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El hipotálamo regula y coordina la actividad de la glándula hipófisis 
mediante las secreciones que vierte en la sangre portal, las que al 
activar receptores hipofisarios afectan la actividad celular. 	El 
funcionamiento del sistema neuroendócrino depende en gran medida de la 
adecuada comunicación inter e intracelular. Es también de gran 
importancia, la retroalimentación que los productos finales de los 
diferentes ejes endócrinos ejercen sobre el hipotálamo y la hipófisis. 

En este trabajo, estudiamos el efecto de las hormonas tiroideas sobre la 
degradación del TRH como un posible evento involucrado en la regulación 
de la actividad del péptido. 	De las enzimas que especificamente 
degradan al TRH 	la enzima membranal, piroglutamato aminopeptidasa II 
(PGA II) y la tiroliberinasa sérica se incrementan cuando existen 
niveles altos de hormonas tiroideas circulantes. 	Este es un efecto 
específico ya que se observa unicamente. en el órgano blanco del TRH, la 
adenohipófisis. 

Se estudió el efecto de las neurohormonas hipotalámicas involucradas en 
la secreción de tirotropina (TSH) o prolactina (PRL): TRH, angiotensina 
II (AII), y dopamina (DA) sobre la actividad enzimática en cultivos de 
células hipofisarias. El TRH y el agonísta dopaminérgico bromocriptina 
(E4C) disminuyeron la actividad de la PGA II; este efecto podría estar 
mediado por la cinasa C ya que de los mensajeros estudiados, solamente 
los tratamientos prolongados con ésteres de forbol disminuyeron la 
actividad enzimática. Por otro lado, el calcio y el ácido araquidónico 
incrementaron ligeramente la actividad de PGA II. 

Diversos mensajeros intracelulares median la respuesta secretora de PRL 
a TRH, 	AII y DA. En la segunda parte de este trabajo se estudió el 
papel del ácido araquidónico en la secreción de la hormona. Se encontró 
un mecanismo generador de AA estimulable por TRH e inhibible por DA. La 
persistencia de estos efectos en condiciones de desensibilización de 
PKC y tratamiento con toxina pertussis sugiere la participación de la 
PLAp, como responsable de la producción de AA. La respuesta inhibitoria 
de la DA sobre la secreción de PRL esta mediada por la actividad de PLC, 
flujos cálcicos y adenilato ciclasa (AC), sin embargo ninguno de ellos 
participa en el mecanismo inhibitorio de la liberación de AA. 
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The hypothalamus controls adenohypophyseal activity by secreting 
substances to the portal blood that ctivate hypophyseal receptors and 
cellular activity. An adequate inter and intracellular Communication in 
required for the neuroendocrine system function. End products from the 
different endocrina axis exert feedback influence en the hypothalamus 
and the hypophysis. 	For example, thyroid hormones have multiple 
feedback effects en the hypothalamus-hypophysis-thyroid axis; some of 
which are en certain metabolic stops involved in thyrotropin releasing 
hormone (TRH) metabolism. 

In this work we studied the effect of thyroid hormones on TRH 
degradation as a possible event involved in regulating this neuropetide 
activity. Two specific TRH degrading enzymesl  the membrana bound 
pyroglutamate amínopeptidase II (PGA II) and serum thyroliberinase, 
increase theír activity under high thyroid hormone levels. The response 
of PGA II is organ specific, only present in hypophysis, the target of 
TRH. 

Hypothalamic effectors involved in thyrotropin (TSH) or prolactin (PRL) 
secretion such as TRH, angiotensin II (AII) and dopamine (DA) were 
studied en PGA II activity in pituitary cells cultures. TRH as well as 
depamine decreased PGA II activity. This effect seems mediated by 
phosphokinase C (PKC) since, from all second messengers studied, phorbol 
esters were the only ones te inhibit PGA II. tan the ot.her hand, calcium 
or arachidonic acid showed a slioht increase in enzyme activity. 

Diverse intracellular messenoers medíate PRL secretory response te TRH, 
A II or DA. The second parí of this thesis concerns the role of 
arachidonic acid (AA) en prolactin secretion. TRH stimulates AA 
production and DA inhibits it. PKC desensitization cr pertussis toxin 
treatment -Lo the cells do not alter AA response suggestinq the 
involvement of phospholipase A, in AA production. DA inhíbition of PRL 
secretion is mediated by PLC, calcium fluxes or, adenylate cyclase 
activity, but nene of this in involved in AA production. 

• 



Abreviaturas y símbolos 

AA 	ácido araquidónico 
aa 	aminoácidos 
AC 	adenilato ciclasa 
AD 	adenohipófisis 
Bac bacitracina 
CPHNA inhibidor de la PGA 11 
D1 	diestro 1 
D2 	diestro 2 
DA 	dopamina 
DG 	diacilolicerol. 
DGL diacilglicerol 
DHP 	dihidropiridinas 
DNA 	ácido desoxiribunucléico 
DKP dicetopiperacina 
FSH 	hormona folículo estimulante 
GC 	duanilato ciclasa 
GH 	hormona de crecimiento 
GHRH hormona liberadora de GH 
IPs 	fosfatos de inositol 
LH 	hormona luteinizante 
LHRH hormona liberadora de gonadotropinas (FSH y LH) 
MGL 	monoacilglicerol lipasa 
OVLT órgano vasculoso de la 1ina terminalis 
PA 	ácido fosfatídico 
PC 	fosfatidilcolina 
PDMK piroolutamil diazometil cotona inbibidor de la PGA I 
PE 	fosfatidiletanolamina 
PGA I piroglutamato aminopeptidasa soluble 
PGAII piroolutamato amino peptidasa membranal 
PL 	fosfolipidos 
PLA2 fosfolipasa A2 
PLC fosfolipasa 
PLD 	fosfolipasa D 
POMC proopiomelanocortina 
PPCE prolilendopeptidasa 
PRL . prolactina 
P.S 	fosfatidilserina 
PTX o IAP Toxina pertussis 
RKB 	solución Rinoer Krebs bicarbonatos 
RNA 	ácido ribonucléico 
SRIF hormona inhibidora de la liberación de GH 
TSH tirotropina 
TRH 	hormona liberadora de tirotropina 
VIP 	péptido intestinal vasoactivo 
VSCC canales de cálcio sensibles a voltaje 
ZPP 	Z-Pro-Prolinal inhibidor de la PPCE 

nivel de sidnificancia estadística 

p< 0.05 
p 0.02 
p< 0.01 
p< 0.001 
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En organismos multicelulares existe una organización celular cuyo 
funcionamiento depende de una adecuada comunicación intercelular. En 
mamíferos esta comunicación es realizada por diferentes órganos y 
sistemas entre los cuales el más complejo es el sistema neuroendócrino; 
éste decodifica las señales internas y externas cuya resultante 
participa en el proceso homeostático del organismo. El hipotálamo 
constituye la vía final común a la que convergen y a partir de la cual 
se inician las señales nerviosas y hormonales que controlan el 
funcionamiento de la aló adula hipófisis, la que a su vez, controla parte 
del sistema endócrino. 	Por todas las funciones que el hipotálamo 
realiza se le ha denominado transductor neuroendócrino. 

La comunicación intercelular se 	lleva a cabo por medio .de señales 	 • 
químicas que causan diferentes efectos en 	cada tipo celular. Estos 
eventos pueden ser desde cambios en la polaridad de la célula, hasta 
complejos procesos metabólicos como la activación enzimática, síntesis 
de proteínas, etc. La recepción de dichas señales, dependiendo de su 
naturaleza hidrofóbic.a o hidrofílica, requieren de receptores 
intracelulares o membranales (respectivamente) que son responsables de 
la decodificación y transmisión del mensaje al interior de la célula, 
realizando así la comunicación intracelular. 

Los diversos tipos de comunicación intercelular pueden ser clasificados 
de acuerdo al tipo de relación que se establece entre las células: en la 
comunicación • endócrina, los tejidos sintetizan y vierten a la 
circulación sus productos para que alcancen otros tejidos; 	en la 
comunicación parácrina, las células producen mensajeros que afectan la -
actvidad de células vecinas, mientras que en la comunicación autócrina, 
la célula produce mensajeros que afectan su propia actividad. 

La comunicación intracelular implica cambios en la actividad de los 
mensajeros intracelulares entre los que se encuentran el sistema 
adenilato ciclasa, las fosfolipasas, las ciriasas dependientes de Ca2+, 
el mismo calcio, la transmetilación de fosfolipidos, y la producción de 
ácido araquidónico. 

El presente trabajo versa sobre un péptido hipotalámico, el TRH (hormona 
liberadora de tirotropina) que al interactuar con su recptor hipofisario 
afecta la síntesis y liberación de tirotropina así como de prolactina. 
El trabajo experimental está dividido en dos partes: la primera, 
realizada en el laboratorio de neuroendocrinología molecular del CIIGB, 
analiza una de las etapas del metabolismo del TRH, la degradación y como 
ésta, puede ser regulada por las hormonas tiroideas o bien por• 
mensajeros intracelulares involucrados en la secreción hipofisaria; 	la 
secunda parte, realizada en la unidad 159 del INSERM Paris, consiste en 
el 	estudio de algunos factores intracelulares involucrados en la 
liberación de prolactina. 

En la introducción se hará una revisión de la literatura conerniente al 
metabolismo del TRH y a la liberación de tirotropina y prolactina, 
extendiendose en lo que se• conoce acerca de los mecanismos de 
comunicación intracelular. 	Para facilitar la lectura, la parte de 
metodología resultados y discusión será dividida en dos capítulos, 
separados de acuerdo a las partes mencionadas y se, hará una discusión 
npnpr,91. 
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La actividad de un oroanismo es variada y sumamente compleja, entre sus 
diversas funciones, debe responder a cambios en el medio ambiente y a 
las situaciones que ponen en peligro su integridad (a taves de la 
defensa, la huida, etc.). En respuesta a algún estimulo 	el sistema a 
traves de multiples acciones, trata de alcanzar el estado de equilibrio 
en un proceso conocido como homeostásis. 

Desde el punto de vista neuroendócrino, el sistema nervioso central 
interviene en el proceso homeostático del organismo a traves •de la 
regulación de las hormonas de la adenohipófisis. Al hipotálamo llegan 
seriales nerviosas y hormonales cuya integración se refleja en la 
actividad de las neuronas hipotalámicas; éstas, 	sintetizan y liberan 
neurohormonas que alcanzan la adenohipófisis y modifican la secreción de 
hormonas, entre las que se encuentran: la tirotropina (TSH), la hormona 
luteinizante (LH), la hormona folículo estimulante (FSH), la prolactina 
(PRL), la hormona de crecimiento (GH) y péptidos derivados de la 
proopiomelanocortina (POMC). 

El sistema portal hipofisario conecta el sinusoides de la adenohipófisis 
(AD) con el plexo capilar en la eminencia media donde se encuentran gran 
cantidad de terminales nerviosas que contienen diversos factores de 
liberación (hormona liberadora de tirotropina -TRH-, hormona liberadora 
de LH y FSH -LHRH-, hormona liberadora de GH -GHRH-, etc.). Este sistema 
de irrigación permite que los factores de liberación alcancen la 
adenohipófisis sin ser diluidos en la sangre periférica. Se conocen los 
reguladores hipotalámicos de varias hormonas hipofisarias, 	algunas 
poseen reguladores comunes y en otros casos aún se desconocen. 

Las secreciones hipofisarias tienen órganos blanco, por ejemplo, para la 
LH y FSH la gónada; la TSH, la glándula tiroides; ACTH, la adrenal y 
PRL, la glándula mamaria; la GH en cambio, no tiene un órgano blanco 
único sino que ejerce sus efeCtos a diferentes niveles en el organismo. 

La mayoría de los factores de liberación (o hipofisiotrópicos) son 
péptidos . que dentro de las neuronas hipotalámicas son producidos 
mediante síntesis ribosomal en el soma neuronal, transportados y 
almacenados en la terminal nerviosa para ser liberados por algún 
estímulo. Una vez liberados, viajan en el sistema portal-hipofisario y 
alcanzan su célula blanco; la especificidad del mensaje radica en lá 
poseción del receptor que reconocerá a la neurohormona. La interadción 
de la neurohormona con su receptor membranal, provoca cambios 
metabólicos en la célula 	alterando la concentración • de iones, 
mensajeros intracelulares o la actividad de enzimas relacionadas con 
los procesos de síntesis y/o secreción. La terminación del mensaje 
ocurre (en general) por la acción de peptidasas que específica o 
inespecificamente degradan a la neurohormona. 

Las hormonas de los órganos blanco, cuya liberación es controlada por 
las secreciones hipofisarias (estrógenos, hormonas tiroideas), ejercen a 
su vez un efecto de retroalimentación, tanto a nivel hipofisario como 
hipotalámico. Este efecto puede observarse sobre los procesos sintéticos 
y/o secretores, como sucede en el caso de las hormonas tiroideas en el 
eje hipotálamo-hipófisis7tiroides (retroalimentación de largo alcance). 
También es posible que las mismas secreciones hipofisarias 
retroalimenten directamente la producción y/o secreción de sus factores 
liberadores a nivel hipotalámico (retroalimentación de corto alcance). 



¿Qué es lo que recula la actividad de la neurona peptidérgica productora 
de una neurohormona en particular?. 	Por un lado las aferPncias 
nerviosas que estimulan o inhiben su síntesis y/o liberación, por otro, 
los mecanismos de degradación que disminuyen su concentración. Las 
diferentes etapas involucradas en el metabolismo de los neuropéptidos 
pudieran representar puntos de reoulación. A continuación se analizarán 
más detalladamente estos procesos para uno de los péptidos 
hipotalámicos, que es el objeto de esta tesis, el TRH. 

1- Papel fisiológico del TRH 

El TRH se encuentra en alta concentración en la sangre portal y es el 
estímulo más potente en la secreción de tirotropina (TSH). El tripéptido 
que se libera de las terminaciones nerviosas de la eminencia media en 
respuesta a un estimulo, es conducido por los vasos portales y estimula 
la síntesis y secreción de TSH y de prolactina (PRL) en la hipófisis; la 
TSH liberada alcanza la tiroides donde estimula la secreción de hormonas 
tiroideas, mientras que la PRL ejerce sus acciones sobre el proceso de 
la lactancia (crecimiento y diferenciación de la glándula mamaria, 
iniciación de la secreción de leche y mantenimiento de la lactancia). 

La PRL a diferencia de otras hormonas periféricas,• esta involucrada en 
gran variedad de acciones como: la reproducción, interacción con las 
hormonas esteriodales, la regulación del balance hídrico y 

electrolitico, el crecimiento y desarrollo. Tiene efectos sobre las 
estructuras del ectodermo, el metabolismo y el sistema inmune (Larriberts 
y col. 19i0). 

2- Distribución de TRH 

La localización del TRH ha sido estudiada principalmente utilizando 
.técnidas de 	inmunohistoquimica. El TRH se encuentra • ampliamente. 
distribuido en el cerebro y en órganos periféricos; en el hipotálamo, es 
la eminencia media la zona donde existe el mayor número de termínales. 
del péptido. Se encuentra también 	en cerebro anterior, tallo cerebral 
y en el diencéfalo posterior (Browntein y col. 1974, Winokur y Utiger 
1974, Kizer y col. 1976). Fibras y terminales TRHérgicas se encuentran 
en eminencia media, área preóptica (en el órgano vasculoso de la lámina 
terminalis, OVLT), amigdala, repto lateral, tallo cerebral inferior, 
neurohipófisis (Lechan y Jackson 1982, Palkovit.s 1984, Harkness 
Brownfield 1985) , asta ventral y dorsal de la medula espinal. (Palkovits 
1964, Harkness y Brownf ield 1965). Somas TRHérgicos se han observado en 
el hipotálamo anterior, en los núcleos hipotalámicos 
paraventricular l 	ventromedial, supraquiasmático y supraóptico; 	en la• 
médula oblongada, área preóptica, bulbo olfatorio, amígdala, substancia 
gris, corteza cerebral y médula espinal (Hokfelt y col. 1978, Lechan• y 
Jackson 1982, 3ohansson y col. 1983, Palkovits 1984, Lechan y col. 1985 5  
Harkness y Brownfield 1985). 

Utilizando la técnica de hibridación "in situ" y la sonda Pro-TRH DNAc 
para hibridizar el Pro-ARNm se ha obtenido información concerniente a la 
localización de la zona que delimita a la neurona TRHérgica: El núCleo 
paraventricular (PVN) contiene un gran número de células positivas 
distribuidas en una configuración triangular en los limites dorsales del 
tercer ventrículo; la región parvocelular media parece contener mayor 
número de células positivas que la región parvocelular anterior (Lee y 
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En ruanto a la dit;tribución subcelular, se sabe nue un alto 	n
ide TRH tanto hiJotalámico coma etrahipotalmlcn OF,  encuentra localzado 

en 	ve sí cu1a.t_ s  .nÉApticas dentro de la terminal nerviosa (Barnea y col 
1976, Winokur y col. 1977, Johans(z>nn 	col . 1983) . 

LD dis:ribuciCn del TRH en zonas no relacionados con su actividad 
hionfisiotrópica y su localización principalmente en la n terminaciones 
nerviosaa ha llevado a proponer que el peptído no solo actua como 
hormona cuyo Ciroang blanco es la adenohioófig:.i. 	sino también como 
neurotransmisor. 

3 Biosíntests de TRH 

El TRH es sintetizado a traves de un precursor proteico de 22 
aminuácidos (aa) cuya secuencia ha sido deducida de la secuencia 
nucleotídica del EINnc (29.2 KDa). 	Esta proteína tiene una secuencia 
lider característica de proteínas secretadas y cinco copias de la 
secuencia del precursor de TRH, Gln-His-Pro-Gly, flanqueado por pares 
de aminoácidos básicos (Lechan y col. 1986). Le unidad de transcripción 
del TRH contiene 2.6 Kb, 	incluye tres exones interrumpidos por dos 
intrones: el exon uno codifica para la región S' no traducida del RNAm, 
el exon dos, la secuencia, seFial y la mayoría del péptido amino-terminal 
y el .exon tres, el resto de la porción amino-terminal, las cinco copias 
de TRH y la región carboxi-terminal del péptido. 	En la región 5' del 
gen de TRH se encuentran presentes la región promotora y reguladora. La 
secuencia consenso TATA se encuentra a 28 bases del sitio de iniciación 
o•sitio cap; 	la secuencia entre -196 y -203 pb (pares de bases) del 
sitio cap es idéntica a la región consenso propuesta para la unión del 
receptor de glucocorticoides. 	La región rica en .BC de -111 e -120 pb 
contiene el hexanucleótido GGG.CGG característico de la región de unión 
del factor de transtricion Sp-1 (que junto con la proteína fos activa 
genes tras la activación de la PKC) (Curran y Franza 1988). Finalmente 
existe una secuencia de 10 pb en el lado S terminal del gen. de TRH .(y en 
el gen de TEM subuninad beta), cuyas cinco primeras bases son•homólopas 
con una porción del receptor' a T3 de placenta, c-erb n; en base a estas 
observaciones es posible que esta secuencia este involucrada en la 
regulación de esto•aene'z por hormonas tiroide.z1t7 (Lee y col. 1989). 

