

) La regionalizacion de los gonadotropos responsivos a GnRH 10nM tanto
bidimensionalmente (central-lateral) como tridimensionalmente (dorsal-ventral).

) Los patrones de respuesta de calcio intracelular de los gonadotropos al estimulo de
GnRH.

1) La distribucién de los gonadotropos con respecto a la microvasculatura y con el tipo

de respuesta de calcio intracelular producida por el estimulo de GnRH.
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Todos los estudios fueron realizados con ratones macho Balb-C adultos de dos meses de edad.
Los animales fueron mantenidos en el bioterio de la Facultad de Ciencias, con un ciclo de
luz/obscuridad 12:12 a una temperatura constante de 22 °C, con acceso al alimento y agua ad
libitum. Todos los procedimientos fueron realizados siguiendo la Norma oficial mexicana NOM-
062-z00-1999 de especificaciones técnicas para la reproduccién, cuidado y uso de los animales

de laboratorio. Se ocupé una n=6 para la regionalizacién.

Los ratones macho Balb-c fueron anestesiados con pentobarbital sdédico (20 mg/kg) via
intraperitoneal y sacrificados por decapitacién. El cerebro fue extirpado dejando expuesta la
hipofisis que fue cuidadosamente extraida e inmediatamente embebida en agar al 3%
(Invitrogen; Eugene Or, USA) preparado en solucion ringer normal (SRN) que contiene (en mM):
125 NacCl, 2.5 KCL, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 1.25 NaH,P0,, 26 NaH,CO3 y 10 glucosa, ajustada a un pH 7.4.
Una vez solidificado el cubo de agar se colocé en la platina de un vibratomo (Leica VT1000S). El
recipiente del vibratomo se llené con SRN fria (~4 °C), la solucién se burbujed con gas carbdgeno
(95% 0O, y 5% CO,) para mantener el pH. Se obtuvieron rebanadas transversales de 130 um de
grosor, las cuales fueron reservadas en SRN a temperatura ambiente y posteriormente fueron

clasificadas del nivel mas dorsal al mas ventral del 1 al 4, como se muestra en la figura 10.
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Figura 10. Rebanadas de hipdfisis de ratdn macho. Clasificacion de las rebanadas de hipdfisis
segun su posicion de dorsal a ventral.

Para el marcado de los vasos sanguineos, se utilizd lectina de Ricinus communis acoplada con
rodamina (RCA); esta lectina tiene la caracteristica de unirse con la B-galactosa presente en el
endotelio de la vasculatura, por lo que la tincidén es especifica. Las rebanadas fueron incubadas
en oscuridad durante 5 minutos a 37 °C con RCA a 5 pug/ ml, en una atmosfera saturada de 95%

02y 5% CO,. Una vez terminado el tiempo de incubacion las rebanadas fueron lavadas con SRN.

Para los registros de los cambios en la [Ca?*]i todas las rebanadas obtenidas se incubaron en la
oscuridad con 22 uM del sensor intensiométrico de calcio acetoximetil de Fluo-4 (Fluo-4AM)
(Invitrogen; Eugene Or, USA) en 0.1 % de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, St Louis MO, USA) con
0.5% de acido plurdnico F-127 (Sigma, St Louis MO, USA) en 1 ml de SRN durante 30 minutos a
37°C en una atmosfera de 95% O,y 5% CO..

Una vez terminado el tiempo de incubacién las rebanadas se lavaron con SRN y se montaron en

una cdmara de registro de plexiglas previamente tratada con poly-L-lisina al 30% (Sigma, St Louis
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MO, USA) donde se mantuvieron bajo perfusién constante (2ml/min) con SRN a temperatura

ambiente con burbujeo de 95% O,y 5% CO».

La camara de registro fue montada sobre la platina del microscopio estereoscépico de
fluorescencia (Leica M205FA), equipado con un objetivo PlanAPO 2.0X (0.35NA). La excitacion
del fluoréforo se realizé con una ldmpara de arco de mercurio, la luz emitida fue filtrada y se
seleccioné la longitud de onda de 488 nm para excitar el fluoréforo; gracias al espejo dicroico la
luz seleccionada llega al espécimen y la luz emitida puede ser filtrada con una longitud de onda

de 510 nm, como se muestra en la figura 11.
La adquisicion se realizé con una cdmara CCD enfriada (SenSys), acoplada al microscopio

estereoscopico; se registraron secuencias de 300 imagenes, cada imagen fue tomada a 300 ms

de exposicion.

Filtro de emision

——F—
i dicroi %:%, Lampara de
Espejo dicroico  — mercurio
Filtro de excitacidn
Objetivo
Espécimen

Figura 11. Esquema basico de iluminacion de un microscopio de fluorescencia. Se muestra los
componentes necesarios para filtrar la luz blanca y seleccionar tanto las longitudes de excitacion
como de emisién deseadas.

El protocolo consistié en un registro con la perfusidon de SRN, para observar la actividad basal,
una vez terminado este registro se dio un lapso de 10 minutos para realizar el siguiente registro,

el cual consistié en 20 segundos de actividad basal, la solucion perfundida fue cambiada a una
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SRN con GnRH 10 nM, esta solucién fue perfundida durante 30 segundos, concluido este lapso la

solucién fue cambiada por SRN para realizar el lavado durante el resto del registro.