El precursor del. TRH etM procesado postraduccionalmente en la secuencias 

1 

reaccioncraa conducen a la obtención del püptido maduro (TRH). Existen 
otras forms de. procemíento c.J1Jv produc:en péptidos 	 luncíón 
biol.ógi.ca  es aún desconocida (Cockle y Emyth 1988). 

La biolainteiai s del. TRH comprende vafia,7,  étapas 1  hasta este momento 
evidencias sugieren que la transcripción del cien asi como el 
procesamiento del precursor estarían sujetas a, regu  



3,1- Regulación de la biosíntesis de TRH 

La cantidad del péptido en la terminal nerviosa es el resultado de 
diferentes eventos metabólicos (síntesis, transporte y procesamiento del 
precursor, liberación y degradación), de tal suerte que la determinación 
de la cantidad del péptido maduro no refleja unicamente la actividad 
sintética de la célula. Por esta razón, el estudio de la 
retroalimentación de las hormonas tiroideas sobre la biosíntesis, 
evaluado por la cuantificación del péptido en el hipotálamo ha dado 
resultados contradictorios (Childs y col. 1981, Mori y Yamada 1987, 
Kardon y col. 1977). 

•Cuantificando RNAm del precursor de TRH mediante la técnica de 
hibridización "in situ", 	fuá 	posible obtener resultados más 
reproducibles: en animales hipotiroideos, la concentración de ProTRH-
RNAm se incrementa al doble en la región que circunscribe al núcleo 
paraventricular y este evento no parece estar mediado por el aumento en 
los niveles de TSH ya que también se observa en aminales 
hipofisectomizados. 	El incremento en ProTRH-RNAm se observa en la 
zona de las neuronas del núcleo parvocelular medio y no se observa en 
otra región del hipotálamo, lo que sugiere que las hormonas tiorideas 
ejercen una retroalimentación negativa sobre las neuronas TRHérgicas 
tuberoinfundibulares del núcleo paraventricular (Seaerson y col. 1987). 

El ciclo circadiano observado en la secreción de TSH (Jordan y col. 
1980), sugirió la posibilidad de que su hormona liberadora (TRH) se 
secrete también de manera •cíclica. El estudio de las regulación de la. 
tasa biosintética del péptido durante la ontogenia y el ciclo circadiano 
sugiere que el nivel de péptido (TRH) está determinado principalmente 
•por el nivel de su RNAm por regulación a nivel transcripcional (o 
estabilidad del RNAm). 	Por la coincidencia en los niveles de RNAm a 
TRH, de TRH en hipotálamo asi como de TSH en sanare durante el ciclo 
luz-obscuridad y el desarrollo postnatál se propone que la síntesis y la 
liberación son procesos acoplados (Covarruvias y col. 1988 y en 
preparación). 

Durante la lactancia y el ciclo estral (en el día del proestro) se 
observan patrones de secreción. de PRL y se ha propuesto al TRH como 
responsable de este efecto. El análisis del RNAm de TRH en estas. 
condiciones fisiológicas ponen en evidencia la existencia de elementos 
de regulación de la actividad sintética de la célula productora del.  
péptido. • Durante el ciclo estral, el nivel de mensajero es más alto 
durante el diestro 2 (D2), mientras que el contenido del péptido en 
sangre portal es mayor en la tarde del proestro que precede al 
incremento de PRL en ese mismo día del ciclo estral (Fink y col. 1982, 
Uribe y col. sometido). 	Durante la preñez y . 1a lactancia la mayor 
cantidad de mensajero se encuentra al final de la preñez e inicio de la 
lactancia y disminuye hacia el quinto día para después permanecer 
constante mientras que,el contenido de péptido en el hipotálamo medio 
basal disminuye el primer día de lactancia y se recupera a lo largo de 
la misma para volver a caer al momento del destete (Uribe y col. 
soMetido). 

Estos resultados sugieren que no solo la transcripción del gen de TRH co 
la estabilidad de su RNAm esta sujeto a regulación, posiblemente también 
el procesamiento. 	Además, la neurona TRHérgica responde a .cambios 
hormonales ligados con la función hipofisaria (liberación de prolactina) 



Liberación de TRH 

El TRH, asi como otros péptidos hipofisiotróficos que alcanzan la 
adenohiopófisis, se libera de las terminales localizadas en la eminencia 
media a la sangre portal donde viaja hasta la adenohipófisis y afecta 
la actividad de las células hl-tinco. 

El TRH se libera de las terminaciones nerviosas hipotalámicas por un 
mecanismo dependiente de calcio en repuesta a un estimulo 
despolarizante (Joseph-Bravo y•col. 1979, Maeda y Frohman 1780, Warlberg 
1982, Méndez y col. 1987) y de fragmentos de hipotálamo, p'or histamina 
vía su receptor H2 (Charli y col. 1978, Joseph-Bravo y col. 1979, Bennet 
1981). Las neuronas noradrenérgicas ejercen una influencia estimulante 
sobre la secreción de TSH aparentemente incrementando la síntesis y/o 
liberación de TRH hipotalámico. No es claro el mecanismo por el cual la 
noradrenalina estimula la secreción de TRH-TSH pero dado que las 
terminales aferentes'hipotalámicas no forman verdaderas sinapSis con las 
neuronas, es posible que la noradrenalina actue como neuromodulador de 
la actvidad de otros compuestos sobre las neuronas TRHergicas (Nishiyama 
y col 1985). La liberación del TRH es inhibida probablemente por la DA 
in vitro (Joseph-Bravo y col. 1979) e in vivo (Tuomisto y col. 1985), 
por el SRIF (Hirooka y col. 1978) y por los péptidos opiáceos (Jordan 
y col. 1986). 

La DA inhibe la secreción basal y estimulada por TRH de TSH 	(Foord y 
col. 1986) así como el incremento en TSH provocado por tiroidectomia; 
la bromocriptina, un análogo dopaminergico, inhibe el incremento 
provocado por el frío. Estas observaciones apoyan la proposición de la 
DA como un inhibidor de la secreción de TRH y/o de la liberación de TSH 
a nivel hippfisario (Simpkins y col. 1982). 

La DA inhibe la secreción de PRL basal y estimulada por TRH (MacLeod y 
col. 1974, Fagin y col. 1982); péptido intestinal vasoactivo (VIP) 
(Enjalbert y col. 1980); angi.otensina II (AII) (Enjalbert y col. 1986); 
y neurotensina (NT) (Memo y col. 19A6), 

Aunque se conoce el efecto de las hormonas tiroideas sobre el nivel de .  
RNAm de TRH, no se sabe si ellas afectan la liberación del péptido. En 
condiciones de estres por frío, se produce un incremento en el nivel de 
TRH,TSH y hormonas tiroideas, evento en el que se propone la 
participación catecolaminérgica (Arancibia y col. 1983). 

El análisis de los neurotransmisores que controlan la liberación del TRH 
es sumamente complejo, ya que ésta depende del modelo y la preparación 
utilizada. Quizá cada neurotransmisor es capaz .die liberar diferente 
cantidad de péptido alcanzando pozas diferentes cuya disponibilidad en 
TRH sea determinado por eventos como por ejemplo el estado tiroideo. 
Otra posibilidad es que dependiendo del estimulo (estres por frío, ciclo 
circadiano, ciclo estral) la vía neuronal y por lo tanto el 
neurotransmisor involucrado responsable de la liberación varia (Kordon y 
col. 1976) 

5- Degradación del TRH 

El mensaje que una molécula-seNal lleva de un lugar a otro, es recibido 
y la información procesada de acuerdo a las características del 
receptor; en este momento la secuencia de eventos metabólicos continúa y 



PGA II 
Tiroliberinasa 

la molécula seFial termina su acción. 

Los neurotransmisores clásicos, tienen mecanismos para terminar con su 
actividad, tales como la difusión, la recaptura y la degradación 
encimó tica. Esta última 	parece ser el proceso responsable de la 
inactivación del TRH. 

En la hipófisis se han descrito fenómenos de internalización para. el TRH 
y la LHRH en células normales (MorPnl y col. 19851  Duello y col 1983) y 
en células tumoralew. GH3 para el TRH (Brunet y col. 1974); 	con 
respecto a la captura como mecanismo inac€ivador, se encontró un 
mecanismo de "acumulación" para el TRH en rebanadas de cerebelo (Pacheco 
y col. 1981) y de hipotálamo (Charli y col. 1984), sin embarco la baja 
velocidad de este mecanismo cuestiona su relevancia en el fenómeno de 
inactivación. 

Se han caracterizado dos enzi-mas solubles que degradan al TRH: La • 
piroglutamato amino peptidasa . 1 	(PGA 1) 	(E.C. 	3.4.19.3.) 	y la 
prolilendopeptidasa (PPCE) (E.C.3.4.21.26), (Fig 5). 

PGA I 	 PPCE 

ix-cpe.l.t.J 	 Fi á_ 

Fig 5. 	Degradación primaria del TRH. PGA-piroglutamato amino peptídasá: 
1-enzima soluble, 11 enzima membranal; PPCE-prolilendopeptidasa; 
Tíroliberinasa-enzima sérica. 

La. PGA 1 Es una enzima sensible a los aoentes que reaccionan con los 
grupds sulfhidrilo; ha sido aislada de hipófisis de rata (Bauer y 
Kleinkauf 1980) y de cerebro de cuyo (Browne y O'Cuinn 1983) y posee 
bajo peso molecular (28000d). Esta enzima hidroliza a otros péptidoS• que 
poseen como residuo N-terminal al piroglutamato entre los que podemos 
citar: LHRH, neurotensina y bombesina. Su distribución en el cerebro es 
muy homogénea (Friedman y col. 198.5 t  Buen y Wilk 1989). 

La PPCE es una ser. in proteasa sensible a mentes que reaccionan con 
grupos sulfhidrilo (Browne y O'Cuinn 1983, Wilk 1983) y posee un peso 
molecular de 77000d. 	Esta enzima hidroliza péptidos como el LHRH, 
Neurotensina, Bradikinina, Angiotensina 11 y puede ser inhibida "in' 
vitro" por bacitracina. 

Ambas enzimas solubles se encuentran en baja proporción en la terminal 
nerviosa (menos del 10% del total) 	donde se encuentra una alta 
concentración de TRH (3oseph-Bravo y col. 1979, Torres y col. 1986); la 
administración in vivo de inhibidores de las enzimas solubles no cambian 
el contenido hipotalámico 	del péptido ni la liberación del mismo en 
condiciones basales o tras estimulación con K.4- (Charli y col. 1987). 
Estas enzimas no parecen ser liberadas al medio extracelular (Faívre- 
Bauman y col. 1986, Mr-Tldrzz 	1989) por lo que es posible suponer que 



Bauman y col. 1986 1  Mendez 	1989).  por la que es posible suponer que 
ellas no participan en 	la regulación de la concentración del péptido 
intracelular (en la terminal nerviosa) o una vez que el péptido ha sido 
liberado. 

El metabolito His-Pro-NH2 generado por la acción de la PGA sobre el TRH, 
puede ser degradado a His-Prp (Bauer yYleinkauf . 1980 1  Browne y ,,O'Cuinn 
1983) por una enzima liscsomal, por lo que es probable que ésta sea 
liberada durante la preparación de la fracción a ensayar. 	Por otro 
lado, el His-Pro-NH2 puede formar un heterociclo (de manera no 
enzimática) /  el His-Pro-dicetopiperacina 	(DKP), metabolito que inhibe 
la liberación de PRL in vivo e in vitro (Brabant y col. 1981, Enjalbert 
y col. 1979). 

Además de las enzimas solubles que se encuentran, en la terminal 
nerviosa, cuya participación en la regulación del nivel del páptida ha 
sido descartada, existen mecanismos en membranas de cerebro y otros 
órganos y en el suero que inactivan al péptido una vez que éste es 
liberado. 

Tiroliberinasa 

La tiroliberinasa es una metaloenzima que posee actividad de 
piroalutamato aminopeptidasa (PSA) que se encuentra en el suero (Taylor 
y Dixon 1978 1  Bauer y Novak 1979, Bauer y col. 1981); a diferencia de la 
PGA citosólica, posee un alto peso molecular (280000d), se inhibe por 
DTT y EDTA pero su actividad no se afecta por lws agentes que modifican 
los grupos 	Esta enzima posee una alta especificidad de sustrato y 
no degrada otros péptidos que poseen el piro-glu-X como el LHRH. 

Piroglutamato aminopeptidata II -PGA 11- (E.C.3.4.19.~ ) 

Browine y col 1981 mostraron la existencia de una adtividad de PSA 
soluble que requiriere DTT y EDTA para su expresión (PGA 1) y otra 
actividad particulada inhibida por EDTA en el cerebro de cuyo (PGA 11). 
La actividad de PSA 11 fuá posteriormente encontrada en membranas de 
sinaptosomas de cuyo (O'Connor y O'Cuin 1984) 1  así como en la fracción 
particulada del cerebro de rata, en los sinaptosomas (Garat y col 1985, 
Torres ,y col. 1986) y en la adenohipófisis (Bauer 1987). Esta enzima 
posee mayor especificidad de sustrato que la PGA 1 (O'Connor y O'Cuin 
1985), Elmore y col 1989); 	es inhibida por el LHRH y aunque no lo 
degrada, la enzima es mucho más afín por el décapéptido que por el TRH 

LHRH 20 uM; TRH 42 uM). 

En el cerebro, la PGA 11 se encuentra como una ectoenzima (Charli y col. 
1988) 1  restringida a las células neuronales y no a las filiales (Bauer y 
col. 1988, Cru y col. 1990); su actividad específica en cerebro 
completo es cuatro veces mayor que para el pulmón o el suero. Su 
distribución en el cerebro es mucho más variable que para la PGA I 
(Friedman y Wilk 1986) aunque su localización no coincide con 	la 
distribución del péptido ni con la de sus receptores (Vargas y col. 
1987, Martino y col. 1980, Taylor y Burt 1982). 

La actividad de la PSA 11 parece tener mayor importancia en la 
regulación de la concentración de péptido liberado a nivel de las 



terminaciones nerviosas del hipotálamo, ya que su inhibición con el LHRH 
o con un inhbidor específico (CPHNA sintetizado en el laboratorio del 
Dr S. Wilk) incrementan el nivel de TRH liberado de rebanadas de 
hipotálamo medio basal (Charli y col. 1989). 

Una vez liberado el TRH y antes de difundir hacia la sangre portal, 
enfrenta en primer lugar la acción de la PGA II (de la membrana de la 
terminal nerviosa) y en segundo lugar la de la tiroliberinasa serica, de 
tal manera que durante el transporte del TRH hadia la hipófisis, la 
cantidad de peptido activo podría disminuír considerablemente. La 
deoradación del TRH puede generar metabolitos cuya actividad biológica 
en contraria a la del p4ptido original en cuanto a la secreción de PRL 
(Brabant y col. 1981, Enjalbert y col. 1979). 

• 
5.1-- Regulación de la degradación .de TRH 

Se ha investigado si la retroalimentación que las hormonas tiroideas 
ejercen • a nivel hipofisario e hipotalámico modulando la actividad del 
TRH, pudiera ser un evento regulable en relación a la inactivación del 
péptido. 

La actividad de la tiroliherinasa cambia en relación directa al estado 
funcional tiroideo, se incrementa durante el hipertiroidismo y disminuye 
en la condición contraria (White y col. 1976, Bauer 1976, Dupont y col. 
1976) . Además existen también diferencias debidas al sexo ya que la 
actividad en hembras eutiroidPas es menor que en 	los machos (Bauer 
1976). 

La actividad de la PGA 1 se incrementa por. T3 en células tumorales GH3 
(Suen y wilk 1987). En la adenohipófisis, la PGA I (enzima soluble) 
participarla en la degradación del TRH que ya ha interactuado con su 
receptor (la enzima no se secreta) por lo que la importancia de esta 
actividad enziffática quedaría restringida a la "eliminación 	del 
pépt ido que ya ha ejercido su acción. 	Suen y Wilk 1989 han reportado 
incrementos en la actividad de la PSA 1 en hipotálamo, hiPocampó, 
tálamo, bulbo olfatorio y adenohipófisis tras administración de grandes 
dosis de T3. 

Existen otras enzimas cuya actividad cambia de acuerdo al estado 
tiroideo; por ejemplo, la piruvato carboxilasa en hígado (Weinberg y 
Utter 1979) y la enzima málica en células de embrión de pollo (Goodridge 
y Adelman 1976) incrementan 	en condiciones de hipertiroidismo. En 
lineas celulares de neuroblastoma, algunas enzimas involucradas en el 
metabolismo de las catecolaminas (la tirosinahidroxilasa y la 
monoaminomídasa A) disminuyen su actividad durante el hipotiroidismo 
(Safei y Timiras 1985). En células fetales de cerebro de ratón la 
actividad de ).a dipeptidil peptidasa I se incrementa en condiciones de 
hipotiroidismo mientras que la enzima que convierte a la angiotensina 
disminuye cuando T3 esta presehte en el medio (Davis y Pieringer 1987). 
No es claro si estos cambios estan relacionados a un efecto especifido 
sobre las neuronas productoras de neurotransmisores o san cambios 
metabólicos oene:l'alizados; tampoco es evidente que ellos esten 
involucrados en el control de la actividad de las neuronas relacionadas 
con la neurona TRHárpica. 

6- Control de la secreción hipofisaria 



Los lóbulos anterior y posterior y en algunas especies, el intermedio 
constituyen la hipófisis; la hipófisis anterior a adenohipófisis esta 
compuesta por diferentes tipos celulares productores de hormonas que 
controlan diversas funciones del organismo como el crecimento,la 
lactancia, la reproducción', _etc. Las .células 	17ipofisarias -se han 
clasificado de acuerdo a la familia de hormona's que producen: los 
lactotropos, prolactina (FRU; los somatotropos, hormona de crecimiento 
(OH); los tirotropos, 	tirotropina. (TSH); los gonadotropos, 	hormona 
folículo 	estimulante y hormona luteínizante (FSH y LH) y los 
corticotropos, 	 póptidos derivados de POMC (ACTH, LPH y 
endorfinas). 

El principal aporte sanguíneo de la adenohipófisis proviene del sistema 
porta-hipofisario, esta sangre transporta los diferentes factores 
hipotalámícos. 	La adenohipófisis recibe flujo sanguíneo proveniente 
del 	lóbulo posterior; este• lóbulo esta constituí do por terminales 
nerviosas 	de 	los 	núcleos 	supraóptico, 	• paraventricular 	y 
supraquiasmático y liberan a la circulación general hormonas como la 
oxitocina y la vasopresina. En el lóbulo posterior se encuentran otros 
compuestos como la dopamine (DA), la serotonina (SHT) asi como péptidos 
opiáceos como la leu-encefalina. 

En la hipófisis anterior, la PRL es controlada por difentes factores 
hipotalámicos (Enjalbert y col. 1984, Weiner y col. 1988, Lamberts 
1988). Entre los factores estimulantes de la secreción se encuentra el 
TRH (Tashjian y col. 1971) 5  el péptido intestinal vasoactivo (VIP) 
(Ruberp• y col. 1978, Enjalbert y col. 1980), la angiotensina II (AII) 
(Steele y col. 1981) y la neurotensina (Enjalbert y col. 1982, Memo y 
col. 1986). 	Por otro lado podemos citar entre los inhibidores, el 
fisiológicamente más importante: la dopamina (MacLeod y col. 1974), el 
SRIF (Vale y col. 1974, Lamberts y col. 1988), la noradrenalina (NA), 
el ácido gamma amino butirico (DABA) y la acetilcolina (Martín y.  col. 
1978, Rudnick y col. 1981, leach y col. 1988); finalmente cabe se7:ialar 
que uno de los metabolitos del TRH (His-Pro-dicetopiperacina) puede 
también inhibir la secreción de la PRL tanto in vivo (Brabant y col. 
1981) como in vitro (Enjalbert y col. 1979). 

Los diferentes factores hipotalámicos pueden afectar la secreción de 
acuerdo al balance de sus efectos individuales, por ejemplo, la DA 
inhibe la secreción de PRL inducida por TRH (Fagin y col. 1982), por VIP. 
(Enjalbert y col. 1980), por la Ah (Enjalbert y col. 1986) y por la 
neurotensina (Memo y col 1986). Los opiaceos bloquean el efecto de la 
dopamina sobre la secreción de la PRL sin afectar la secreción Nasal_ 
(Enjalbert y col. 1979). 	El SRIF inhibe la secreción de PRL inducida 
por VIP o por TRH (Enjalbert y col. 1982). 

A nivel de la hipófisis existen sistemas de regulación entre los 
diferentes tinos celulares (efecto paracrino): por ejemplo, la 
estimulación de la secreción de PRL por hormona liberadora de 
gonadotropínas (I_HRH) 	es evidenciada cuando se cocultivan lactotropos 
con gonadotropos (Denef y col. 1981,1983,1984) mientras que con Ali 
(angiotensina II) se incrementa cuando en el cultivo hay gonadotropos y 
/o tirotropos (Denef 1986, Denef y col. 1985, 1986). Sobre la secreción 
de PRL actuara VIP (péptido intestinal vasoactivo) y SP (substancia P), 
mismos que se producen en el lactotropo; este efecto es un ejemplo de 
la comunicación autocrína (Deschepper ey col. 1986, .Dones y col. 1988, 
Eaes y col. 1987, Denef y col. 1988, Carmeliet y col. al  1988). 	Las 
células 	foliculoestelares -nosecretoras--  (Baesy col. 1987 5  Findell. y 



col 1986), asi romo 	los factores de crecimiento liberados a nivel 
hipofisario tienen 	posiblemente un papel regulatorio (Erockes y col 
1980, Baird y col 198S, Zeytin y col 1988). 

La reactividad de la hi.póf isí s es afectada también por las hormonas de 
los órganos blanco; el 17 b-estradiol afecta la respuesta de los 
lactotropos al TRH (Gershenorn y col. 1979), a la DA (Raymond y col. 
1978, West y Dannies 1980, Ebreundvaag'y George 1988, Munemura-y col. 
1969, Maus y col. 1969) y al SRIF (Kimura y col. 1986). 	Las hormonas 
tiroideas afectan la sensiblidad de los tirotropos al TRH (De Lean y 
col. 1977), a la DA (Foord y col. 1984) y tallribien al SRIF (Lamberts y 
col. 1988). 

La respuesta secretora de la hipófisis implica eventos mucho más 
complejos que la sumatoria de estímulos e inhibiciones, tal es el caso 
de la secreción de PRL en la que participan varios efectores 
hipotalámicou afectando diferentes vías de comunicación intracelular 
(Lamberts y col. 1990). Martnez de la Escalera y col. 1988 muestran que 
quitar el tono inhibitorio dopaminérgico a los lactotropos, es 
suficiente para observar incremento en la actividad de dos de los 
mensajeros intracelulares que median la respuesta de DA, la adenilato 
ciclasa y el metabolismo de fosfolípidos. En seguida, • ya que la 
reactividad del lactotropo puede ser afectada por hormonas periféricas,. 
los patrones de secreción de éstas (durante la lactancia, ciclo estral)• 
repercutirá en la secreción de PRL. 

Mecanismo de acción de los factores hipotalámicos 

El inicio de la transmisión del mensaje que portan las hormonas 
hipotalámicas (primer mensajero, ligando) ocurre al interactuar con .sus 
receptores sobre la•membrana plasmática de la célula hipofisaria; tal 
interacción provoca cambios en el metabolismo de biomoléculas (o en la 
concentración de iónes) que se han denominado segundos mensajeros; éstos 
son responsables de la amplificación del mensaje dentro de la célula. 

La interacción ligando-receptor, genera sePales intracelulares 
principalmente de dos maneras: la primera es la activación o 
inactivacíón de enzimas asociadas a la membrana, generadoras de segales • 
intracelulares solubles que median la respuesta celular; en otros casos 
el ligando 'estimula la actividad enzimática (cinasa) del receptor. La 
segunda, es a traves de la apertura (o cierre) de canales íónicos'lo que 
provoca cambios ligeros y rápidos en el flujo de los iónes alterando 
brevemente el voltaje a traves de la membrana plasmática o provoca la 
entrada de iones en mayor proporción iniciando así la señal' • 
intracelular. 	En algunos casos el receptor esta asociado (no 
covalentemente) al elector generador de segundos mesa fieros por medio de 
una proteína de acoplamiento (Berridoe 1985); los sistemas efectores 
amplifican la señal activando sistemas enzimáticos que concluyen•con la 
respuesta celular. 	La fosforilación de proteínas parece la vía final 
común a multiples factores de regulación de la respuesta celular 
(Lohmann 1984, Nishizuka 1984). 

7.1-Los receptores involucrados 

Los receptores de moléculas hidrofilicas son proteínas inteeradas en la 



•;, membrana, de número variable, cuya localización puede ser difusa o 
restrinoida a determinada región sobre la membrana plasmática. Para 3.a 
mayoría de las neurohormonas, sus receptores han sido caracterizados a 
partir de membranas de adenomas, líneas tumorales o hipófisis entera. 
Existen receptores a TRH en los lacotropos y tirotropos (Grant y col. 
1972, Labrie y col. 1972, Foord y col. 19831 Wilber y Seibel 1973) cuyas.  
características bioquímicas son similares a las de los receptores de 
alta afinidad encontrados en el cerebro (Taylor y Burt 1982, Ogawa y 
col. 1982, Rostene y col. 1984). En la hipófisi existen receptores para 

(Hauger y col. 1982) y DA (Caron y col. .1.978, Cronin y col. 1978); 
Los receptores dopaminérqicos se encuentran sobre los lactotropos 
(Kebabian y col. 1979, Caron y col. 1978, Enjalbert y col. 1983), así 
como sobre las. células a TSH (Foord y col. 1983, 1986). 

• 

7.2- Proteínas de acoplamiento 

Las proteínas que unen nucleótidos de guanidina se denominan proteínas G 
o N, .se han encontrado como intermediarias en la relación entre el 
receptor y el efector. 	Son una familia de proteínas cuyas funciones 
son muy diversas. Las proteínas G fueron descritas inicialmente para el 
sistema efector adenilato ciclasa y dependiendo del efecto final 
(estimulación o inhibición) fueron denominadas I3' (estimulante) o Gi 
(inhibitoria).. En seguida, se encontraron proteínas G asociadas a otros 
efectores como las losfolipasas C y A2 (Gp), la fosfodiesterasa 
específica de GMPc así, como asociadas a algunos canales jónicos (Sasaki 
y Sato 1987, Yatani y col. 1987 a,h, Neer y Clapham 1988r, Axelrod y 
col. 1988r), la transducina (Gt) que medía la transducción de seil'iales 
luminosas en la retina (Lochrie y col. 1985) y 6 olf que media la 
transducción de seriales olfatorias en las neuronas bipolares olftorias 
(flones y Read 1989). 

Existen en el cerebro y en menor cantidad en la hipófisis, las llamadas 
alfa o (Go) cuya función aún 	no es clara; en el cerebro podría estar. 	• 
• implicada en la reoulación de la actividad de los canales de calcio .  
(Hescheler y col.. 1988r). 

Las proteínas G son heterotrímeros cuyas subunidades caracterizadas se 
denominan alfa, beta, gamma; las subunidades beta y gamma parecerían 
comunes a diferentes proteínas, siendo la subunidad alfa, la especifica. 
Esta subunidad alfa posee un sitio de unión para el GTP y tambiln posee 
activdad GTPásica sensible al Mc2+ (Birnbaumer 1990). 

La unión del ligando a su receptor es seguida por la activación de la 
proteína G, 	su actividad es regulada de manera cíclica por la 
asociación de GTP a la subunidad alfa, la hidrólisis de GTP en GDP y Pi 
.y la disociación del GDP. Con la unión del GTP y la activación de la 
proteína G se activa el efector correspondiente. La unión del ligando a 
su receptor y la interacción ligando-receptor con la proteína G.provoca 
la disociación de la subunidad alfa de beta-gamma lo que provoca un 
cambio en la afinidad del receptor (de alta a baja afinidad) y estimula 
la activación de alfa tras asociación al GTP, esta es la forma activa 
Capaz de .asociarse al efector. 	La relajación del sistema se produce 
tras la hidrólisis del GTP, la disociación de la subunidad alfa del 
efector y la reasociación de las subunidades a,b y g que provoca el 
regreso a una forma de alta afinidad del receptor (Birnbaumer 1990) (fig 
1). 
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Fig. 1 Activación de proteínas G mediada por receptor; el papel de los 
receptores es promover el intercambio nucleotídico y estabili - 
zar la forma activada dependiente de GPT. La proteína G sufre 
reacciones de disociación-reasociacin y oscila entre diferen-
tes estados de asociación a: GDP, libre de nucleótido y GTP. El 
receptor posee alta afinidad por el agonista (RH) cuando esta 
asociado con la forma triméricac<11'4  libre de nucleótido de la 
proteína G y tiene baja afinidad por el agonista (RL) cuando 
éste se encuentra libre. Posteriormente el receptor tiene ma-
yor afinidad por la forma triméricac104  de G que por G-GDP. El 
dímero pli se requiere para la interacción de á. con R, después de 
la formación de G-GTP no hay formación de G*. En este momento, 
el receptor posee mayor afinidad por G*-GTP que por la proteína 
G libre de nucleótido. Como consecuencia la disociación del 
receptor es dependiente de la reacción 3 (disociación de las sub-
unidades). Mediante la reacción 4, c. GTP pierde su capacidad 
para permanecer asociado con el receptor y se disocia en 01.*GTP 
activado más el receptor libre; razón por la cual en condiciones 
de saturación de GTP y hormona, solamente una pequeña proporción 
de receptores se encuentra en estado de alta afinidad asociado a 
la proteína G. El ciclo de la proteína G es conducido no solo 
por el ciclo de-la GTPasa sino también por la reacción de diso-
ciación de las sunidades. Se asume que las reacciones 1,2 y 
3 son reversiblesi

ulp
(tomado de Birnbaumer 1990). 



Existen otros L1 tipos diferentes de subuni.dades alfa s. 	Una alfa p 
asociada a la activación de la fosfolipasa C y de la fosfolipasa A2. En 
el campo de las alfa inhibitorias, se han caracterizado 4 alfa i : alfa 

(L.1 kD), alfa o (39 kD), alfa i-2 y alfa i-3 (ésta última 
correspondería a (3 alfa k asociada a la conductancia de h.+ en el 
corazón (Sakasi y Sato 1987 )'..En la hipófisis anteripr de la rata.. se han 
caracterizado 3 diferentes alfa i que son subStrato de . 1a toxina 
Pertussis: alfa á. de 39 kDy alfa i de 41 kD y alfa i•de 40 kD. 

La toxina Pertussis (de Bordetella pertussis, PTX o IAP) y la del. cólera 
(Vibrion del cólera CT) han sido de gran utilidad en la caracterización 
y estudio de las proteínas G. 	Estas toxinas provocan la ADP- 
ribosilación de la subúnidad alfa: la toxina del cólera activa alfa s lo 
que conduce a la activación del 	efector; mientras qué la toxina 
pertussis bloquea el acoplamiento entre 3i 5  So y los receptores (Ui y 
col. 1988r, Birnbaumer 1990) bloqueando la inhibición. El resultado de 
la actividad de una u otra toxina es el mismo: la activación del 
efector. 

7.3- Los sistemas efectores 

Los receptores se encuentran asociados a los sistemas de transducción de 
la información (generadores de selnales intracelulares) que amplifican la 
seNal transmitida por el ligando (efector). 	Existen varios mecanismos 
de transducción descritos a la fecha, entre los que se encuentran la 
producción de nucleótidos ciclicOs por medio de la adenilato cielasa 
(f C) y la guanilato ciclasa (GC), que median una gran cantidad de 
respuestas biológicas. 

La categoria correspondiente a los fosfolipidos incluye el metabolismo 
de fosfoinositoles (IPs) por la fosfolipasa O (PLC), la producción de . 
ácido araquidónico (AA) ya sea por la acción de.  la PL.0 y la 
diacilolicerol lipasa (DGL) o directamente por acción de la fosfolipasa 
A2 (PLA2) sobre una variedad de fosfolípidos (PL). El AA es.  metabolizado 
por enzimas intracelulares y algunos de sus productos poseen actividad. 
biológica. En la misma ca.teQoria se encuentra la metilación de 
fosfolípidos y el metabolismo de la fosfatidilcolina (PC). 

El calcio proveniente de reservorios intracelulares o del medio 
extracelular ha sido ampliamente involucrado en las respuestas 
biológicas relacionadas a los mecanismos de contracción muscular y 
secreción. Su mecanismo de acción implica cinasas dependientes de calcio 
o su ación como cofactor induciendo cambios conformacionales dé las 
proteínas lo que activa algunas enzimas. 

7.3.1- Producción de nucleótidos cíclicos 

El sistema adenilato ciclasa (ÁC) esta compuesto de 3 subunidades: el 
receptor que une específicamente al acionista, una proteína G (inhibidora 
o estimulante) que acopla al receptor con su éfector y la enzima misma 
que cataliza la formación de ÁMPc a partir de ATP-Ma24-. El AMPc se fija 



a la subunidad reguladora de una proteína cinasa A (PKA) dependiente del 
nucléotido cíclico, la subunidad catálitica de esta cinasa fosforila 
proteínas involucradas en la respuesta biológica (fig 2). El nivel de 
AMPc en la célula depende de dos actividades: la actividad de la AC 
generadora de AMPc y la actividad de la fos.fodiesterasa que lo degrada. 

En la hipófisis exsiten acoplamientos de tipo estimulatorio con' la AC: 
del VIP ( Gourdji y col. 1979), del CRE (Apuilera y col. 1983) , del GRF 

4 (Harwood y col. 198, Labrie y col. 1983) y detipo inhibitorio con la 
AII (Marie y col. 1985), la DA (Tem y col. 1981, Enjalbert y col. 1983) 
y el SRIF (Dorflinger y col. 1983) 

El GMPc se sintetiza a partir de GTP y es responsable de la 
fosforilación de proteínas cuya función no esta muy bien definida; su. 
actividad no esta asociada a la .activación de algún receptor, sino que 
es paralela a la estimulación de .la hidrólisis de fosfolípidos, ya sea 
por la PLC o por la PLA2. 	El GMPc activa a la cinasa G que fosforila 
proteínas relacionadas con la respuesta celular (Corbin y col. 1988r); 
se ha sugerido que el producto de.  reación participa en la regulación de 
corrientes cálcicas (Hartzell y. Fischmeister 1988). 	En cultivos de 
astrocitoma, el peptido atrial natriurético incrementa la cantidad de 
GMPc y este efecto esta directamente relacionado con la activación de 
receptor (L,yali y col. 1988). 

La enzima guanilato ciclasa (GC) es activada por ácidos grasos 
insaturados como el AA 	(Asakawa y col. 1978). En células de 
neurohlastoma, la activación del receptor histaminéroico 1 (Hl) estimula 
la producción de GMPc (efecto mediado por los metabolitos del AA de la 
vía lipoxigenasa) (Snider y col. 1984). 

7.3.2- Metabolismo de fosfolípidos 

La fosfolipasa O (PLC), teniendo como sustrato al fosfatidilinositol 
41 5-bilosfato (PIP2), genera diacilglicerol (DG) e inositol 114,5 
trifosfato (IP3). • El 1P3 y los otros fosfatos de jnositol son 
degradados hasta inositol que es reutilizado para la síntesis de 
fosfoinositoles; el IP3 puede también ser fosforilado para formar IP45  
IPS, 1P6 (Rajendra y Lowell 1990). 	El DG es hidrolizado por la 
diacilglicerol y. en seguida por la monoacilgiicerol lipasas (DGI_ y.MGL) 
liberando ácidos grasos; puede ser fosforilado por la DGcinasa formando 
ácido• fosfatídico que se reintegra a la síntesis de fdsfoinositoles o 
convertirse en sustrato de la fosfolipase A2. 

La generación de IP3 y el incremento en Ca2+ intracelular es la señal 
que inicia la respuesta, mientras que el DG activando a la PKC modularía 
la señal intracelular iniciada por el incremento en Ca2+ o por alguna 
otra vía generadora de segundos mensajeros (Nishizuka y col. 1984, 
Posan y col. 1984, Albert y col. 1985, Anderson y col 1985, Albert y 
col. 1987, Eerridge 1989, Kikkawa y col. 1988). 

Existen multiples formas de PKC 1  que pertenecen a un grupo de 6 genes 
que codifican para 7 formas con requerimientos diferentes. 	Las PKCs 
poseen una región catalítica, una región repulatoria y una tercera que 
se supone ocupa el lugar del sitio catalítico en ausencia de estímulo 
(Parker y col. 1989r). La región amino terminal de 32 kDa interactua 
con el Ca2+, los fosfolipidos y con el ester de forbol/DG; 	la región 
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carboxiterminal de 50kDa (dominio catalítico) interactua con el ATP y 
las proteínas sustrato (Yasuf 1990). 	Los requerimientos de la PKC 
activada por el DG son: 0a2+ y fosfolípidos acídicos de los cuales la 
fosfatidilserina (PS) es la más efectiva. 