Para determinar la viabilidad, y la capacidad de respuesta de |la rebanada se agregd una solucién
alta en potasio la cual contiene (en mM): 50 KCl, 120 NaCl, 10 HEPES y 2 CaCl, a un pH de 7.4.
Una vez terminados los registros de la dindmica de calcio intracelular, se tomaron imagenes de

la vasculatura utilizando una longitud de onda de excitacién de 510 nm y 575 nm de emisidn.

Una vez terminado el registro de calcio intracelular se fijé la rebanada con N-(3-
Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodimida hidroclirido (EDAC), durante 90 minutos a temperatura
ambiente, con agitacion y en oscuridad; cada pozo contenia 250 pL de EDAC (40 mg/ml) en PBS
1X. Después se transfirieron las rebanadas a parafolmaldehido 4% (PFA) durante 30 minutos y
por ultimo a metanol 100% durante 20 minutos en el congelador. Se realizaron 6 lavados con PBS
1X. Esta fijacién nos permite preservar la fluorescencia de aquellas células que incorporan el Fluo-

4AM.

Para las inmunotinciones se utilizd anticuerpo primario policlonal anti-BFSH, anti-BLH ambos
hechos en conejo (Biogenesis Lan; Poole UK) diluidos 1:500 en solucién de bloqueo vy
permeabilizacion (2% BSA (p/v) y 0.1 % triton X100 en PBS). El anticuerpo primario se incubo
durante una noche en agitacién a 4 °C, después se realizaron tres lavados de 30 segundos y dos
de 3 minutos con PBS. Se incubaron las rebanadas con un anticuerpo secundario IgG de conejo
acoplado con Cy5 diluido 1:100 con solucién de bloqueo y permeabilizacion por dos horas a
temperatura ambiente, seguido por lavados con PBS y se montaron las hipdfisis en un
cubreobjetos; se ocupd medio de montaje de fluorescencia (DAKO) y se dejaron polimerizar para

poder ser observadas posteriormente.

Se adquirieron imagenes con un microscopio confocal de disco giratorio (Olympus BX-51W1), la
luz de excitacién fue a través de una lampara de mercurio, la adquisicion fue con una camara CCD

enfriada (Hamamatsu C9100-02). Con ayuda del software Stero investigator se fijaron los

26 )

——
|-



pardmetros para la adquisicion. Se seleccionaron los filtros para la observacién de los
gonadotropos que incorporaron el Fluo-4AM (488/510), vasculatura (550/575), LH y FSH
(647/680). Se utilizaron objetivos de inmersién en agua 20x (0.5 NA) y 40X (1.15 NA) y de

inmersién en aceite 60X (1.12 NA).

El procesamiento de las secuencias de imagenes se realizé con ayuda del programa Image J

(National Institute of Health), Igor Pro (Wavemetrics) y Origin Pro8 (Microcal sofware).

La seleccion de las células que respondieron a GnRH se realizdé con el programa Image J; esta
seleccion fue realizada directo en los registros obtenidos. En este programa se transformaron los
datos de los cambios en la [Ca?*]i de digitales a numéricos, asi como la distribucién espacial (x-y)
de las células responsivas. Todas las células seleccionadas fueron inspeccionadas manualmente

para eliminar artefactos.

Los datos obtenidos fueron graficados en el programa Igor Pro, donde se utilizé una rutina semi-
automatica escrita por el Dr. Pierre Fontaneaud (Institute of functional Genomics, Montpellier
Francia), para obtener la funcion AF=F-FO, generando datos corregidos, asi como una rutina
escrita por el Dr. Ledn Islas (Facultad de Medicina, UNAM), para visualizar a través de una grafica
la actividad de todas la células con respecto al tiempo. De estas graficas pueden ser extraidos los

trazos de la actividad de células individuales.

El drea bajo la curva fue calculada semi-automaticamente con la ayuda del programa Origin Pro.
Los datos obtenidos fueron analizados con el programa GraphPad Pris V5 (GraphPad Software
Inc, California, USA.), y sometidos a una prueba de ANOVA de una via con una prueba post hoc
de Tuckey’s. Para la figura 20 se realizd una t de Student y para la figura 21 un andlisis de

correlacién, todos con el mismo programa.
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En afos recientes se han estudiado los cambios en la concentracidén de calcio intracelular de
células adenohipofisiarias, manteniendo el contexto tisular; para seguir estos cambios se han
empleado indicadores fluorescentes sensibles a calcio en rebanadas de hipdfisis (42). Con esta
técnica podemos tener una resolucién espacial y temporal adecuada para observar los patrones
de la respuesta de decenas de células en un mismo tiempo; ademas podemos observar su
organizacién y localizacién. En la figura 12A se observa un ejemplo de una rebanada después de

ser incubada con fluo-4AM vy lectina.