En la hipófisis se han caracterizado receptores a 1P3 (Guillemette y 
col. 1987) y se conoce que tipo de PKC se encuentra en ella (Hirota y 
col. 1985, Hermon y col. 1986, Makowske y col. 1986). Desde el punto de 
vista farmacológico (activación de PKC con ésk.eres de forbol) se han 
logrado evidenciar diferencias en los requerimentos de las PKCs. 	La 
enzima PKC II de hipotálamo es menos sensible que la de la hipófisis 
mientras que la I hipotalamica es muy resistente a la activación por TPA 
y puede ser activada por AA aún en ausencia de Ca2+, PS y DG, aunque el 
DG las activa de igual manera (Naor 1990). 

Se han caracterizado acoplamientos de tipo estimulatorio a la PLC 
(E.C.3.1.4.3) para el TRH (Gershnoctrn 1985, •Kolesnick y Gershenaorn 
1986) a traves de una proteína G insensible a PTX y CT (Albert y col. 
1987, 3ournot y col. 1987, Yajima . y col. 1988); para 	la AII (Canonico 
y MacLeod 1986) y de manera inhibitoria posiblemente para la dopamina 
tras estimulación por A II (Enjalbert y col. 1986) y por TRH (Simmonds 
y Strange 1985). La proteína G que media este efecto es sensible a la 
PTX (.Journot y col. 1987). Algunos resultados indican que la DA no tiene 
efecto sobre la hidrólisis de IPs (Canonice y MacLeod 1986); la DA 
actuaría preferentemente sobre la fosforilación del. IP y del IP4 que 
sobre la hidrólisis de los fosfolípidos (Oarvis y col. 1988).. Sin 
embargo se ha propuesto que es la ausencia de DA la que provoca el 
incremento en la hidrólisis de IPs y no un efecto inhibitorio propio de 
la amina sobre la actividad de la PLC (Martínez 	de 	la 'Escalera y 

.Weiner 1988). 	Vallar y col. 1988, cuestionan el acoplamiento del 
receptor de la DA a la PLC y proponen que el efecto de la amina sobre 
el metabolismo de IPs estimulado por TRH se debe al bloqueo del infujo 
de Ca2+. 

La actividad de la PLC así como la de la DG lipasa puede ser modulada. 
por los esteroides. En el endométrio de rata, los esteroides que 
incrementan la actividad de la PLC disminuyen la actividad de •la DG 
lipasa. Este efecto contrario de la actividad de dos enzimas sobre la • 
misma vía metabólica quizá participe en el control de la producción de. 
sustratos generadores de segundos mensajeros (Bonney y col. 1988) 

Otra manera de generar. DG es mediante la hidrólisis de fosfatidilcolina 
(PC) de los lípidos membranales; ésta es sustrato de la PLC, PLA2 y PLD. 
El significado biológico de la existencia de este proceso degradativo de 
PC estimulado por agonistas radica en su capacidad para generar De; la 
cinética de producción de éste por hidrólisis de los fosfatos de 
inositol es corta y en pequeña cantidad, mientras que aquella producida 
por hidrólisis de PC puede prolongarse mucho más tiempo; además la 
cantidad celular de PC es mucho mayor que la de fosfatos de inositol 
(Exton 1990). 

La producción de DG es especifica ya que no se produce movilización de 
calcio intracelular, aunque existen pocos casos en 	los que la 
hidrólisis de PC no esta accmpaRada de la hidrólisis de fosfatos de 
inositol. Por otro lado la hidrólisis de PC provoca la acumulación de 
ácido fosfatidico (PA) de manera paralela a la de DG con la consecuente 
actividad de PA como ionóforo y movilizador de calcio intracelular o 
como sustrato de la PLA2. 

La variedad de PKCs reconocidas a la fecha suaieren que ellas podrían 



ser activadas diferencialmente por los DG originados, por la acción de 
alguna fosfolipasa sobre determinado sustrato (fosfatos de inositol, 
fosfatidíletanolamina, fosfatidilcolina). 

7.3.3- Metilación de fasfolípi.dos 

En algunos tipos celulares, la metilaci:ón de los fosfolipidos 
membranales provoca la entrada de 0a2+1 	la liberación de AA y 
desencadena la respuesta secretora. 

La secuencia de reacciones que convertirían a la fosfatidiletanolamina 
en fosfatidilcolina implica enzimas localizadas en la membrana, 
transferidoras de radicales metilo 	(-CH3) 	a partir de la • S- 
adenosilmetionina (SAM), al radical amino de la fosfatidiletanolamina. 
(Hirata y col. 1978). 

A 	nivel hipofisaria, existe una actividad metil-transferasa (P rasad y 
Edwards 1981) cuya actividad puede ser modulada por los estrógenos 
(Drouva y col. 1988a 1 b). En células tumorales GH3 Kolesnick 1987, 
mostró que el TRH y los esteres de forbol inducen la síntesis de 
fosfatidilcolina y posiblemente la PKC media este efecto ; sin embargo 
ni el TRH ni el TPA estimulan la degradación de la fosfatidilc:olina. 

Be propone un mecanismo por el cual la metilación de la 
fosfatidiletanolamina a fosfatidilcolina participaría en la respuesta 
celular: el cambio en la fluidez membranal producida. durante la 
translocación de la fosfatidiletanolamina del lado citoplasmático• a la 
parte externa de la membrana plasmática (Hiarta y Axelrod 1978), los 
cambios producidos bajo esta situación podrian desenMascarar receptores 
normalmente ocultos (Strittmatter y col. 1981). 

7.3.4- Producción de Acido araquidónico 

Algunos fosfolípidos tienen en posición 2n esterificado al AA, éste 
puede ser hidrolizado por la PLA2 (E.C.3.1.1.4) 	 en presencia de 
Ca2+; otra manera de producirlo es a traves de la acción de la PLC, DGI.. 
/MGL sobre los fosfatos de inositol o sobre otros fosfolipidos (Rajendra 
y Lowell 1990). 

La actividad de la PLA2 (así como la de la. PLC) puede ser afectada por 
las hormonas esteroidales; en endometrio de rata, los estróoenas 
incrementan la acividad de la PLA2 (Econney y col. 1987). 

El AA y sus metabolitos han sido involucrados en la potencialización a 
largo plazo (Dumuis y col. 1988, Barbour y col. 1989), en la inhibición 
presináptica (Piomelli 	1987, Buttner y col. 1989) y al parecer el 
responsable de este efecto es el 12--REPTE. Los metabolitos de la vía 
lipoxicenasa (5-HEPTE, LTA4, LTC4) provocan la activación del canal de.  
K+ muscarinico cuya actividad esta mediada por una proteína G sensible a 
la. PTX (Kurachi y col. 1989). 

7.3.4.1- Metabolismo de Acido Araquidónico 



El ácido araquidónico puede ser 	metabolizado por 3 vial 
diferentes, la ciclovigenasa, productora de prostaolandinas y 
fromboxanos; la lipoxigenasa, cuyos productos de reacción son los 
HPTEs,HETEs y LTs; y la epo>dgenasa l  productora 	de 	epoxiderivados 
(fig 3). 

En la hipófisis completa, Pilote y col. 1982 ' han repdrtado la 
formación de 12 y 15-HETE HHT, PGE2, PGD2 y PGF2alfa principalmente, 
mientras que en la fracción microsomal se han encontrado derivados de la 
vía lipoxigenasa así como de la epoxigenasa (Capdevila y col 1984). 
Las células GH3 	producen y liberan una variedad de HETEs:,(5,9,12,15- 
METE siendo éste último, mayoritario) mientras que tras estimulación con 
TRH prevalecen los HETEs 15 y 9. Dentro de la célula no se  detectan 
HETEs, por lo que se ha propuesto que éstos son producidos y liberados 
sin ser almacenados (Rabier y col. 1987). 

En un estudio realizado con fracciones enriquecidas en tres tipos 
celulares se detectan, en gonadotropos, metabolitos de la vía 
lipoxigenasa (11,12,15-HETE), HHT, TxB2, PGE2 y PGD2. En mamotropos y 
somatotropos en cambio, no se detectaron metabolitos del AA aunque sí se 
identificó al AA esterificado en los fosfolipidos. 	Ya que el producto 
relacionado con la secreción de la LH es el 5-HETE, es probable que éste 
provenga de otro tipo celular (Vanderhoek y col. 1984). 	Generalmente 
se asume que los efectos del AA y/o sus metabolitos son debidos 
principalmente a la participación de los lactotropos (ya que su 
porcentaje de éstos es mayoritario). 

Es necesario conocer la relevancia del AA y sus metabolitos'en la 
secreción hipofisaria as i. como el origen de las productos, es decir si 
ellos son prbducidos por la misma célula sobre la que actuan (efecto 
autócrino) o si son producidos y liberados afectando el funcionamiento 
de otro tipo celular (efecto parácrino). 

De los metabolitos del AA, la PGE2 estimula la secreción de GH actuando 
a nivel hipofisario (Dray y col. 1980). Indirectamente esta 
prostaglandina estimula la secreción de LH al estimular la liberación 
de LH-RH a nivel hipotalámico (Ojeda y col. 1979). 

En general parecen ser los metabolitos del AA de la vía lipoxigenasa los 
relacionados con la secreción hipofisaria. Así por ejemplo el LTC4 y el 
5-HETE estimulan la secerción de LH y de GH (Hulting y col. 1985, Naor 
1986r, Wisner-Provost y col. 1986r, Kiesel y Catt 1987, Canonico y col. 
1986b). 	En cuanto a la secreción de PRL los derivados lipoxigenados 
parecen estar involucrados ya que la inhibción de la vía lipoxigenasa 
conduce a la inhibición banal de la secreción de PRL así como la 
estimulada por TRH, A II, y NT (Canonico 1983,1985, Koike 1985, Judd 
1988). Aunque la vía epoxigenasa ha sido poco explorada, existen 
evidencias que indican la participación de productos de esta vía en la 
secreción de LH (Snyder y col. 1983); el derivado 5,6-EET parece estar 
involucrado enla secreción de PRL en células GH3 (Cashman y col. 1987). 

7.3.5- El calcio como mensajero intracelular 

Existen proteínas (calmodulina, calpactinas, 	lipocortinas, endonexina, 
calcimedinas, sinexina, calelectrina, cromobindina y sinhibina) 	que 
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unen al calcio provocando la activación de enzimas, 	proteínas 
contractiles o proteínas relacionadas con los procesos de secreción. La 
interacción de algunos ligandos con su receptor y el consecuente 
incremento en calcio intacelular provee de un mecanismo para incrementar 
la baja afinidad de estas proteínas por el calcio, 3.o que puede resultar 
en la unión cooperativa del ión, permitiendo que las proteínas respondan 
a pequeños cambios en Ca2+ intracelular (como ocurre en al caso de la 
interacción 	calcio-calmodulina 	durante 	la 	activación 	de 	la .  
fosfodiesterasa de AMPc) (;lee 1988). Estas • proteínas cuya asociación 
a la membrana depende del Ca2-1-, han sido involucradas en el acoplamiento 
del estimulo-secreción por su capacidad de promover la fusión membranal. 

Dentro de los efectos "directos" del calcio,se ha encontrado la 
activación de la PLC que es sensible a las variaciones de calcio 
intracelular, aunque no es claro si os una consecuencia del calcio sobre 
la enzima a si el calcio es un cofactor sustituible por algún otro 
catión divalente. 

7.3.6- Actividad eléctrica de canales 

Se han caracterizado diferentes tipos de canales dependientes de voltaje 
(Hofmann 1988, Bean 1989). Los canales que más se han estudiado son 
los canales de tipo L sensibles a DHP (Bean 	1989) que generan 
corrientes cálcicas de larga duración cuando el potencial de membrana 
alcanza los ü  mV, Los canles de tipo T generan corrientes cálcicas de 
corta duración ya que el potencial de membrana se encuentre entre -70 a 
-40 mV. Existe otro 	tipo de canal cálcico denom ¡nada N, encontrado 
hasta la fecha solamente en neuronas, que se abre cuando el potencial 
de membrana se situa 	entre -100 a O mV; este cana 1 es sensible a la 
w-cronotoxina (Cruz y Olivera 1986). 

En la hipófisis se han caracterizado 2 tipos de canales utilizando 
lineas tumorales: el canal tipo T y el canal que es inactivado por DHP, 
el canal tipo L. Estos canales se encuentran en células normales y son 
inhibidos por los activadores de la. PKC (Bean 1989). 

Utilizando la técnica de patch-clamp se pudo mostrar que existe una 
actividad eléctrica espontánea que implica corrientes cálcicas en 
lactotropos (Taraskevich y Douglas 1978, Vincent y col. 1985), 
somatotropos (Israel y col. 1983, Vincent y col. 1985) y cionadotropos de 
rata (Croxton y col. 1988). 

La entrada de calcio en la célula puede también afectarse al activar los 
canales de K+ que al modificar el potencial eléctrico modifican la 
actividad de los canales cálcicos dependientes de voltaje (Tsien 1987). 

La dihidropiridina Bay K 8644 (Bk) es un aoonista del canal de calcio 
que incrementa el tiempo de apertura de los canales ya activos. En la 
hipófisis existen sitios de unión a Elk (Titeler y col. 1985) a través 
de los cuales puede estimularse la secreción de PRL, ACTH y GH de 
células normales y tumorales (Enyeart y Hink.le 	1964, Heisler 1985, 
Enyeart y col. 1986). 

En los t'irotropos, los canales cálcicos dependientes de voltaje, 
(sensibles a DHP), parecen encontrarse en estado inactivo en condiciones 
basales ya que los agonistas de VSCC afectan la secreción de TSH 
solamente en presencia de un estimulo despolarizante (Musset 1990). 



Drouva y col 19a,8 . han puesto en evidencia la diferente sensibilidad de 
los VSCC en los diversos tipos celulares hipofisarios, siendo laos 
lactotropos los más sensibles a la activación por aoonistas del canal 
cálcico; además la estimulación con DHP solo se observa en las células 
provenientes de hembras y la actividad de éstos pueden ser reoulados por 
estrógenos. 

• 

7.4- Interacción entre las diferentes vías de transducción 

El hipotálamo libera diferentes neurchormonas que estimulan o inhiben la 
secreción de las céluls hipofisarias. Una neurohormona puede afectar la 
secreción de más de una hormona en la hipófisis' y una hormona 
hipokisaria puede ser influenciada por varias hormonas hipotalámicas así 
como por efectos paracrinos y/o autocrinos. En este sentido,. la 
respuesta que evaluamos en un momento dado es la resultante de 
estímulos, inhibiciones de la concentración de los mensajeros 
intracelulares y de las interacciones de éstos dentro de la célula. La 
f ig 4 muestra las posibles interacciones entre las diferentes vias de 
transducción. 	Se ha observado la retroalimentación negativa . . de los 
sistemas adenilato ciclasa y fosfolipasa C. El ácido araquidónico puede 
movilizar calcio intracelular (Waif y col. 19861  Kolesnick y col. 1984), 
mientras que los metabolitos del AA 12 y 15 HETE inhiben la formación 
de ácido fosfatídico (PA) a partir de diacilglicerol (DG) inhibiendo a 
la DG cinasa (Setty y col. 1987); 	los leucotrienos pueden activar la 
guanilato ciclasa (GC) y las prostaolandinas la adenilato ciclasa (AC) 
(Abdel-Latif 1986). 	La PKC a traves de la fosforilación ejercerla un 
control (homólogo u herterólocia) a nivel de receptores (Sibley• y •col. 
1988), de la port.eina G (Bell y col. 1986, Brock y col.. 1985) a de los 
canales iónicos (De Riemer y col. 1985, Galizzi y col. 1987, Navaro y 
col .• 1987). Cuando se desensibiliza a la PKC se sensibiliza la via de 
los kosfoinositoles ya que se pierde la retroalimentación negativa de la 
PKC' sobre la PLC (Hepler y col. 1988). 	La activación de la PKC. podría.  
también intervenir en la formación de AA a traves de la fosforilación de 
las lipocortinas (Parker y col. 1987). En la hipófisis, la activación. de 
la PKC activa los canales de calcio dependientes de voltaje sensibles a 
las DHP (Tashjian y col. 1987, Dufy y col. 1987). 

7.5- Mecanismos de transducción y actividad celular 

La actividad celular puede ser regulada por los diferentes electores y 
las interacciones que entre ellas ocurre. 	'A nivel .hipotalámico se 
integra una gran cantidad de información cuya resultante es traducida en 
secreciones que van a repercutir en la actividad sintética y secrectora 
así como en la capacidad de respuesta de las células hipofisarias. 

7.5.1- Síntesis de TSH 

La TSH es una glicoproteína compuesta de dos subunidades alfa y beta 
sintetizadas a partir de dos RNAm diferentes. Las hormonas tiroideas 
retroalimentan negativamente la síntesis de ambas subunidades. 	El 
hipotoroidismo provoca grandes incrementos en el nivel de RNAm de las 
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subunidades alfa y beta, mientras que la terapia restitutiva en animales 
hipotiroideos lo disminuye; estos cambios ocurren más rápidamente y son 
de mayor magnitud en 
la subunidad beta. El efecto de las hormonas tiroideas sobre la síntesis 
de TSH parece implicar cambios en la transcrición del gen de ambas 
subunidades (Weintraub y col. 1989). 

El TRH participa también en la regulación de la síntesis de TSH. En 
células normales y tumorales, el TRH induce incrementos en la 
transcripción del gen así como en el nivel de RNAm de la glicoproteina. 
Se han obseravdo efectos de TRH a nivel postraduccional: cambios en el 
perfil de cilicosilación principalmente de la subunidad beta que est.an 
fuertemente relacionados a la bioactividad de las moléculas de TSH 
(Weintraub y col. 1989). 

7.5.2- Síntesis de PRL 

En el lactotropo, la síntesis de PRL esta regulada por diferentes 
factores. 	En células GH el TRH estimula la transcripción del gen en 
tiempos muy cortos (E min o menos). 	 Evidencias experimentales 
indican que cambios en la concentración intracelular de calcio originan 
este efecto, sin alterar la síntesis de GH o de proteínas en general. La 
activación no hormonal de la PKO induce la transcripción del gen de PRL; 
aunque se desconoce la participación relativa del calcio y la PKO, es 
indudable 	que ambos • estan asociados a la regulación de la síntesis 
de la PRL (Hinkle 1989). 