Como es conocido las células endocrinas adenohipofisiarias presentan actividad de calcio
espontanea, la cual se observa como pequeios cambios en la intensidad de fluorescencia con el
método intensiométrico de medicidn empleado en este trabajo; en la figura 12A se observa la
actividad basal de las células endocrinas (actividad espontanea) y la respuesta ante la aplicacion
de GnRH 10nM (12B). Debido a que como se describid en la introduccidn, en la hipdfisis hay 5
tipos celulares enddcrinos, solo aquellas células (gonadotropos) que tengan el GnRH-R
responderan al estimulo. La tincidn de los vasos sanguineos fue especifica y se logré observar la

distribucién y acomodo de los gonadotropos con respecto a la vasculatura, figura 12 Dy E.
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Figura 12. Incorporacion del Fluo-4AM vy lectina. A) Se presenta una rebanada de hipodfisis
después de la incubacién con Fluo-4AM (Verde) y lectina (rojo), B) Actividad basal de las células
endocrinas adenohipofisiarias, C) respuesta de los gonadotropos ante el GnRH, D y E) Fusién de
la actividad basal y estimulada con la vasculatura. La barra blanca corresponde 20 um. El aumento
en la intensidad de fluorescencia del Fluo-4AM corresponde a un aumento en la [Ca%*]..

Las células que fueron identificadas como gonadotropos se contabilizaron para cada una de las
rebanadas en el eje dorso-ventral; el nimero de células contabilizadas fue normalizado al area,
como se puede observar en la figura 13, en la cual podemos observar que el nimero de
gonadotropos no presenta diferencias significativas (P<0.763) a lo largo del eje dorso-ventral; sin
embargo como mostraremos mas adelante funcionalmente los gonadotropos tienden a tener

diferencias en las distintas regiones estudiadas.
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Figura 13. Numero de gonadotropos normalizados al area. La cantidad de gonadotropos en cada
rebanada de la regién mas dorsal (4) a la mas ventral (1) no presenta diferencias significativa
(P<0.763). Los datos fueron analizados con una ANOVA de una via (P<0.001) y pruebas de
comparacion multiple de Tuckey.

En los registros de la dindmica de Ca ?* intracelular se seleccionaron los contornos de aquellas
células que respondieron a GnRH con un cambio en frecuencia y/o amplitud en la [Ca?*];; estas
células fueron utilizadas para la cuantificacion de la media del AF (cambio de fluorescencia) a lo

largo del tiempo y fueron consideradas como gonadotropos.

Las respuestas de las células fueron representadas en una grafica multicelular, en la cual cada
linea representa una célula y se observan los AF poblacional con respecto al tiempo. Los AF en
estos graficos se representan por cambios en la intensidad del tono de color. Un ejemplo de este
tipo de graficos se muestra en la figura 14A, donde se observa tanto la actividad basal como la
estimula de por GnRH y KCI de aproximadamente 200 células (eje Y) en el tiempo (eje X); ya que
la estimulacién solo fue de aproximadamente de 30 segundos, se observa durante este periodo
un aumento en la intensidad de fluorescencia y después de transcurrido este tiempo la

disminucion de la actividad, la cual se observan con tonos mas oscuros (figura 14A).
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La respuesta de cada célula se graficd individualmente como se muestra en la figuraldB; los
gonadotropos fueron clasificados por sus caracteristicas de latencia y frecuencia, y clasificados

como con respuesta oscilatoria, bifasica o transitoria (figura 15).
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Figura 14. Grafica multi-celular y unicelular. A) Cambios en la intensidad de fluorescencia de
200 gonadotropos durante su actividad basal y ante la aplicacién de GnRH y KCl. B) Grafica
representativa de la actividad de calcio intracelular de un gonadotropo.

Una vez realizada la clasificacion de las respuestas, encontramos que los patrones de cambio
promovidos por la aplicacién de GnRH en las rebanadas de hipdfisis de ratdon macho son similares
a los patrones descritos en cultivo celular (figura 7). Sin embargo, a diferencia de lo reportado en
cultivo (1, 25) no encontramos una progresion del tipo de respuesta dependiente de la
concentracion de GnRH aplicada. En nuestra preparacion pudimos identificar los distintos
patrones (oscilatorio, bifasico no oscilatorio, bifdsico oscilatorio y transitorio) ante la

estimulacion de una sola concentracion de GnRH (10nM) (figura 15).
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Figura 15. Patrones de respuesta de calcio intracelular de gonadotropos ante el estimulo de
GnRH. A) Respuesta transitoria, B) oscilatoria, C) bifasica no oscilatoria y d) bifasica oscilatoria

Después de ser identificados los gonadotropos que respondieron a GnRH se explord su ubicacion
en las rebanadas de hipdfisis. Para este propdsito utilizamos un enfoque novedoso que consistio
de la visualizacion de una organizacién funcional tridimensional. Para ello, de una misma
glandula, se realiz6 el registro y andlisis de todas las rebanadas obtenidas, que fueron divididas
seglin su posicion en el animal, de la region mas ventral (rebanada 1) a la mds dorsal (rebanada
4). Cada rebanada fue analizada tomando en cuenta la regién central y lateral (Figura 10).

Una vez establecidos los pardmetros de arreglo tridimensional, se ubicaron los gonadotropos
segun su tipo de respuesta (figura 16), y se graficaron las posiciones XY de cada gonadotropo con
un color segun el tipo de respuesta; oscilatorio (rojo), bifasico (azul) y transitorio (verde). En este
grafico podemos observar la formacidn de grupos de células con el mismo patréon de respuesta a

GnRH, tema que analizaremos mas adelante.
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Figura 16. Distribucion de los gonadotropos en la hipdfisis de raton macho, segtin el tipo de
respuesta de calcio intracelular que presentan ante el estimulo de GnRH. Gréfica de las
posiciones XY de los gonadotropos que respondieron a una dosis de 10 nM de GnRH; cada punto
de color representa un gonadotropo, el color esta asociado al tipo de respuesta que exhibié el
gonadotropo, siendo oscilatoria (rojo), bifasica (azul) y transitoria (verde). La linea representa la
divisién de la regidn central y lateral.

Encontramos que los gonadotropos se encuentran distribuidos en toda la glandula, en su porcion
central y lateral (figura 16) y desde la regidon ventral hasta la dorsal. En todas las regiones
estudiadas obtuvimos los distintos tipos de patrones de respuesta a GnRH (figura 17). Las
respuestas que predominan son las respuestas oscilatorias y bifasicas (48.8% y 45.7%
respectivamente), con un 5.5% de respuestas transitorias. Sin embargo, con este trabajo
logramos observar que los gonadotropos presentan una regionalizacidon dependiendo del patrén
de Ca intracelular exhibido, no solo en la misma rebanada (central-lateral), sino también una

regionalizacion tridimensional (ventral-dorsal).
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Cuando realizamos el analisis bidimensional en cada rebanada, pudimos corroborar que existen
diferencias entre la regién central con respecto a la lateral. Para las respuestas oscilatorias se
presenta una diferencia en el nimero de células con este tipo de patréon entre la mayoria de las
rebanadas (P< 0.001). Mientras que para las respuestas bifasicas se encontrd una diferencia
significativa entre la rebanada 4 y 3 (P< 0.001). La regionalizacion tridimensional, mostro que la
region lateral presenta diferencias no significativas (P< 0.72) para los tres tipos de respuestas
(oscilatoria, bifasica y transitoria) (figura 17). Sin embargo, a diferencia de la regidn lateral, la
region central tiene una diferencia significativa tanto para el patrén oscilatorio como bifasico (P<

0.001) en todas las rebanadas (figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de gonadotropos segun los patrones de respuesta de Ca%* promovidos
por la aplicacion de GnRH 10 nM. Los porcentajes de cada uno de los patrones (oscilatorio=rojo,
bifasica=azul y transitoria= verde) se presentan en la rebanada de la region mas dorsal (4) a la
mas ventral (1). A) Porcentaje de células en la region lateral. B) Porcentaje de células en la region
central. Los datos fueron analizados con una ANOVA de una via (P<0.001) y pruebas de
comparacion multiple de Tuckey. Los asteriscos muestran diferencias significativas.

Ademads de presentar diferencias en el nimero de células con respuesta oscilatoria observamos
gue hay una progresién de la region dorsal a ventral, presentando un mayor nimero de

gonadotropos con respuesta a GnRH de tipo oscilatorio la rebanada mas ventral (Figura 18).
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Figura 18. Nimero de gonadotropos que responden a GnRH con un patron oscilatorio. La
region lateral no presenta diferencias, mientras que la regidn central presenta diferencias en el
numero de células con este patréon. Los datos fueron analizados con una ANOVA de una via
(P<0.001) y pruebas de comparacion multiples de Tuckey. Los asteriscos muestran diferencias
significativas. En el eje de las X las letras representan: L=Lateral y C=Central, los nimeros
representan las rebanadas de la region mas dorsal 4 a la mas ventral 1.

Hasta el momento sabemos que hay diferencias entre la region central-lateral y ventral-dorsal,
en cuanto al tipo de respuestas a GnRH de los gonadotropos. En adicién a estas diferencias, al
examinar el patrdn oscilatorio pudimos encontrar cambios en la amplitud y frecuencia de esta
sefial de calcio intracelular (figura 19). En la figura 19 podemos observar ejemplos
representativos de la respuesta oscilatoria de gonadotropos ante la estimulacién de GnRH desde
la region dorsal (figura A) hasta la regién ventral (figura D). Cabe mencionar que las respuestas
bifasicas fueron mas complicadas de categorizar, ya que presentan multiples variantes, lo cual

difiere a lo reportado en cultivo celular.
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Figura 19. Patrones de actividad oscilatoria presentado por gonadotropos en respuesta a
GnRH 10 nM. Trazos representativos de la movilizacién de calcio intracelular de gonadotropos
con un patron de respuesta oscilatorio promovido por la aplicacion de GnRH 10 nM. Se grafica
de la regidon mas dorsal (A) a la mas ventral (D).