Los estrógenos estimulan la síntesis de PRL actuando a troves. de 
receptores nucleares induciendo la transcripción del gen de PRL 
incrementando el nivel de 	RNAm pre-PRL (Lieberman y col. 1978) 
incrementando el nivel de PRL (Wiklund y col. 1981). Por. el contrario, 
la progesterona inhibe la síntesis y la liberación de PRL provocada por 
los estrógenos (Bethea y col. 1988, Chen y Meites 1970). Las hormonas 
tiroideas (T3) también tienen un efecto inhibitorio (Maurer 1982) 
mientras que el hipotiroidismo incrementa la acumulación del RNAm así. 
como la liberación de la hormona (Wood y col. 1987). 

7.5.3- El receptor de TRH 

Las regiones enriquecidas en receptor a TRH son el bulbo olfatorio 
accesorio, el complejo amigdaloideo, el hipocampo, la región peririnal 
de la corteza cerebral y la adenohipófisis 	 Aunque las 
características de unión de los receptores a TRH en cerebro e hipófisis 
son similares, la función del TRH estaría determinada por el tipo de 
relaciones postreceptor que cada tejido posee. Existen diferencias en la 
sensibilidad de los receptores a los nucleátidos de guanidina; la 
hipófisis, cerebelo, estriado y retina se encuentran entre las regiones 
de mayor ,sensibilidad (Sharif 1989). 

La concentración de receptores a TRH es regulada homóloga y 
heterologamente. La presencia de TRH induce la pérdida de sitios 
receptores de TRH y a este tipo de desensibilización se le denomina 



homóloga; éste es un proceso lento que requiere de la síntesis de 
proteína y ocurre tanto en el tirotropo como en el lactotropo. Dentro 
de las hormonas que de manera heteróloga desensibilizan el receptor de 
TRH, 	 encuentran 	las ' hormonas 	tiroideas, 	éstas 	ejercen 
retroalimentación negativa disminuyendo el número de receptores 
hipofisarios al tripéptido. El tiempo requerido para la observación de 
este efecto es de 24-48 h y es totalmente reversible; se observa tanto 
en lactotropos como en tirotropos. 

Aunque se desconoce el mecanismo molecular implicado en la regulación 
del receptor de TRH en la adenohipófisis, el AMPc esta fuertemente 
involucrado en este efecto. El incremento en los niveles de ,AMPc lleva a 
la reducción del número,de receptores a TRH; este efecto no es mediado 
por fosfor.ilación ya qUe los efectos de ésteres de forbol o bien son muy 
.rápidos y relacionados a cambios en afinidad del receptor o'más lentos y 
relacionados al número de receptores al péptido (Hinkle 1989). 

8- Corolario 

El. TRH es liberado de la eminencia media y viajapor el sistema porta-
hipoiisario hasta alcanzar la hipófisis, donde interactua con los 
receptores del tirotropo o del lactotropo afectando la síntesis y la 
liberación de TSH y PRL respectivamente. Las hormonas tiroideas 
liberadas por la acción de la TSH sobre la glándula tiroídes 
retroalimentan negativamente el sistema; a nivel hipo.fisario la síntesis 
de TSH y del receptor de TRH; a nivel hipotalámi.co la síntesis y 
posiblemente la liberación de TRH. La enzima sérica responsable de. la 
degradación de TRH, la tiroliberinasa, en cambio es activada por las • 
hormonas tioriodeas (fig 6) . 

Se conocen algunos de los mecanismos intracelulares que median la 
respuesta del TRH.. En particular los relacionados a la 	liberación de 
PRL que son mediados por la degradación de fosfatos de inositol, 
incrementos de calcio y quizá por la producción de ácido araquidónico y 
sus metabolitos. 

Uno de los eventos que podría participar en la regulación de los niveles 
de TRH accesibles al lactotropo o tirotropo, es la degradación del TRH 
por la enzima membranal presente en la hipófisis. La actividad de la 
PSA II podría estar regulada por las hormonas del órgano blanco o por 
las neurohormonas hipotalámicas, a troves de los mensajeros que ellos 
generan. 

Entre los mensajeros intracelulares generados por los electores 
hipotalámicos que controlan la secreción 



de PRL, el ácido araquidónico puede ser producido por TRH y tal 
producción inhibida por la DA, sin embargo las caraceteristicas de estos 
procesos se desconocen. El estudio de la sensibilidad a la toxina 
pertussis así como la participación de otros segundos mensajeros, 
contribuirá a la comprensión de la fisiología del lactotropo. 
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Se sabe qúe el. TRH estimula la secreción de hormonas hipofisárias. 
Especificamente, en el caso de la PRL, a nivel - intracelular la 
activación del receptor a TRH esta relacionado con la actividad de la 
PLC, de los canales cálcicos así como de la producción de ácido 
araquidónico (AA). La activación del receptor a DA y la consecuente 
inhibición de la secreción de PRL, esta relacionada con la inhibición de 
la actividad de la adenilato ciclasa, de la PLC, de la producción de AA 
y de la actividad de canales jónicos. Además se ha demostrado que la DA 
inhibe la secreción 	de PRL provocada por el TRH y' este efecto esta 
asociado a la inhibición de la hidrólisis de fostatos de inositol y /o 
la la actividad de las canales jónicos. 

La - regulación de la concentración de segundos mensajeros que las 
moléculas seKal afectan, es solamente uno de los eventos que participan 
en la regulación de la actividad hipofisaria, sin embargo como antes se  
mencionó existen otras etapas susceptibles de regulación y una de ellas 
es la terminación de la actividad del "primer mensajero". 

La primera parte de este trabajo se diseRó para analizar la posible 
regulación de las enzimas que degradan al TRH, por el producto final del 
eje.hipotálamo-hipófisís-tiroides, las hormonas tiroideas en el SNC y 
la hipófisis; también estuvimos interesados en conocer la participación 
de algunos segundos mensajeros en la regulación de la actvidad 
degradativa de TRH en células hipofísarías. Sabemos que en el 
metabolismo del TRH existen otras etapas que se encuentran bajo control; 
si la degradación también lo esta, ya sea por las hormonas periféricas 
o por los factores hipotalámicos (y los mensajeros que median sus. 
respuestas), podría ser un factor que contribuya a la regulación, de la 
actividad del peOtido. 

El modelo de trabajo lo constituyen en primer lugar las preparaciones 
(fraccion soluble o membranal) de diversos tejidos de rata en diferente 
estado tiroideo y en segundo lugar los cultivos primarios de células 
hipofisarias dispersas. 

La segunda parte fué enfocada al estudio de la posible participación de 
algunas hormonas hipotalámicas (TRH, DA y A II) en la producción de AA 
relacionada con la secreción de PRL. 

Cl modelo de trabajo lo contituye en primer lugar las preparaciones 
(fracción soluble o membranal) de diversos tejidos de rata en diferente 
estado tiroideo y en segundo lugar los cultivos primarios de células 
adenohipofisarias dispersas. 
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OBJETIVOS 

En el laboratorio de Neuroendocrinología Molecular del CIIGB (dirigido 
por el Dr J.L. Charli y la Dra. P. Joseph-Bravo) se planteó desde hace 
algunos años el• interés en. el estudio integral del péptido 
hipof isiotrópico TRH, por lo que diferentes subgrupos de trabajo han 
estudiado cada una de las etapas implicadas en en metabolismo y función 
del TRH. 

El efecto retroalimentador de las hormonas tíroideas ha sido 
identificado sobre diversas etapas involucradas 	en la síntesis y 
liberación de tirotropina, la modulación de los receptores a TRH y en 
los niveles de RNAm a TRH. 

En esta tesis se aborda la degradación del TRH como un posible evento 
sometido a regulación y relacionado con la actividad hipofisiotrópica 
del TRH, esto es, 	la degradación como un evento que regula la 
Concentración de póptido activo responsable del funcionamiento del eje 
hipotá1amo-hipófisis7-tiroides. 	La primera estrategia consistió en 
estudiar en condiciones de hipo e hipertiroidismo la actividad de las 
enzimas responsables de la degradación del péptido liberado (la 
tiToliberinasa sérica y la piroglutamato aminopeptidasa membrana', así 
como las enzimas citosólicas). 

Otra posible etapa de regulación, a nivel hipofisario,. es.el efecto de 
factores hipotalámicos sobre la actividad de la peptidasa membranal. 
Para ello, se optimizó un sistema de células hipofisarias en cultivo en• 
el que se estudió la actividad de PGA II en presencia de algunos de los 

•efectores involucrados en la secreción de TSH y prolactina, 
particularmente TRH, dopamina y angiotensina. Se estudió el efecto de 
las diferentes familias de segundos mensajeros, ya que la enzima podría 
estar regulada por otro efector hipotalámíco diferente a los 
mencionados. 
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1- pptimización del método de obtención de membranas 

a- Método corto 

El tejido fué homogeneizado con homogeneizador de vástago ( o sonicador 
según se indique) en buffer Tris-HC1 50 mM pH 	(10% peso/vol) y se 
centrifugó durante 15 min a 42 C y 3000 rpm; el sobrenadante se retiró y 
el sedimento fué homogeneizado repitiendo la operación de centrifugación 
bajo las mismas condiciones. 	Se reunieron los dos sobrenadantes y se 
centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 min a 42 C. 	El .sobrenadante de 
esta preparación fué llamado "fracción .soluble" y el sedimento "fracción 
membranal". 

b- Método largo 

Este método es similar al antes descrito hasta las dos centrifugaciones 
consecutivas a 3000 rpm. Posteriormente los dos sobrenadantes reunidos 
fueron centrifugados a 25,000 rpm durante lh 10 min. 	Terminada. esta 
etapa se separó el sobrenadante que fué llamado "fracción soluble". El 
sedimento fuó rehomogeneizado en buffer PO4  50 mM pH 7.4 y se repitió 
1.a operación de centrifugación a 25,000 rpm. 	El sobranadante fué 
desechado y el sedimento kuó llamado "fracción membranal". 	Las 
fracciones mémbranales fueron ensayadas en presencia de los inhibidores 
inespecíficos de las enzimas solubles (bacitracina y N-etilmaleiminda) 
o, los específicos (Z-Pro-ProlinalI  ZPP y piroglutamil diazometilcetona, 
PDMK). 

2- Determinación de la actividad enzimática 

Los animales en la condición indicada (hipo, 	hiper o cutiriodeos) 
fueron sacrificados por decapitación a las 10:00 a.m.. Se colctó la 
sangre del tronco para la obtención de suero (coagulación 2h a 49 C y 
centrifugación a 5,000 rpm durante 15 min.) y los tejidos; 
adenohipófisis, núcleo arcuato-eminencia media, resto del hipotálamo, 
repto lateral-núcleo accumbens, corteza, lóbulo olfatorio, hígado y 
pulmón fueron disecados y congelados a -709 C hasta la determinación de 
la actividad enzimática. 	Después de la optimización del método todoS 
los tejidos fueron procesados como se indica en el "método corto" tras 
homogeneización por sonicación. 	El sedimento final fué recuperado en 
buffer PO4 50 mM. La mezcla de reacción fué preparada dependiendo de 
la actividad enzimática a ser evaluada, de la siguiente manera: 

PGA I 
	

PGA II 

Tris-HC1 50 mM pH 7.4 
	

fosfatos 50 mM pH 7.4 
DTT-EDTA 2mM 
	

bacitracina/ 
bacitracina 
	

N-etilmaleimida 
N-etilmalEimida 2.5 mM 

	
2.5 mM 



Tiroliberinasa 

Tris-HC1 100 mM pH 7.6 
bacitracina/ N-etilmalei 
mida 2.5 mM 

En los tres casos en presencia 
TRH. 	La cantidad de proteína 
enzimática (cuantificada por 
diferentes tejidos fué: 

de TRH 10-6  M y 100,000 cpm de 3  H-Pro-
óptima para la detección de la actividad 
el método de' Lowry 	1951) para los 

Proteína mg/m1 

PGA 

(X + SEM) 

PGA II 

Adenohipófisis 3.20 0.30 3.78 + 0.32 
N. 	arcuato-E. 	medía 1.30 0.30 0.60 + 0.04 
Resto del hipotal. .66 0.24 6.q8 + 0.15 
Slateral-N.accumbens 1.91 	+ 0.17 3.144 + 0.36 
Lóbulo ofatorio 8.15 
•Corteza 10.56 + 0.51 
Hígado ,1•••••Mr•••••11~••• 

Pulmón 
Suero 7.0 + 0.30 

3- Optimización de la determinación de Tiroliberinasa 

La actividad de tiroliberinasa fué ensayada en el.  suero diluido 
ul) en las siguientes condiciones: 

:3 (25 

a- Tris-HC1 100 mM pH 7.6 
b- Tris-HC1 100 mM, DTT o.5 
c- Tris-HC1 100 mM, Bac-Nem 
d- Tris-HC1 100 MI  DTT 0.5 

mM pH 7.6 
2.5 mM pH 7.6 
MI  Bac-Nem 2.5 mM pH 7.6 

ti- Cinética de la actividad de PGA 11 en animales hipertiroideos 

Los animales fueron inyectados (09:00 a.m.) con T3  (20 ug/10(_r g peso 
corporal) administrada por vía subcutánea en aceite de maiz,• durante 0.5 

1,3,5 a 7 días . 	Terminado el tratamiento fueron sacrificados por 
decapitación recuperando la sangre para la obtención de •suero 
(determinación de la actividad de tiroliberinasa) • y los tejidos 
disecados y congelados a -70 2 C hasta la determinación de la actividad 
enzimática. 

5- Curva dosis-respuesta de la actividad de PGA II en animales 
hipertiroideos 



LoanjMaleS fueron inyectados(09:00 a.m.) diariamente durante 7 días 
con diforntes dosis de T3  : 0.51  11 5,10,20 y 40 ug/100 a p.c. Terminado 
el tratmiento los animales fueron sacrifiicados, la sangre recuperada y 
y los tejidos procesaóds como se describió antes. 

6- Efecto de la T3  adicionada "in vitro" sobre la actividad de la PGA 11 
en adenohipófisis 

A una preparación membranal se le adi¿ionó T3  en diferentes 
concentraciones que corresponden a la concentración de T3  determinada 
por RIA en el suero de animales en diferente estado tiroicred 

Hipotiroideo 
	

0.18 no/mi 
Eutoroideo 
	

0.70 na/m1 
Hipertiroideo 
	

10.00 ng/ml 

7- Liberación de TRH 

Se analizó la liberación de TRH de rebanadas de hipotálamo medio •basal o 
de eminencia media fué evaluada de acuerdo al método descrito por Méndez 
y col. (1987). 	Los hipotálamos fueron disecados l rebanados (250 um) 
depositados en el dispositivo de.  liberación (jeringa cortada por el 
extremo inferior y sellada con una malla de nylon). 	La jeringa fué 
sumergida en un vial con 500 ul de RKB pH 7.4a 372 C, bajo atmósfera. de 
02  / •CO2  95/5% y con agitación lenta duarnte 10 min; esta operación fdé 
repetida 6 veces. El TRH liberado en el sexto vial, correspondió a la 
liberación basal; el septimo vial contuvo 500 ul de RKB con 	56 . mM. 
El. TRH liberado en este vial correspondió a la "liberación estimulada". 
Después de cada transferencia se adicionó ácido acético al medio de 
incubaciuón (20% concentración final). Después de la última incubación• 
los tejidos se sonicaron en ácido acético 20%. El medio acidificado se 
centrifugó durante 30 min a' L12 C y 12,000 	rpm y el sobrenadante• se 
evaporó a sequedad. 	El residuo fué extraído dos veces con metanol•al 
90 y después de evaporarlo a sequedad el residuo fué utilizado para el.  
RIA. 	Los tejidos homogeneizados en ácido acético al 2O • fueron 
centrifugados 10 min a 42 C y 12,000 rpm ,el sobrenadante fué evaporado. . 
y extraído dos veces con metanol al 90%, el residuo fué utilizado para 
el RIA. 

Radioinmunoanalisis de TRH 

El RIA de TRH se efectuó de acuerdo al método descrito por Joseph P 
(1979). En 50 ul de buffer POIJ, 	50 mM pH 7.5 se hizó reaccionar el 
páptido 2.5 ug. 1 0.5 mCi de 1311 en presencia de 50 ug de cloramina 
T con agitación suave durante 30 sec, la reacción es terminada por la 
adición de 150 ucl de metabisulfito de sodio disueltos en 10 ul 	de 
buffer. La purificación se realizó por cromatografia en columna sobre 
sephadex 6-10 utilizando como eluyente buffer 
PO4  SO mM ron 0.25% de BSA. 

La mezcla de incubación contuvo SO ul de anticuerpo R2 (1:20,000-
1:40,000 dilución final) díluído en le buffer de RIA (PO SO mM, NaC1 
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150 mM, albúmina 0.25%), 50 ul de 	131I-TRH (aprox. 7000 cpm)y el 
residuo del extracto de tejido resuspendido en 200 ul o el residuo del 
medio resuspendido en 400 ul de buffer de RIA sin NaCl. 	Después de 36- 
48 h de incubación a 42 C el complejo TRH-anticuerpo fué precipitado 
con etanol absoluto (80 final). La sensibilidad del ensayo (90% B/Bo) 
fué de 10 pg. 

9- Radioinmunoanáli sis de T3 

La T3 fué cuantificada por radioinmunoanálisis en el laboratorio del Dr. 
C. Valverde de acuerdo al método descrito en Dutrem y col 1978 

10- Determinación de la actividad de PSA II en células adenohipofisarias 
en cultivo 

Las células dispersas (la metodología de dispersión se describe en el 
articulo 2) fueron sembradas a 1 'millón por pozo y se adicionó hormona 
tiroidea (concentración indicada). 	Los cultivos de 4 días con la T3 
adicionada fueron llamados "control" a diferencia de los pozos que 
fueron pretratados con diferentes compuestos con el objetivo de 
estimular la formación de segundos mensajeros intracelulares que fueron 
llamodos cultivos "tratados". 

En un primer intento de evaluación de la actividad enzimática probamos 
3 concentraciones de hormona tiroidea (10-7  110-8 1  10-9  ) en dos medias 
diferentes DMEM y PEIS 	(Mg++, Ca++, glucosa) obteniendo resultados más 
reproducibles en PBS, solamente para la determinación de la actividad 
enzimática. 