Ya que en las respuestas oscilatorias las mayores diferencias se presentan entre la rebanada mas
dorsal comparada con la mas ventral, seleccionamos estas dos regiones de la glandula para
cuantificar estas diferencias (frecuencia y amplitud). Encontramos que en la porcidon mas dorsal
de la glandula las respuestas oscilatorias presentan un mayor niumero de picos (frecuencia),
siendo la diferencia estadisticamente significativa (P< 0.001) con respecto a las respuestas
oscilatorias de la porcién ventral que presenta menos oscilaciones (figura 20A). Sin embargo, en
ésta ultima zona la respuesta oscilatoria, se caracteriza por presentar una mayor amplitud de sus

espigas (figura 20D).

La amplitud y el nimero de picos de la sefial estan relacionados con la movilizacién de calcio
intracelular que se provoca en los gonadotropos al ser estimulados con GnRH. Por ello, para tener

una medicion indirecta de la cantidad de calcio que se moviliza en los gonadotropos de cada zona
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de la glandula, se decidié medir el area bajo la curva de las respuestas oscilatorias y bifasicas.
Interesantemente, los gonadotropos de la rebanada mas ventral a pesar de tener el menor
numero de picos en su respuesta (X = 3.45), presentan una mayor drea bajo la curva (X=5.5 u.a),
tanto en la porcién lateral como central de la glandula a comparacién de la regidn dorsal en la
cual los gonadotropos tienen una respuesta con mayor niimero de picos (X=7.5) pero menor
movilizacidn de calcio (X=2.4), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (P<0.001)
(figura 20B). Cuando se grafica (figura 20D) el drea bajo la curva (eje y) y la frecuencias de espigas
durante la estimulacion (eje x) que presentan los gonadotropos de la regién mas dorsal (rojo) y
mas ventral (azul), se observa una clara tendencia en la que en la porcidn dorsal de la hipofisis,
los gonadotropos presentan mayoritariamente respuestas con alta frecuencia y poca area bajo
la curva (2 a 4 u.a), mientras que los gonadotropos de la zona ventral de la glandula presentan
respuestas oscilatorias con poca (2 a 5 u.a.) o mucha area bajo la curva (5 a 10 u.a.) pero una
misma frecuencia (3 a 6); sin embargo, la mayoria de las células se pueden distinguir como dos

grupos separados.

Otra caracteristica que podemos notar es que los gonadotropos de la regidén central-ventral son
los que movilizan mas calcio ya que tanto para las respuestas bifasicas como oscilatorias
presentan una mayor area bajo la curva (figura 20 B y C). Cabe mencionar que las respuestas
bifasicas movilizan mayor cantidad de Ca?* (X =5.25 u.a) con respecto a las respuestas oscilatorias
(X=3.25 u.a); esto puede ser debido a la meseta que caracteriza este tipo de respuestas (figura

19 Q).
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Figura 20. Numero de pico y area bajo la curva. A) Numero de picos de la regién dorsal y ventral.
B) Comparacion de los nimeros de picos vs drea bajo la curva. C) y D) Area bajo la curva de las
respuestas bifasicas y oscilatorias de la regién doral y ventral. El nUmero de picos y el drea bajo
la curva fue analizado con ANOVA de una via (P<0.001) y pruebas de comparacion multiples de
Tuckey. Los asteriscos muestran diferencias significativas (P<0.001). Lateral oscilatorio (LO),
lateral bifasico (LB), central oscilatorio (CO) y lateral oscilatorio (LO)

Una posibilidad que explique los cambios en las caracteristicas de la sefial de calcio intracelular
es la diferencia en el tamafio de los gonadotropos. Para estudiar el tamafio de éstas células,
medimos a los gonadotropos y encontramos que la region mas central de la rebanada ventral
presenta gonadotropos mas grandes (X=34.2 um). La figura 21A muestra la comparacion en el
tamafio de los gonadotropos tanto en la region central-ventral como en la regién central-dorsal;

este pardmetro presenta diferencias significativas (P<0.002). En la imagen 20 B y C observamos
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inmunotinciones para visualizar la vasculatura y LH; en estos dos paneles podemos notar la
diferencia en tamano, asi como la distribucién y densidad que presentan los gonadotropos en la

region central y periférica de la adenohipdfisis.
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Figura 21. Tamano de los gonadotropos. A) comparacion de tamafio entre los gonadotropos
de la regidn ventral vs dorsal; el asterisco indica diferencias significativas (P<0.002) después de
un andlisis de t de Student. Inmunotincion de LH (blanco) y CD31/PCAM (vasculatura, rojo) en
B) Regidn central y C) periférica. La barra de color blanco representa 100 um.
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Como mencionamos anteriormente ante la aplicacion de GnRH los gonadotropos parecen formar
grupos de células con el mismo patrén de respuesta (figura 16); a estos grupos los llamaremos
roseta. En un analisis mas detallado como el que se muestra en el ejemplo de la figura 22, se
observa la actividad de dos gonadotropos adyacentes con el mismo patrén de respuesta (figura
22A), mientras que en el panel 22 B se grafica la actividad de dos gonadotropos adyacentes con
una actividad distinta. El analisis de correlacidon arrojo que las rosetas con el mismo patrén de
respuesta tienen un coeficiente de correlacién alto R=0.77 y como era de esperarse las células
gue estan adyacentes y presentan un patron de respuesta diferente su coeficiente de correlaciéon
fue bajo R= 0.17, Estos resultados nos sugieren que podria haber ciertos factores para que