La duración del pretratamiento de las células con los diferentes 
compuestos fué muy variada ya que se inentó hacer un tamizado de las 
moléculas biológicas relacionadas de alguna manera con la secreción de 
PRL y que pudiesen estar involucradas en el mecanismo de regulación de 
PGA II. 	A continuación se listan los compuestos y tiempos de 
preincubación con los diferentes efectoresl  previo a la determinación de 
la actividad enzimática: 

Tratamiento 
	

tiempo(min) 
	

concentración (M) 

TPA 
A23187 
Forskolina 
4-Br AMPc 
Bromocriptina 
Melitina 
Alto potasio 

Péptidos 

AII 
SRIF 
VIP 

15,60 
15,60 
15,60 

10-6 

lo-6  
lo-6 



De acuerdo a los resultados obtenidos en el experimento anterior, se 
eligieron aquellos tratamientos .que presentaron algún efecto sobre la 
actividad de PGA II con el diseRo experimental descrito a continuación: 

TPA(10-6) cinética de 5-120 mih y toda 1 noche(o.n.) 
Bromicriptina dosis respuesta 10-9  -10-6  M 
Melitina (0.5 uq/ml) cinética de 5-30 min 
Forskolina (10-5  ) 120 y 180 min 
Estrógenos 10-9  y 10-1°  
Estrógenos sobre cultivos tratados o.n. con TPA 
Bromocriptiga (10-7) sobré cultivos tartados o.n. con 

PTX (100 ng/ml) 
PTX / TPÁ (10- ) 

TPÁ sobre cultivos tratados o.n. con 

A II (10-6) 
TRH (10-6) 

Angiotensina II sobre cultivos tratados o.n. con 

A II 
TPA 

TRH sobre cultivos tratados (D.n. con TRH 
TPA / A II sobre cultivos tratados o.n. con TPA 



1- Optimización del método de obtención de membrana 

Para determinar las condiciones experimaantales que permitieran una 
adecuada cuantificación de la PGA 11 se comparron primero los métodos 
de obtención de membranas (corto contra largo). Se realizó una cinética 
a diferentes concentraciones de proteína con el objeto de deíinir .  las 
condiciones de linearidad que aproximaran a velociadad inci.:A; esto se 
hizo en presencia de inhibidores de las enzimas solublz (bacitracina 
para la PPCE y N-etilmaleimida para la PGA 1); en incubanes paralelas 
se estudió también el efecto de inhibidores específicos de estas enzimas 
(ZPP y CPNH). 	La fig 1. y 2 muestran que no hay diferencia entre el 
método corto y el largo en un rango de 0.68 a 2.88 mg / ml de proteína. 

La actividad de la PGA 11 cuantificada directamente en el homagenado 
(homogeneización por vástago) fué lineal en un rango de proteína más 
restringido 0.6-1.2 mg /m1; no se observaron diferencias por el uso de 
inhiibidores específicos o no especificas (fiq 2). 

Se comparó también el método de homogeneización: vástago contra 
son icador; en las preparaciones membranales cuya homogeneización se hizo 
con sonicación y procesadas por el llamado•método "corto" la actividad 
fué 4 veces mayor que en el resto de las preparaciones utilizando el 
inhibidor específico y 2 veces mayor con el uso de inhibidor no 
especifico (tabla 1). Se elegió así la homogeneización por sonicación 
y el método corto de preparación de membranas. Debido a la dificultad de 
obtener cantidades suficientes de los inhibidores específicos decidimos 
utilizar los no especificas conociendo que la evaluación de la actividad 
enzímática de esta manera darla valores numéricos que son la mitad de 
aquellos obtenidos con el uso de inhbidores especificas. 

Determinación de la actividad de la tiroliberinasa 

La evaluación de la actividad de tiroliberinasa en las condiciones 
reportadas (E{auer 	1976) no dieron resultados reproducibles en los 
ensayos realizados en el laboratorio, por lo que la actividad de la 
enzima sérica fué evaluada en diferentes soluciones. 	La figura 3 
muestra que la ausencia de inhibidores (exista o no DTT) provocó que la 
formación de 3H-His-Pro-NH2 no fuera lineal a lo largo del tiempo. 	La 
tabla 2 	indica que es en las soluciones 3 y 4 (sin y con DTT 
respectivamente, pero en presencia de inhbidores de las enzimas 
solubles) donde la actividad de la tiroliberinasa es aproximadamente 
lineal . 	En base a estos resultados elegimos la solucción 3 (Tris-H01 
/ Bac-Nem) para la evaluación de la actividad de la enzima sérica. No se 
observó diferencia por la temperatura a la cual fué colectada la sangre 
para la obtención de suero (tabla 2). 
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1- Optimización del método de obtención de membranas 

Para determinar las condiciones experimentales que permitieran una 
adecuada cuantificación de la PGA 11 se compar9ron primero los métodos 
de obtención de membranas (corto contra largo). Se realizó una cinética 
a diferentes concentraciones de proteína con el objeto de definir las 
condiciones de linearidad que aproximaran a velociadad inicial; esto se 
hizo en presencia de inhibidores de las enzimas solubles (bacitracina 
para la PPCE y N-etilmaleimida para la PGA 1); en incubaciones paralelas 
se estudió también el electo de inhibidores específicos de estas enzimas 
(ZPP y CPNH). 	La fiq 1 y 2 muestran que no hay diferencia entre el 
método corto y el largo en un rango de 0.68 a 2.88 mg / ml de proteína. 

La actividad de la PGA 11 cuantificada directamente en el homogenado 
(homogeneización por vástago) fué lineal en un rango de proteína más 
restringido 0.6-1.2 mg /m1; no se observaron diferencias por el uso de 
inhiibidores específicos o no específicos (fiq 2). 

Se comparó también el método de homogeneización: vástago contra 
sonicador; en las preparaciones membranales cuya homogeneización se hizo 
con sonicación y procesados por el llamado método "corto" la actividad 
fué •4 veces mayor que en el resto de las preparaciones utilizando el 
inhibidor específico y 2 veces mayor con el uso de inhibidor no 
espedífico (tabla 1). Se elogió así la homogeneización por sonicación 
y el método corto de preparación de membranas. Debido a la dificultad •de 
obtener cantidades suficientes de los inhibidores específicos decidimos 
utilizar elos no específicos conociendo que la evaluación de la actividad 

• enzimática de esta manera daría valores numéricos que son la mitad de 
aquellos obtenidos con el uso de inhbidores específicos. 

Determinación de la actividad de la tiroliberinasa 

La evaluación de la actividad de tiroliberinasa en las condiciones 
reportadas (Bauer 	1976) no dieron resultados reproducibles en los 
ensayos realizados en el laboratorio, por lo que la actividad de la 
enzima sérica fué evaluada en diferentes soluciones. 	La figura 3 
muestra que la ausencia de inhibidores (exista o no DTT) provocó que la 
formación de 3H-His-Pro-NH2 no fuera lineal a lo largo del tiempo. 	La 
tabla 2 	indica que es en las soluciones 3 y 4 (sin y con DTT 
respectivamente, pero en presencia de inhbidores de las enzimas 
solubles) donde la actividad de la tiroliberinasa es aproximadamente 
lineal . 	En base a estos resultados elegimos la solucción 3 (Tris-HC1 
/ Bac-Nem) para la evaluación de la actividad de la enzima sérica. No se 
observó diferencia por la temperatura a la cual fué colectada la sangre 
para la obtención de suero (tabla 2). 



3- Actividad de PGA en condiciones de hipo, hiper o eu- tiroidismo 
Algunos de estos resultados se encuentran en la publicación 1 y solo se 
mencionaran brevemente. 

a- Actividad de la PGA I (enzima soluble) 

La tabla 3 	muestra 	la actividad de PGA I evaluada en animales 
hipertiroideos; 	en ningún, tejido se observaron cambios debidos al 
tratamiento con T3 	durante 7 días comparado corv.la respuesta 'de los 
tejidos sin tratamiento. 

b- Actividad de la PGA II (enzima membrana') 

Es en la Adenohipófisis (uno de los órganos blanco del TRH) donde se 
observaron los cambios más significativos; durante. el hipotiroidismo, 
ésta disminuye (80%) y se incrementa durante el ' hipertiroidismo 
(367%)(tabla 4). 	Los efectos de la hormona tiroidea sobre la actividad 
enzimática se observan desde las 12 h después su administración; la 
actividad de la PGA II sigue incrementandose a lo largo del tratamiento 
alcanzando su máximo a los 3 días tras lo cual parece estabilizarse, 
para-  disminuir un poco a los 7 	días 	de 	administración de T3 
(fig 4). La dosis a la cual se observó un efecto significativo fué de 10 
ug de T3 	/ 100 g de peso corporal, aunque del análisis de la curva 
dosis respuesta se presume que dosis menores provocarían ya un efecto 
sobre la actividad de la enzima. 	Es notable que la actividad parece 
aumentar sin alcanzar un máximo por lo menos hasta 40  ug / 100 g p.c.-
de T3  (fig 4). 

Como se indica en el articulo 	la terapia restitutiva en animales 
hipotiroideas muestra que dosis de 3.2 ug / 100 g p.c. recuperan la 
actividad de PGA II encontrada en animales eutiroideos (verificando el 
estado tiroideo mediante RIA de T3  en sangre). 

A nivel del SNC la actividad de la enzima membrana' en algunas regiones 
(tabla 4) no parece responder al tratamiento hormonal. 	Aunque en el 
caso del núcleo arcuato-eminencia media se observó tendencia al aumento 
en la actividad de PGA II en animales hipertiroideos, este cambio queda 
en el limite de la sianificancia estadística. 
La actividad de la PGA II evaluada en la corteza de animales 
hipertiroideos parece resistente al cambio ya que ni en la curva dosis 
respuesta ni en la cinética a lo largo de 7 días se observaron cambios 
significativos (fig 5); el ligero incremento "relativo" en la 
actividad de la enzima observada al septimo día es debido a que el valor 
numérico del control en este día es menor aunque no difiere de manera 
significativa del resto de los controles. 

En contraste la actividad de la PGA II evaluada en el lóbulo olfatorio 
durante la terapia restitutiva se' incrementó de acuerdo a la dosis de T3 
administrada (tabla 5). 



4 Actvidad de Tiroliberinasa 

Como se mencionó en la introducción, la actividad de la enzima sérica 
varía en los diferentes estados tiroideos por lo que se utilizó como 
control. 	Confirmamos que la actividad de la tiroliberinasa se 
incrementa durante el hipertiroidismo y disminuye en el hipotiroidismo. 
A diferencia de la enzima hipofisaria a tiempos de tratamiento de 12 a 
24 h no hubo incremento sienificativo de esta actividad; es a los 3 días 
(no evaluada entre 24 y 72 h) de tratamiento que ésta aumentó. 	La 
máxima actividad se observó a los S días de tratamiento para después 
disminuir a los 7 días (f id 6). 

La dosis mínima de T3  a la cual responde la tiroliberinasa fué de 20 ug 
/• 100 g p.c. La magnitud de 	respuesta de la tiroliberinasa a las 
hormonas tiroideas es menor que aquella de la adenohipófisis cuando los 
animales son llevados del estado eutiroideo al hipertiroideo (los 
cambios en la curva dosis-respuesta fueron menores para la enzima 
sérica) (fig 6). 

El comportamiento de la tiroliberinasa durante la terapia restitutiva 
con 	T3  fué diferente al -mostrado por 	la adenohipófisis; la 
disminución observada durante el hipotiroidismo es menor a la observada 
en la PGA II (solo 35% de disminución contra 80% en la adenohipófisis). 
La dosis mínima de T3  ensayada (1.4 ug /100 g p.c.) restituye y 
sobrepasa la actividad de PGA II presente en los animales eutiroideos 
(fig 7). 

5- Efecto de T3  adicionada "in vitro" sobre la actividad de PGA II 

Algunas enzimas requieren de cofactores para expresar su actividad, 
éstos pueden ser iónes mono o divalentes o bien biomoléculas de tamaño 
molecular variable. Para estudiar un posible efecto de la T3 como 
cofactor t 	a traves de un mecanismo no mediado por síntesis de la 
enzima, estudiamos su efecto "in vitro" sobre la actividad de la PGA II. 

Tomando en cuenta la concentración de T3  cuantificada por RIA en el 
suero de animales en los diferentes estados tiroideos, adicionamos la 
concentración correspondiente de T3 a las preparaciones membranales en 
el ensayo de PGA II. 	La figura 6 	muestra que en ningún caso 
obtuvimos cambios en la actividad de la PGA II bajo estas condiciones. 

6- Cuantificación de TRH por RIA 

Ya que en condiciones de hipo e hipertiroidismo la actividad de PGA II 
cambió en la adenohipófisis estudiamos la posibilidad de que se tratara 
de una respuesta enzimática a incrementos o decrementos en la cantidad 
de sustrato de acuerdo al estado tiroideo. 	Cuantificamos el contenido 
de TRH en los difrentes tejidos estudiados en actividad de PGA II. 	En 
condiciones de hipotiroidismo encontramos cambios en TRH únicamente en 
el hipotálamo (tabla 6). 

e 



7- Liberación de TRH 

Se realizaron 2 experimentos con diferente manera de provocar el 
hipotiroidismo; el primero fué con 1311 (Ponce y col. 1988, experimento 
2 de tabla 6) y la liberación fué evaluada en hipotálamo medio basal en 
rebanadas. La tabla 7 	muestra que con esta estrateoia no se observaron 
cambios en la cantidad de péptido liberado. 	Es importante recordar que 
esta manera de provocar el hipotiroidismo permite que el animal 
permanezca en "espera" periodos de tiempo largos hasta alcanzar 	esta 
condición. 	

› 

En el segundo experimento los animales fueron llevados al estado 
hipotiroideo mediante la administración de propil tiouracil en el agua 
para beber durante varios días (PTU, agente goitrogénico que disminuye 
la actividad de la glándula tiroides) . 	La liberación de TRH fué 
evaluada a partir de eminencia media; la tabla 8 muestra la diferencia 
en la concentración de TRH liberado al medio de incubación tras 
estimulación por alto potasio y el basal. Unicaménte a los 3 días de 
administración de PTU se observó incremento significativo de la 
liberación del péptido, a tiempos de administración mayores no se 
observaron cambios. 

8- Determinación de la actividad de PE II en células adenohipofisarias 
en cultivo 

Las hormonas tiroideas retroalimentan el eje hipotálamo-hipófisis-
tiroides afectando la actividad celular de sus componentes. Los efectos 
se manifiestan a nivel hipotálamico sobre la síntesis y posiblemente la 
liberación del TRH; mientras que a nivel hipofisario las hormonas 
tiroideas cambian la capacidad de respuesta de las células blanco -del 
péptido alterando los procesos biosintéticos de la célula hipofisaria 
asa como la degradación del TRH. Este mecanismo de retroalimentación.  
del eje implica que las hormonas tiroideas sean transportadas en la 
sangre hasta alcanzar los órganos que afectan. 

Existe una variedad de péptidos hipotalámicos que alcanzan la 
adenohipófisis y afectan las secreciones de la glándula; esta actividad 
requiere de receptores mernbranales que acoplados a diversos electores, 
veneran 	segundos 	mensajeros 	responsables 	de 	los 	procesos 
intracelulares.Este mecanismo generador de seoundos mensajeros podría 
representar para la célula la posibilidad de regular los procesos 
degradativos del péptido de manera más rápida y local. 	Con el objeto 
de explorar esta posibilidad,se estudiaron los efectos de los compuestos 
que afectan la secreción hipofisaria sobre la actividad de la PGA II. 
Se eligieron familias de compuestos relacionados a la activación de la 
PLC y a incrementos en: (MPc, calcio intracelular y ácido araquidónico. 
También se evaluó el efecto de péptidos que al afectar alguna de la(s) 
vía(s) antes mencionada(s) provocan la secreción de prolactina. 

Se estudió el efecto que los estrógenos provocan sobre la actvidad 
enzimática. Finalmente se evaluó el efecto de la toxina pertussis 
(posible participación de una proteína Si, Go) sobre la actividad de PGA 
II. 

La figura 9 muestra la actividad de PGP II determinada en células 
adenohipmfisarias en cultivo de 4 días; 	tal actividad fué determinada 
en dos medios diferentes DMEM y PBS. 	La actividad de PG( II fué 
ligeramente menor cuando se determinó en DMEM para todas las 



concentraciones de T3  utilizadas. 	Con estos resultados elegimos el 
PBS como medio para la determinación de la actividad de PGA II y 10-8 de 
Tra. 

Las manipulaciones que provocan cambios en la concentración intracelular 
de calcio no cambian (o lioeramente) la actividad de la PGA II; el 
A23187 (ionóforo cálcico) no cambió la actividad de PGA II evaluada a 
los 15 y 60 min (tabla 10)..L.a. despolarización por K-1-  provocó un. ligero 
cambio en la actividad aunque ésta solo fué evalUada a un. tiempo de 
estimulación (tabla 9). 

El imcremento en AMPc ya sea administrando directamente el análogo no 
degradable 4-Br AMPc o, estimulando la subunidad cata“tica de la 
adenilato ciclasa con . forskolina tampoco parecen provocar cambios 
significativos en la actividad de PGA II (tabla 10). 

El tratamiento con el éster de forbol Tpn que mimetiza los efectos del 
DG producido en la célula tras activación de la fosfolipasa C, provocó 
cambios sorprendentes en condiciones de depleción de la actividad de la 
cinasa C. 	El tratamiento prolongado (14-16 h) con TPA resulta en una 
fuerte disminución de la actividad de PGA II de aproximadamente 51% 
(tabla 11). 

El tratamiento prolongado .(14-16 h) de las células con estrógenos 
parece "amortiguar" el efecto provocado por el TPA, ya que en las 
células ,retratadas con E2  /TPA la inhibición de la actividad de la PGA 
II es menor (E, /TPA 23% Vs TPA 51% de inhibición), mientras que el 
tratamiento con E?  10-9 provocó un ligero incremento en la actividad 
enzimática (tabla 12). 

De los péptidos estudiados ninguno provocó cambios significativos de la 
actividad de PGA II cuando se incuba por tiempos cortos (lh 30min), 	si 
bien ellos estimulan la actividad de la PLC (A II), de la AC (VIP) a 
provocan la inhibición de esta última (SRIF) (tabla 13). 

La incubación con dos de los péptidos que provocan la activación de la 
PKC provocaron a tiempos largos, efectos diferentes a aquellos 
provocados por el TPA. 	En el caso del tratamiento con A II no parece 
haber más que un linero incremento en la actvidad de la PGA II mientras 
que el TPA provocó disminución de aproximadamente 50% (tabla 14). 
Cuando las células fueron tratadas con TRH (14-16 1- ),1a actividad de la 
PGA II se inhibe pero en menor proporción que la provocada por el TPA 
(tabla 14). 

Es claro en este momento que el ácido araquidónico participa en el 
complejo sistema de regulación de la actividad hipofisaria. 	En nuestro 
modelo, la melitina (enzima que activa la PLA, incrementando la 
concentración de ácido araquidónico) incrementa la actividad de la 
enzima a tiempos cortos de estimulación (5 y 15 min) misma que tiende al 
valor control a tiempos superiores (fig 15). 