algunas células adyacentes respondan de la misma manera mientras que otras responden

distinto.
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Figura 22. Patrdén de respuesta y correlacidon de la misma en gonadotropos adyacentes. En el
panel Ay B, se muestran los cambios en la [Ca%*]; promovidos sobre la actividad de gonadotropos
adyacentes por la aplicacion de una dosis 10 nM. A dichas respuestas se le aplico un andlisis de
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Es posible que la diferencia en el tamafo y la cercania con otras células influya en el
comportamiento y respuesta de los gonadotropos. En adicidn, estudios recientes han reportado
una estrecha relacidn estructural entre la vasculatura y los gonadotropos, y se conoce que en
cierto tipos celulares este tipo de asociacién puede coordinar la distribucién y respuesta celular
(32, 43). Por tal motivo nos preguntamos si éPodria esta misma asociacién tener un factor
funcional y estar generando rosetas de gonadotropos con el mismo patrén de actividad?. Para
aportar en el entendimiento de esta pregunta se implementé un método, en el cual después de
los registros de calcio intracelular se hicieron fijaciones con EDAC e inmunotinciones contra LH y
FSH; una vez tomadas las imagenes se buscaron los campos donde se habia registrado actividad
de calcio intracelular durante la aplicacion de GnRH en el experimento y se identificaron dichas

células.

Con este método observamos que los gonadotropos se encuentran organizados en grupos
discretos (rosetas) en asociacién con la vasculatura como se muestra en la figura 23A, en donde
podemos apreciar una inmunotincién de los vasos sanguineos (morado), de los gonadotropos
(rojo) identificados como aquellas células que fueron positivos a LH y/o FSH, células que
incorporaron el Fluo-4 AM (verde) el cual fue fijado con EDAC y los dobles positivos, es decir las

células que son positivas para el Fluo-4AM y son gonadotropos (amarillo).

Si bien estos grupos de células ya se habian descrito con anterioridad (30), esas observaciones
tomaron en cuenta solo pardmetros estructurales. En este trabajo, observamos distintas rosetas
de gonadotropos con una actividad coordinada. En la figura 23B, en la cual se grafican las
respuestas que presentan los gonadotropos de tres rosetas ante la aplicacion de GnRH, cuya
diferencia es encontrarse todas en el mismo espacio pericapilar (R2) o cercanas pero en espacios
pericapilares diferentes (separadas por distintos capilares; R1 y R3), se puede observar que en
estos Ultimos, aunque los grupos de gonadotropos se encuentran cercanos unos de otras el
patrén de respuesta de calcio intracelular que exhiben es distinto. Sin embargo, en el caso de los
gonadotropos R2 el patrén de respuesta de calcio intracelular que muestran al ser estimulados
por GnRH es muy semejante. Estas observaciones, nos dan pistas sobre la posible relacién de la

vasculatura con el funcionamiento de los gonadotropos y el microambiente que se genera.
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Figura 23. Rosetas de gonadotropos y vasculatura. En el panel A se muestra la Inmunotincion de
LH y FSH (rojo), vasculatura (morado) y Fluo-4AM (verde) de una rebanada de hipdfisis después
de haber sido registrados sus cambios en la [Ca?*]i promovidos por el estimulo de GnRH. (B)
Actividad de [Ca?*]i durante la aplicacion de GnRH de distintas rosetas de gonadotropos.
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A la fecha, los estudios hechos con preparaciones tisulares de hipofisis que han explorado de una
manera bidimensional este tejido, han descrito diferencias en los atributos anatémicos vy
funcionales en distintos grupos celulares, dependiendo de la region (central o lateral) en la que
se encuentran (27, 28). Estos trabajos han mostrado ademas, la importancia de emplear
preparaciones bioldgicas mas apegadas al medio in vivo y han generado una mayor informacién
sobre el comportamiento y distribucidn de distintos grupos celulares endocrinos (44). Asi, y como
se observa en este trabajo, las preparaciones organotipicas tienen la ventaja de mantener el
ambiente tisular y con ello las interacciones entre células, constituyendo un buen modelo para
el estudio a nivel de célula Unica pero con la informacion generada por centenares de ellas en su

posicion topoldgica original (42, 44).

En estas condiciones de trabajo, nuestros experimentos muestran que los gonadotropos en un
contexto tisular, presentan todos los tipos de patrones de respuesta de calcio intracelular
(oscilatoria, bifasica no oscilatoria, bifdsica oscilatoria y transitoria) provocados por una misma
concentracion de GnRH (10nM). A diferencia de esto, en células en cultivo se ha descrito una
progresion del tipo de respuesta segun la dosis de GnRH, observandose que a una concentracion
de 10nM se presentan solo respuestas bifasicas oscilatorias. Esto nos da una idea de la
importancia del mantenimiento de contexto tisular no solo por las multiples interacciones o
regulaciones posibles a nivel pardcrino o autdcrino (45), sino también por la posible interaccién
con elementos estructurales como la vasculatura que podrian estar influyendo en el
funcionamiento y organizacién de un grupo celular como son los gonadotropos (este tema se

tratara con mas detalle en la seccidn de redes celulares).
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La mayoria de las descripciones sobre la regionalizacién de los gonadotropos en la hip&fisis se
han realizado en corte fijados. En estos trabajos se han reportado diferentes distribuciones que
van desde que se encuentran distribuidos en una zona sexual (region postero-lateral de la
glandula) (46), con una distribucidon dorso-ventral, o periférica en algunas zonas de la glandula
(47), hasta una distribucion homogénea (30). Estas diferencias pueden deberse al tipo de
marcajes que se emplearon. Sin embrago, en afios recientes se han empleado animales
genéticamente modificados, en los que la expresidn de cada tipo hormonal hipofisiario se asocid
a un fluordéforo, y se ha realizado una descripcién de la distribucidén de varios linajes celulares
endocrinos. En estos estudios, se describe que los gonadotropos tienen una distribucion en forma
de cadenas de células interconectadas que van de la parte mas ventral hacia el centro de la

glandula (32).

A diferencia de éstos reportes, en este trabajo con el estudio de una regionalizacién funcional,
permitiéndonos tener un panorama mads amplio de la distribucion y funcion de los gonadotropos,
y encontrando diferencias en su distribucién segln su patrén de respuesta a GnRH y su ubicacién
bidimensional (central-lateral) y tridimensional (dorsal-ventral). Si solo comparamos el nimero
de gonadotropos no presenta una diferencia de la regidn mas ventral a la mds rostral; sin

embargo, como lo hemos mencionado estas regiones presentan diferencias funcionales.

Como mencioné anteriormente, se ha reportado que la transicidon de una tipo de patrén
respuesta de calcio intracelular a otro estad determinada solo por el GnRH, ya que la cantidad de
calcio liberado es dependiente de la dosis aplicada de este secretagdgo (1). Asi, las mayores
diferencias encontradas en la regionalizacidén de estas células en la glandula no tienen que ver
solamente con su numero, sino con el agrupamiento de las células con el mismo patrén de

respuesta.

Asi, en la region ventral-rostral de la adenohipodfisis ademas de encontrar un mayor numero de

gonadotropos estos responden mayoritariamente con oscilaciones de baja frecuencia y alta
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amplitud, invirtiéndose esta relacidn conforme se avanza de la region ventral-rostral a dorsal-

caudal, donde observamos gonadotropos con respuestas bifasicas y transitorias.

Dado que se conoce que los gonadotropos pueden modular y ser regulados por factores
paracrinos y autdcrinos, podria pensarse que esta modulacion se da diferencialmente en las
zonas donde se encuentran los gonadotropos (45, 48). Aunado a esto, esta el hecho de que
durante el desarrollo del organismo y de la hipdfisis, se genera una primera onda de migracion
de gonadotropos, en la cual estas células se establecen en la superficie media-ventral, formando
grupos de células que después migran hacia las regiones laterales hasta formar cadenas de
células que se extienden de la superficie ventral a través del centro de la glandula (29). Una
segunda onda de establecimiento para los gonadotropos se da en una etapa postnatal; estos
gonadotropos solo se encuentran sobre la superficie de la region dorsal formando cadenas y no
ingresan hacia el centro de la glandula (29, 35). El posible significado funcional de estas dos
etapas de migracién de los gonadotropos no se ha establecido, por lo que es posible que las claras

diferencias encontradas en este trabajo puedan estar relacionadas con este fenédmeno.

Ademads, podriamos pensar que las diferencias observadas en la movilizacién de calcio
intracelular presentadas por los gonadotropos de las regiones ventral hasta dorsal, estan ligadas
al tamafio de las células, es decir entre mayor tamafo mayor movilizacién de calcio. En este
trabajo, empleando inmunotinciones para LH/FSH, encontramos que efectivamente los
gonadotropos de la regidn ventral rostral, son mas grandes que los de la regién caudal. En
trabajos previos realizados en hipdfisis de ratones machos castrados, se ha demostrado que esta
operacion, induce el aumento del tamafo de los gonadotropos y en los registros fisiologicos de
respuesta a GnRH, se observa que presentan una movilizacidn de calcio menor a la observada en
condiciones normales (31). Por tal motivo las diferencias encontradas no son debido al mayor
tamano que presentan los gonadotropos; mas bien, nosotros pensamos que dado que las
caracteristicas de una seiial de calcio intracelular son producidas por varios factores como la
disponibilidad de: receptores a GnRH, canales de calcio, componentes intracelulares de
sefializacion, cantidad de calcio en los reservorios intracelulares, etc., es posible que algunos de
estos elementos sean los que contribuyen a la generacién de las diferencias que encontramos en

este trabajo en la respuesta de calcio.
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Funcionalmente, el hecho de tener una regién de la glandula donde se tengan caracteristicas
diferentes (patrones de respuesta, tamafio y mayor movilizaciéon de calcio) al resto, podria dar
lugar a pensar en una zona especializada en la secrecién de gonadotropinas. Sin embrago, estos

hallazgos necesitan de una mayor investigacion para establecerlos con certeza.