La bromccriptina (BC) el agonista dopaminérgico provocó grandes cambios 
en la actividad de PGA II con 30 min de tratamiento, dosis de 10-8  M 
disminuyeron la actividad 21% mientras que 10-6  hasta 64 % respecto al 
control (tabla 16). El pretratamiento de la células con IAP (14-16 h) no 
parece modificar la respuesta de la BC ya que la inhibición de la 
actividad de la PGA II observada en células tratadas con IAP es 
liaeramente mayor a aquella provocada por la PC sola (tabla 17). La 
acción conjunta del IAP/TPA sobre las células, muestra un efecto mayor 



a aquel provocado por el TPA (tabla 17). 



• 

Fig. 1 Cinética de la actividad de PGA II determinada en fracciones 
membranales con diferente concentración de proteína, prepa- 
radas por el método corto (a,b) o método largo (c,d). 	Las 
membranas fueron incubadas en presencia de bacitracina y E-
etilmaleimida (inhibidores inespecíficos de las enzimas so-
lubles PGA I y PPCE) (a,c y d) o PD 	y Z-pro-prolinal (in - 
hibidores específicos) (b). La actividad esta expresada en 

cpm x 10 3  de His-Prc-NH
7 

produciéo. La actividad enzimáti 
cs se detrmin6 en presencia de 10 Mde TRH y 100,000 cpm de 
H -pro-TM. 
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Fig. 	Cinética de la actividad de PGA II determinada directamente 
en el homogenado en presencia de los inhibidores no especí- 
ficos (a) o específicos (b). Actividad enzimática de 	PGA• 
II en homogenado (c) y en preparaciones unembranales prepara 
das por el 1-:átodo corto (d) calculadas a partir de la fig 
a y  b  y  de 1eyba30 min. 
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V corto NE 	 616 

V corto E 	 560 

V largo NE 	 610 

Hom 	NE 	 510 

Hom 	E 	 626 

Son 	NE 	 1271 

Son 	E 	 2490 

Tabla 1 Comparación de diferentes métodos de 
homogeneización y obtención de membra- 
nas. Actividad total de PGA II en ce- 
rebro de rata (pinol de His-Pro-NH2 / 
mira) ; V: homogeneización con vástago, 
Son: sonicador, Hom: homogenado, NE: a- 
dición de inhibidores no específicos de 
las enzimas solubles, E: adición dein- 
hibidores específicos (n=2). 
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Determinación de la actividad de Tiroliberinasa en diferentes buffers 

tiempo 
(min) 

1 2 3 4 

4 22 4 22 4 22 4 22 oc 

15 163 294 285 200 304 275 287 283 x 10
-3 

60 42 58 63 62 243 231 226 256 

120 4 15 18 12 170 173 175 211 

Tabla 2 Actividad especifica de tiroliberinasa (pmol/min/mg prot). La 
sangre fué colectada a 4 o 22 °C y coagulada durante 2h a 4 °C 
y tras centrifugación a 5,000 rpm durante 15 min se recuperó el 
suero. El suero fuá diluido 1:3 con Tris-HC1 100 mM pH 7.6 

1: Tris-HC1 100 mM 	 buf 1 + Bac/Nem 

2: buf 1 + DTT 0.5 mM 	 4: buf 2 + Bac/Nem 
2.5 mM 



Actividad de PGA I evaluada en animales hiper 
tiroideos. 

Adenohipófisis 90 + 	13 (4) 

N.arcuato-E.media 95 + 	60 (8) 

Resto del hipotal. 89 + 	17 (8) 

N.accumbens 140 + 	27 (8) 

Tabla 3 La actividad de PGA I se determinó 
en fracciones solubles de tejidos 
de animales hipertiroideos trata -
dos durante 7 días con 20 ug / 100 
g de p.c. de T3 . Los datos son el 
porcentaje respecto al control no 
tratado, X + SEM, n se indica 	en 
paréntesis.- 

Actividad de PGA II en animales hipertiroideos 

Adenohipófisis 367 + 52 (7)  

N.arcuato E.media 198 + 46 (5)  

Resto del hipotal. 107 + 10 (6)  

N.accumbens 104 + 	6 (5) 

Tabla 4 La actividad de PGA II se determinó 
en fracciones membranales de teji -
dos de animales hipertiroideos. Los 
resultados son el % de la actividad 
específica con respecto al control 
sin tratamiento, X + SEM, n se indi 
ca entre paréntesis. 

en. 



Fig. 4 Actividad específica (pinol His-Piú-NH2  /min/mg prot) de 
PGA II durante el hipertiroidismo. A: cinética de 	la 
respuesta; B: curva dosis respuesta. Los animales fue-
ron inyectados con 20 ug /100 g de p.c. de T. (a) o la 
concentración indicada (b). Los datos representan la 
X'+ SEM (n=4). 
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Fig. 5 Actividad específica de PGA II en corteza de animales 
hipertiroideos. Los animales fueron tratados durante 
el tiempo indicado con 20 ug / 100 g de p.c. de T3  

(A) o diferentes dosis (B). A: cinética de la activi 
dad de PGA II (n=3); B: curva dosis-respuesta (n=4).̂   

Los datos son la X + SEM. 
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Actividad de PGA II en lóbulo olfatorio de anima-
les hipotiroideos y terapia restitutiva con 

* * * 
Hipotiroideo 0.74 + 0.061 

Eutiroid'eo 0.53 + 0.081 

Hipo + 1.4 ug T3  0.91 + 0.086 

Hipo + 3.2 ug T3  1.0 + 0.162 

* * 
Hipo + 6.4 ug T3  1.16 + 0.109 

Tabla 5 Actividad específica de PGA II (pinol de 
His-Pro-NH2 

/min/mg prot). Los animales 

fueron llevados al estado hipotiroideo 
por tratamiento con PTU (250 mg / lt de 
agua) durante 7 días. A partir del esta 
do hipotiroideo se administró la dosis 
de T

3 
indicada. Los datos son la 

X + 	SEM (n=4). 



Fig. 6 Actividad específica (pmol de His-Pro-NH2  /min/mg pros) de 
tiroliberinasa durante el hipotiroidismo. A: cinética de 
respuesta; B: curva dosis-respuesta. Los animales fueron 
inyectados con 20 ug/100 g p.c. de T3  o con la dosis indi-
cada (b). Los datos son la X + SEM de 6 determinaciones 
independientes. 
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wztic +i 	

Liberación de TRH de hipotálamo medio basal 

TRH 
'pg/ mg prot 

CONTROL 295 + 	48 (3)  

TRATADO 264 + 	52 (4)  

Tabla 7 La liberación de TRH fué evaluada co 
mo se describe en materiales y méto-
dos. Los animales fueron llevados 
al estado hipotiroideo por adminis - 

tración de 
131

1 y dieta baja en iodo. 
Los datos son la X + SEM, n se indica 
entre paréntesis. - 

Liberación de TRH de eminencia media de animales 
hipotiroideos 

días de trat. 
con PTU 

TRH estimulado -
TRH basal (pg) 

0 28 + 	4 
1 54 14 
3 67 + 	7 * * * 

7 29 + 	8 
10 53 + 	14 

Tabla 8 Los animales recibieron en el agua para 
beber PTU (250 mg/ it). La liberación 
fué evaluada como se indica en material 
y métodos. Los datos son la X + SEM, 
(n=4). 



pg/órgano pg/ mg prot. 

Hipotálamo 	C 4902 + 301 ( 	7) 1002 + 	60 

T 6048 + 420 (13) 1300 + 	86 *** 

N.aracuato- C 558 + 	89 ( 	3) 6278 + 1152 

E. media 	T 508 + 144 ( 	9) 4066 + 	730 

S.lateral- 	C 1011 + 	80 ( 	5) 399 + 	33 

N.accumbens T 1121 •4- 	132 (11) 406 + 	52 

Adenohip. 	C 64 + 	15 ( 	3) 43 + 	9 

T 57 + 	3 ( 	7) 39 + 	10 

Neurohip. 	C 135 + 	29 ( 	6) 625 + 	156 

T 88 + 	15 (13) 390 + 	60 

L.olfat. 	C 4504 + 553 ( 	5) 533 + 	83 

T 4025 334 ( 	9) 412 + 	35 

Tabla 6 Contenido de TRH medido por radioinmunoanálisis 
en animales control (C) e hipotiroideas (T). Los 
datos son la X + SEM, n se indica entre parénte-
sis. 
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Actividad de PGA II en células adenohipofisarias en cultivo 
en presencia del ionóforo A 23187 o alto potasio. 

	

min 	control 	alto potasio 	A 23187 

	

15 	100 + 6 (10) 	 106 	(2) 

	

30 	100 	( 2) 140 + 2 (3) 

	

60 	107 + 7 (10) 	 118 + 3 (3) 

• 

Tabla 9 Las células fueron estimuladas durante el tiempo 
indicado con A 23187 (1 uM) o potasio (56 mM). 
Los datos son el porcentaje de la actividad espe 
cífica con respecto al control (c=100%), X + SEM 
n, se indica entre paréntesis. 

Efecto de la estimulación del sistema adenilato ciclasa so-
bre la actividad de PGA II en células en cultivo 

	

min 	control 	 Fk 	 8-Br AMPc 

	

15 	100 + 6 (10) 	113 + 12 (3) 	79 + 4* (3) 

	

60 	107 + 7 (10) 	98 + 14 (3) 	126 + 8 (3) 

	

120 	100 + 4 ( 4) 	110 + 	6 (3) 

	

180 	100 	( 2) 	112 + 	7 (3) 

Tabla 10 Las células fueron estimuladas durante el tiempo in 
dicado y la PGA II determinada en preséncia de los 
compuestos, forskolina (Fk, 10 uM) y 8-Br AMPc 
(100 uM). Los datos son la X + SEM del porcentaje 
de actividad con respecto al control, n se indica 
entre paréntesis. 



Actividad de PGA II en células en cultivo, efecto del TPA 

tiempo 
min 

control TPA 

0 100 + 	(2) 91 (2) 

5 100 + 5(3) 95 (2) 

15 100 +10(3) 92 (2) 

30 101 (.2) 116 + 3 (3) 

60 100 + 4(4) 106 + 1 (4) 

90 102 (2) 91 (2) 

120 100 + 4(4) 95 + 6 (4) 

o.n 100 + 6(6) 49 + 3 (6)*** 

Tabla 11Las células fueron tratadas con TPA (1 uM) duran-
te el tiempo indicado (o.n 14-16h). Los resulta-
dos estan expresados como el % de actividad con 
respecto al control, X + SEM. 

Actividad de PGA II en células en cultivo pretratadas con 
estrógenos 

E
2 

10
-9 

E2 10
-10  

TPA/E
2
10
-9 

TPA/E

2 

 10
-10  

TPA 

control 

100 

100 

100 + 6 

100 + 6 

100 + 6 

(2) 

(2) 

(4) 

(4) 

(6) 

pretrat(14-16h) 

124 	 (2) 

89 	 (2) 

77 	 (2) 

54 	 (2) 

49 + 3 	(6)*** 

Tabla 12 Las células fueron pretratadas con estrógenos, 
TPA o ambos. El % de actividad fué calculado 
contra su propio control no tratado, X + SEM. 



Actividad especifica de PGA II en células en cultivo 

15 	 60 	min 
CONTROL 	100 + 6 (10) 	107 + 7 (10) 

A II • 	107 + 4 ( 3) 	92 + 6 ( 3) 

	

3) 	113 + 6 ( 3) 

	

3) 		121 + 3 ( 3) 

SRIF 92 + 17 ( 

VIP 98 + 11 ( 

Tabla .13 Las células fueron incubadas con el péptido 
durante el tiempo indicado. Los datos repre 
sentan el % de actividad con respecto al con 
trol, X + SEM. 

Actividad de PGA II en células adenohipofisarias en cultivo 
en presencia de melitina (activador de la PLA2 ) 

min control melitina 

5 100 + 	5 ( 3) 128 + 	6*(3) 

15 100 + 10 ( 3) 137 + 	8*(3) 

30 100 + 	6 ( 5) 110 + 	9 	(3) 

60 107 + 	7 (10) 112 + 	2 (3) 

Tabla 15 Las células fueron tratadas durante el tiempo in- 
dicado con melitina (0.5 ug/m1). Los datos son 
el % de actividad respecto al control, X + SEM. 



Actividad de PGA II en células adenohipofisarias en cultivo 
Efecto del pretratamiento con TRH ,A II o TPA. 

tratamiento control 

TPA 

pretratamiento 

.TPA/ AII 93 + 	6 (4) 50 + 	2 (4)*** 

A II 100 + 	2 (6) 44 + 	2 (4)*** 

TPA 100 + 	6 (6) 49 + 	3 (6)*** 

A II 

A II 100 + 	2 (6) 115 (2) 

TPA 100 + 	6 (6) 120 (2) 

TRH 

TRH 100 (2) 72 (2) 

TPA 100 + 	6 (6) 75 (2) 

Tabla 14 Las células fueron pretratadas 14-16 h con TRH, A II 
o TPA (luM). Los datos son la X + SE1 de la activi-
dad de PGA II en presencia de A II o TPA (tratamiento). 



Dosis respuesta de la actividad de PGA II en células 
adenohipofisarias en presencia de bromocriptina, aná 
logo dopaminérgico (BC).- 

	

CONTROL 
	

100 + 6 (5) 

	

BC 10-9 
	

112 + 6 (3) 

	

" 10-8 	
79 + 2 (3)** 

	

10
-7 	

74 + 8 (3)* 

	

11 10
-6 	

36 + 5 (3)*** 

Tabla 16  El agonista dopaminérgico fué adicionado 
30 min antes de la determinación de la 
actividad enzimática. Los datos son el 
% de actividad respecto al control, 
X + SEM. 

Actividad de PGA II. Efecto de la bromocriptina en células pretrata-
das con TPA (éster de forbol activador de PKC) o PTX (t. pertussis). 

control PTX PTX/ TPA 

control 100 + 	2 (4) 91 (2) 36 (2) 

BC 10-7 86 + 	6 (4) 69 (2) 31 (2) 

TPA 100 + 	6 (6) 47+ 4(4)*** 

Tabla 17 Las células fueron pretratadas (14-16h) con TPA (1 uM)/ PTX 
(100 ng/ml) o PTX, Los datos son la X + SEM del % de actividad. 
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El funcionamiento integral del organismo implica una intensa 
comunicación entre los diferentes sistemas que lo componen. Entre ellos 
es necesaria la comunicaCión constante entre ..los órganos que se 
encuentran constituidos por diversos tejidos y exigen que el conjunto 
celular trabaje en coordinación para responder a las necesidades 
puntuales y/o a larga duración que la homeostais del organismo demanda. 

El sistema neuroendócrino es un complejo constituido pbr diversos 
tejidos regulados por, una amplia gama de biomoléculas. 	Uno de los 
mecan ismos de 	regulación del sistema se ejerce, 	a traves de las 
hormonas cuya liberación depende de las secreciones hipofisarias; las 
hormonas de los órganos blanco pueden afectar el sistema tanto a nivel 
hipofisario como hipotalámico cambiando la actividad sintétita, 
secretora o degradativa de las células, efectuando asi su papel 
retroalimentador sobre el sistema neuroendócrino. 

El papel regulatorio de las hormonas periféricas ha sido evaluado 
utilizando estrategias experimentales que • provocan cambios poco 
fisiológicos de las concentraciones hormonales. Sin embargo es esta 
estrategia la que ha permitido evidenciar la participación de las 
hormonas periféricas en el control de la actividad celular. 

Nuestros resultados muestran que en la adenohipófisis y en el suero, las 
hormonas tiroideas incrementan la actividad de las enzimas que degradan 
al TRH; enzimas de gran especificidad por el tripéptido , la PGA II y 
la tiroliberinasa (Bauer y col. 1979, 1981, O'Connor y col. 1985, Elmore 
y col. 1989). 	Las características de la respuesta de estas enzimas a 
las hormonas tiroideas es diferente. 

La actividad basal de la PGA II en adenohipófisis, es ligeramente menor 
que aquella de la enzima sérica y la sensibilidad a las hormonas 
tiroideas parece también diferente ya que la misma dosis de T3 
incrementa la actividad de la PGA II en adenohipófisis 4 veces, mientras 
que en la sanare la enzima aumenta su actividad solamente 1.5 veces. Se 
ha observado el efecto inverso cuando disminuye el nivel de hormonas 
tiroideas: • el tratamiento con PTU (agente poitrogénico) disminuye la 
actividad de la PGA II 85% a los 16 días de tratamiento en la 
adenohipófisis, mientras que la enzima . sérica disminuye solo de 35% a 
40% (Bauer. 1988 y este trabajo). 	El nivel máximo de enzima sérica 
alcanza el mismo valor en actividad específica que la PGA II hipoiisaria 
solo que con 48 hr de retraso; al final del tratamiento con hormonas 
tiroideas se observa el mismo nivel de ambas enzimas . 

Simultaneamente a este trabajo, Bauer (1988), reportó una cinética 
diferente de la activación de la PGA II por hormonas tiroideas; el 
máximo de actividad está a las 24 h después de la administración de T3. 
En nuestros resultados no se observa el máximo sino 72 h después. En el 
casa de la curva dosis-respuesta, la PGA II incrementa de 	manera 
paralela a la dosis de T3 y, aunque en este trabajo se requiere de una 
dosis de T3 mayor (5 veces mayor que la reportada por Bauer) la 
actividad correspondiente a la dosis máxima es similar en ambos trabajos 
(700% Bauer Vs 800% éste). 	Existen diferencias en los protocolos de 
administración de T3 y es posible que el metabolismo de éstas tenga una 
cinética diferente lo que pudiera explicar esta discrepancia. 	Suen y 



col. 1989 observan incremento en la actividad de la PGA II hipofisaria 
solamente tras tratamiento anudo (2Lfh) con T3 pero no con tratamiento 
crónico (40 un /100 g p.c. durante 10-14 días). Es posible que entren en 
juego otros mecanismos en el control de la expresión de la PSA II 
hipofisaria en condiciones de estimulación crónica, o bién que las 
diferencias sean debidas a que estos investigadores realizan sus 
mediciones de actividad enzimática utilizando la hipófisis completa. 

Be ha propuesto que la enzima sérica y la membranal por sus similitudes 
bioquímicas tengan el mismo origen. Es posible que la enzima membranal 
fuera liberada al torrente sanouineo por algún:  mecanismo especifico. 
Los resultados de nuestro laboratorio indican que la enzima de cerebro 
no se libera cuando se incuban rebanadas de hipotálamo medio banal en 
presencia de alto potasio, sin embargo, la despolarización es un 
estimulo inespecífico que no provoca la liberación de la enzima 
membrana! y pudiera estar implicado otro por ejemplo, la estimulación de 
algún receptor específico. Esto' sucede en las membranas de hipocampo 
donde, la acetilcolinesterasa se ,encuentra asociadada a la membrana de 
las terminaciones nerviosas de manera no iónica y es la activación de la 
PLC la que conduce a la liberación de la enzima (Carrol y col. 1990). 
Este seria un mecanismo de aprovisionamiento de la. enzima sérica tras 
liberación de la enzima membranal durante la estimulación por un 
agonista determinado. 