Existen evidencias que muestran que la interaccion de los gonadotropos con otros grupos
celulares puede tener un efecto en su desarrollo y organizacion (48). Cuando éstas células son
purificadas en una etapa inmadura, tienden a convertirse en gonadotropos hipertroficos que se
caracterizan por un aumento de tamafo, ademas de tener diferencias en la secrecién (49). Estas
diferencias se presentan naturalmente entre los gonadotropos de hembras y machos (50). Las
dos vias de comunicacion que pueden ser propuestas para esta regulacidén son interacciones
entre células endocrinas e interacciones entre células endocrinas y células no endocrinas (como
las células foliculo esteladas) (40, 46), que podrian no solo interactuar a través de uniones

comunicantes sino de la libacion de factores modulares (ATP, DA, activina, etc.) (45).

En nuestro trabajo, encontramos que para la generacidon de respuestas coordinadas, no
solamente es necesaria la cercania entre gonadotropos, sin implicar el contacto entre ellos, sino
éstos deben encontrarse en el mismo espacio parénquimal delimitado por la vasculatura. Se
conoce que distintos grupos celulares endocrinos tienden a formar grupos de células que se
comunican y se coordinan para responder ante una demanda fisioldgica. En el caso de los
somatotropos, se han descrito redes homotipicas funcionales (37). En registros in vivo con
animales que expresan GH-GFP se ha demostrado que los somatotropos no estan distribuidos
aleatoriamente, sino estan arreglados dentro de una red tridimensional restringida y las células
de esta red ante la estimulacion GHRH muestran una coordinacién temporal y a larga escala de

la respuesta de calcio (6).

Para los gonadotropos se ha mostrado que pueden interaccionar con lactotropos, somatotropos

y corticotropos. Esta estrecha relacion con los lactotropos se observa cuando en el animal adulto
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al eliminar los gonadotropos el numero, tamano y agrupaciones de lactotropos se reduce
significativamente (45). Es sabido, que el rol de las redes heterotipicas, es la modificaciéon y
adaptacion celular en distintas condiciones fisioldgicas, por factores pardcrinos, juxtocrino y

autdcrinos, generando cierta plasticidad de respuesta en las redes que estan asociadas (32).

Algunos tipos celulares hipofisarios también forman redes organizadas topoldgicamente en
estrecha asociacion con la vasculatura (36). Ademds de los somatotropos, los lactotropos
también estan estrechamente ligados a los capilares hipofisiarios; estas células enddcrinas,
cambian su organizacidn tridimensional con respecto a la vasculatura dependiendo del estimulo
al que sean sometidas, por ejemplo la lactancia. Es muy probable que tanto las interacciones y la
agrupacion de los gonadotropos en las rosetas descritas en este trabajo, y que presentan un
mismo patrén de respuesta y caracteristicas de frecuencia y latencia similares, pueda deberse a
los nichos que genera la vasculatura, ya que podria estar restringiendo la regulacién de factores
pardacrinos secretados por los distintos tipos celulares que se encuentren dentro de este espacio

restringido, asi como el acomodo de otros grupos endocrinos y no endocrinos.

El hecho de que se puedan generar distintos patrones de respuesta con una sola dosis de GnRH
y que las células se puedan organizar y sincronizar, podria otorgarle a la glandula un cierto nivel
de robustez y plasticidad que le permita responder y satisfacer las necesidades del organismo
para generar un pulso de LH y FSH, al mismo tiempo que se sintetiza mas hormona para el

siguiente pulso.
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Este trabajo muestra por primera vez una regionalizacién funcional tridimensional de la actividad
de calcio intracelular de gonadotropos ante la aplicacién de GnRH. Obtuvimos resultados que
concuerdan con lo reportado en la literatura (tipo de patrones, oscilatorio, bifasico y transitorio).
Sin embargo, todos los patrones pueden generarse a una sola concentracién de GnRH, por lo que
podemos suponer una regulacion mas compleja para la generacién de respuesta que solo la
dependencia de la concentracion de GnRH. Mostramos que la region ventral presenta una gran
cantidad de gonadotropos con un patrén oscilatorio con una progresién en el nimero de células
de la region ventral-dorsal; la movilizacién de calcio intracelular es mayor en la region central de
la rebanada mas ventral. Por ultimo los gonadotropos forman grupos que tienden a responder
con el mismo patrén de respuesta de calcio; estos grupos al parecer se delimitan por nichos
vasculares, por lo que los componentes que se encuentren dentro de este nicho podrian estar
aportando factores que modulen la respuesta ante la aplicacién de GnRH, generando condiciones

especificas para la coordinacion de los gonadotropos que se encuentran en este espacio.

Es importante mencionar que aunque se obtuvieron resultados interesantes faltan mas estudios
sobre las diferencias encontradas en este trabajo y explorar de forma mas especifica la
composicién de los nichos generados por la vasculatura. De particular interés seria determinar si
los componentes presentes puedan modularse entre si para darle robustez y poder asi generar

un pulso hormonal ante la demanda de una condicidn fisioldgica.
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