En animales eutiroideos la actividad de PSA II en lóbulo olfatorio es 
mayor que la de la hipófisis (es importante recordar que el lóbulo 
olfatorio es una zona rica en TRH, Kreider y col. 1985); resultados 
similares fueron reportados por Buen y col. 1969, sin embargo .estos 
autores no encuentran incremento en la actividad enzimática tras 
administración de T3, contradicción que podría estar originada por el 

. tipo de animal "hipertiroideo" utilizado. Buen y col 1989 utilizan 
animales eutiroideos llevados a hipertiroidismo por administración • de 
grandes dosis de T3 durante tiempo prolongado. En nuestros experimentos 
los animales fueron llevados al estado hipotiroideo y restituidos en 
hormona tiroidea. El protocolo para provocar' hipotiroidismo •:(1311) 
implica cambios en al dieta y largos periodos de espera; quizá, .esto 
cambia las condiciones generales del ornagismo en un proceso de 
"adaptación" al nuevo estado por lo que estos resultados no pueden ser 
comparados aún sabiendo que ambos protocolos proporcionan animales 
bipertiroideos. 

Resultados previos (Buen 	y col. 1989) muestran incrementos en la 
actividad de PSA II en la corteza frontal; nuestros resultados no 
muestran cambio significativo de la actividad enzimática y quizá el 
ligero incremento observado al final de la cinética sea el resultado 
azarozo de la disección de una porción de la corteza frontal ya que 
nuestras disecciones se hicieron sin considerar ninguna región 
particular de la misma. 

Dentro de los efectos mejor conocidos de las hormonas tiroideas se 
encuentran sus efectoS sobre la síntesis de proteínas, mediados por el 
receptor nuclear (Oppenheimer y col. 1983). 	Este tipo de efectos 
requiere de un tiempo "lag" para la inducción de proteínas particulares; 
el periódo "lag" observado entre la administración de T3 y el efecto 
sobre PSA II sugiere que media un efecto nuclear de T3 involucrando 
síntesis de proteínas. Esto se apoya en la falta de efecto "in vitro" 
durante la determinación enzimática (Bauer 1988, y este trabajo). 

Estos cambios hormona dependientes no estan aislados de los que ocurren 
a otros niveles en la organización celular. El nivel de RNAm Pro-TRH asi 



como el de pro-TRH se incrementan durante el hipotiroidismo en las 
neuronas que circundan la región hipofisiotrófica y no en otros núcleos 
hipotalámicos (Segerson y col. 1987). 	Los cambios producidos por las 
hormonas tiroidea 	en determinadas zonas y no en otras, esta quizá 
relacionada al. tipo de receptor a hormonas tiroideas 	(Izumo S y col. 
1988,, Vera y col. 1989) , al metabolismo local de éstas (Fukuda y col. 
1980, Valverde y col. 1989) o bien a la presencia de factores 
regulatorios intracelulates propios de la expresión de cienes 
particulares. 

• 

Recientemente se ha caracterizado un tipo de receptor á hormonas 
tiroideas específico de la adenohipófisis (Hodin y col. 1989), lo que 
podría permitir respuestas diferenciales catacteristitas de efectos 
óroano-especifico. 	En el caso de la neurona TRHéroica, responsable de 
la actividad tirotrópica, la especificidad de respuesta pudiera estar 
también asociada al tipo de aferencias que éstas reciben (Liposits y col 
1987, Terry 1986) o bien, 	a la presencia de segundos mensajeros cuya 
capacidad de respuesta fuera diferente en determinadas zonas (como se 
ha observado en el caso de las PKCs de hipotálamo o hipófisis) (Naor 
1990). 

En áreas como el hipotálamo, estriado y cerebro medio, el TRH estimula 
la formación de AMPc sin observarse efectos a nivel de la corteza, 
hipocampo, cerebelo o médula pons; mientras que en el cerebelo, el 
péptido incrementa la hidrólisis de fosfatos de inositol sin provocar 
cambios en otras regiones del cerebro (Iriuchijima 1989). 

El efecto de las hormonas tiroideas sobre la secreción de TRH ha sido 
evaluado en diferentes modelos: 	en el nuestro, el incremento en el 
contenido de péptido en animales hipotiroideos a nivel hipotalámico, no 
esta acompaNado de incremento en el nivel de péptido liberado cuando se 
analiza la liberación proveniente del hipotálamo medio basal; sin.. 
embargo, en el hipotálamo medio basal existen terminales nerviosas que 
no estan relacionadas a la regulación de la actividad del tirótropo. 
Cuando se observa la liberación de TRH de eminencia media de animales 
hipotiroideos logramos observar un incremento en el nivel de péptido 
liberado tras estimulación por potasio. 

De manera que si consideramos todos los efectos en conjunto podriamos 
visualizar los cambios que ocurren sobre diferentes estructuras. del 
organismo: las hormona tiroideas inhiben la síntesis de TRH en la 
neuronas de la zona hipof isiotrópica; la disminución en concentración de 
T3 incrementa la cantidad de péptido liberado de la eminencia media y, 
en la hipófisis, disminuye la actividad de la enzima que lo derqrada lo 
que permitiría mayor 	efectividad del TRH que alcanza la hipófisis 
provocando la activación de la glándula tiroides, reestableciendo así 
el equilibrio del sistema. 

Ahora es claro que la actividad de la PGA II puede ser regulada por las 
hormonas del órgano blanco de la TSH, lo que podriamos denominar 
regulación de "largo alcance". Además, la actividad de la PGA II podría 
ser regulada por las neurohormonas hipotalámicas (o los mensajeros que 
ellas generan), de manera paralela (o consecuente) a la estimulación 
hormonal. 	De los mecanismos intracelulares que regulan la actividad de 
la PGA II existe poca información: en células de retinoblastoma Y-79 la 
presencia de TPA provoca la rápida disminución de la PGA II (Suen y col. 
1991 en prensa). 	En nuestro modelo de células adenohipofisarias en 
cultivo observamos un efecto solo a tiempos de tratamiento prolongados 
que de acuerdo a los resultados de Buen y col. 1990 coresponderia a 
efectos tardíos del TPA; 	éstos implican síntesis de proteína. 	A 



J;Itivicd de 
ramhinr: en 1.¿1 

TI h ; sin emhardci nueE,tro protocolo de incubación 
n 	 rjt 	z9. ID 1 e. La fosforilación e un proceso reversible y a 
tiebos tan largos como 60 mi!; es muy probable que va no observemos el 
efecto l e la fasforilación sobre la actividad de FGA T (Lrew: 198b), 

El uso del TPA para estimular la actividad de la PKI7 	aún pera  
desensibilizar a. les cd4ulas de la enima, es. un procedimiento 
farmacolocico que ninguno de 	peptidosl, que Llt.lizan la vía de la PKC 
pueden imitar. En un intento ell7 enE,avar 	especificidad de la 
disminución de la actividad de la PG(71 It por TP(L., desensibilizamos 	la 
PKC celular incubando las cel,,lulas durante 	 h con dos pep;idos que 
activzín. a la• PLC y por tanto a la PKC. 	Solo la incubación con TRH y no 
con A 11 disminuye le actividad de la. PGA 11, aunque el efecto no 
alcanza de ninguna manera _a magnitud de aquel provocado por el 	TPA. 
Esto apoya una estrecha relación entre• TRH-PGA 11 de manera específica 
ya que la (VII no provoca ningun cambio sobre la actividad enzimática y 
sí 'estimula la actividad de la PLC (Canoníco 

La inhibición de la producción de ácido araquidóníco afecta la 
secreciones hipofisarias. En este trabajo exploramos la participación 
del AA en los mecanismos de degradación del TRH.• Le adición de melitina 
(activador de la. PLA2 productora de nA) incrementa la actividad de la 
PGA II cuando se incuba por tiempos cortos. • Este podría ser el 
resultado de alouno de los efectos del f sobre lz celula; el AA posee 
actividad de•ionóforo cálcico y es posible que este ión active de alguna 
manera a la PGA 11. El análisis de los pocos resultados experimentales 
obtenidos por estimulación de las células con el ionóforo cálcico A 
23187 o con alto h+ sugieren que los cambios en concentración 
intracelular de Ca2+ afectan (activan) la actividad enzimática de PGA 
T.I. Debe recordarse que le PGA 11 es una metaloproteasa, de la quese 
desconoce el metal involucrado en la actividad. 

No parece haber participación del sistema adenilato• ciclasa en la 
regulación de le actividad enzimática ya que ni la estimulación de la 
subunidad. catalítica de la AC por forskolina ni el incremento en los 
niveles de AMPc inducen cambios en la actividad de PGA II o bien éstos 
podrian estar enmascarados por los largos tiempos de incubación con los 
compuestos. 

Utlizanda fracciones enriquecidas en los diferentes tipos celulares 
hipofisarios, Bauer 1990 localizó la enzima. PGA 11 principalmente sobre 
los lactotropos y sorprendentemente estas 	células responden a la 
activaciÓn por hormonas tiroideas. 	La aparente ausencia de PGA II en 
lo tirotropos concede mayor importancia fiSiD/ógiCZi. a la regulación de 
la actividad enzimática 	nivel del lactotropo en relación con la 
secreción de le PRL. 

Múltiples factores afectan la actividad del lactotropo, de entre ellos 
los esteroides-, juegan un papel importante tanto a nivel hipotalámico 
como localmente en la adenohipófísis (Wiklund y col. 1981 	Lieberman Y 
col, 1778) ya que ellos incrementan la síntesis, almacenamiento 
liberación de PRL. 

Los esteroides disminuyen la actividad de PGA 11 tanto "in vivo" como 
"in vitro", estos efectos parecen contraponerse en un dialogo 
concertador que modularía la secreción de PRL. n nivel hioofisarío, los 
estrócienos antadonizan las efectos de las hormonas tiraideas "in vivo" •e 
"in vitro" y aún en animales ovariectomizados se observa un fuerte 
incremento de la actividad de PGA 11 (Bauer 1988,1990). Nuestros 



resultados muestran un ligero incremento en la actividad de PGA 11 en 
células tratadas 24 h con la hormona. 	Estos resultados aunque 
contradictorios sugieren que los estrógenos requieren de mayor tiempo 
para mostrar su efecto inhibitorio sobre la expresión de PGA II (72-120 
h Bauer Vs 24 h este trabajo). 

Durante el ciclo estral, los estrógenos ejercen un efecto 
antidopaminérgico sobre los lactotropos, que muestran menor capacidad de 
respuesta a la DA durante el proestro (algunas horas después del pico 
máximo de estrógenos) y durante el diestro 	1 (D1) después del 
incremento en E2 observado la tarde del estro (EiTandi y col. 1990). 

Drouva y col 1990 muestran que algunos de los efectos de los estrógenos 
al incrementar la sensibilidad y capacidad de respuesta a nivel 
hipofisario, estan mediados por la PKC; en efecto, el tratamiento 
prolongado con estrógenos incrementa la cantidad de PKC tanto a nivel 
citoplasmático como membranal. Este efecto podría contribuir al efecto 
"amortiguador" que observamos en las células pretratadas con TPA/E2 en 
donde la actividad de PGA 11 no . disminuye tanto como en los tratados 
unicamente con TPA. 

La actividad del lactotropo esta regulada por una gran cantidad de 
factores estimulantes e inhibidores (Lamberts y col 1990); entre estos 
útimos se encuentra la DA, cuya concentración disminuye en sangre portal 
durante la succión en animales lactantes y en animales cíclicos durante 
el día del proestro, lo que coincide con la máxima secreción de PRL en 
estas condiciones (Ben-Jonathan y col. 1977, 1980). La actividad de la 
PGA II varia a lo largo del ciclo estral, observandose lCa menor 
actividad en el día del D2 y proestro , (Uribe y col. sometido), dias en 
los que disminuye también la concentración de DA en sangre portal (Ben-
Jonathan 1977,1980). 

Existen otras correlaciones interesantes entre los niveles de DA y la 
actividad de PGA 11. 	La actividad de la PGA 11, así como la de la 
tiroliberinasa, es menor en hembras que en machos (Bauer 1988) mientras 
que, tanto la síntesis como el recambio de la amina y la concentración 
de ésta en sangre portal, son menores en el macho (Len-Jonathan y col. 
1977, Demarest y col. 19611  Gudelsky y col. 1981). 

En nuestro modelo, la bromocriptina (análogo dopaminérgico) inhibe, de 
manera dependiente de la dosis la actividad de la PGA 11; esta 
inhibición no parece ser efectada por tratamiento con la toxina 
pertussis y cuando se desensibilizan las células de PKC, no se observa 
más el efecto. Dentro de las vías intracelulares que la DA inhibe 
parece ser nuevamente el influjo cálcico el involucrado en esta 
respuesta ya que cambios en el nivel de AMPc o la estimulación de la PLC 
o PKC a tiempos cortos no alteran la actividad de la PGA 11. Sin embargo 
es posible que en nuestras condiciones de cultivo e . incubación (con T3) 
estemos muy cerca de la estimulación máxima lo que nos permitiría 
observar más facilmente inhibiciones que efectos estimulatorios. 

En sinaptosomas de hipotálamo, la incubación con DA "incrementa" la 
liberación de TRH; sin embargo es posible que el incremento en el nivel 
de TRH pudiera deberse a la inhibición de la degradación de éste, ya 
que, el contenido de péptido en los sinaptosomas no cambia, lo que 
contradice la interpretación del autor de que el incremento es debido a 
la mayor liberación del péptida (Marcano de Cotte y col. 1980); además 
se ha demostrado que las preparaciones de sinaptosomas no responden a 
estímulos liberadores (Joseph-Bravo y col. 1979). 



DP1,,de el punto 	vista ♦fisiciócico r  la elipeL:ificida 	de la PGA II y su 
resulación por las hormonas tiroidea,:: y e<.  tróuei1ot da oran importancia a 
esta enzima en el control de la actividad hipofisariar Por otro lado los 
efectos del TPA (imitados parcialmente por el TRH) invitan a proponer 
que cuando se requiere del estimulo de TRH por tiempo prolongado, él 
mismo evita su degradación permitiendo mayor concentración efectiva del 
peptido alrededor de la célula blanco 

En conclusion, la actividad de la. PSA II a nivel hipofisario es 
ri.-ro.alimentada positivamente por la hormonas tiroideas aparentemente 
actuando a traves de su receptor nuclear, resultados que concuerdan con 
anuellor,, de Bauer 1987 y Buen col. 1989. 	La actividad de PSA II es 
afectada Víc:1 receptor por el mismo TRH y por 	DA E:iendo•stos fuertes 
estimulante e inhíbidor respectivamente de la secreción de PRL. A nivel 
intracelular, los incrementos• en Ca2+ (estimulan) y la disminución en 
los niveles de PKC (inhiben) afectan la actividad enzimatica. 	Es 
importante ahora. .saber si los efectos de TRH (que estimula la PLC y por 
tanto la PKC) y los de les hormonas tiroides (o la carencia de ellas) 
estan mediados por la PKC. Es necesario el estudio más profundo de los 
cambios en concentración de calcio intracelular y su efecto sobre la 
actividad de PSA II así como el mecanismo a traves del cual ésta se 
efecta. 

La importancia de la actividad de la. PSA II en el funcionamiento de las 
células blanco del TRH, el tirotropo y el lactotropo requiere de .la• 
evaluación de la actividad sPrretora de éstas en condiciones de 
inhibición de la enzima. 
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OBJETIVOS 

La inhibición de la secreción de prolactina por dopamina es un evento 
sensible a la toxina pertussis. Dentro de los mecanismos intracelulares 
relacionados a esta inhibición se encuentra la hidrólisis de 
fosfoincsitoles, la actividad de la adenilato ciclasa y la de los 
canales cálcicos dependientes de voltaje y sensibles a DHP. 	La 
• inhibición 	dopaminérgica 	de 	la 	formación 	de 	estos 	mensajeros 
intracelulares es un evento también sensible al tratamiento• con la 
toxina. 

En trabajos previos del laboratorio de Dinámica de los Sistemas 
Neuroendócrinos, U-159 del INSERM en Paris (Musset 1990)1 .se analizó la 
respuesta diferencial de las células hipofisarias a factores inhibidores 
de. la secreción; se observó que el tratamiento con. la  toxina pertussis 
revierte totalmente la inhibición de la secreción de PRL• por 
somatostatina. Por otro lado, el efecto de la toxina en la inhibición 
de la secreción de PRL por dopamina es diferente, ya que la inhbición 
dopaminéraica 	es'solo parcialmente revertida - por • la toxina 	y la 
reversión completa se observa únicamente en presencia de activadores de 
la cinasa C y, de ionóforos cálcicos. 	Una explicación 	de estos 
resultados seria la existencia de algún otro mecanismo responsable de la. 
secreción de la PRL, inhibible por DA e insensible a la PTX. 

El objetivo de este trabajo es el estudio de la producción de ácido 
araquidónico como un posible candidato al mecanismo referido. 
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En la literatura se encuentran descritas técnicas de incorporación de 
ácido araquidónico con diferentes tiempos de incubación, concentraciones 
del ácido graso radiactivo,etc., por lo que en primer lugar establecimos 
las condiciones de incorporación del ácido araquidónico en nuestros 
cultivos. 

1- Optimización de las condiciones de incorporación del 
3H-Acido araquidónico (3H-AA) 

Las células adenohipófisarias (106  células) de 5 días de cultivo fueron 
incubadas en presencia de 0.5 uC,i de 3H -AA durante diferentes periódos 
de tiempo. 	De acuerdo a la cinética de incorporación de AA (fig 1) se 
eligió un tiempo de incubación de '160 min. 

El tiempo de incubación con los diferentes agentes estimulantes fuó 
establecida en función de la respuesta obtenida en presencia de 2 
péptidos estimulantes de la secreción de PRL: el TRH y la AII. 	De 
acuerdo a la cinética de liberación de AA (en presencia de albúmina 
bóvina delipidada que al atrapar el ácido araquidónico liberado, evita 
su reesterificación) se eligió un tiempo de estimulación de 5 min ya 
que en nuestras condiciones el tiempo de estimulación superior ensayado • 
no permitió detectar ninouna liberación de AA aunque si de PRL (fig 2) . 

La liberación de AA por los péptidos estimulantes se ensayó en medio 
RPMI-1640 y en Ringer-Krebs bicarbonato (RKB) y en este último se varió 
la concentración de Mg24. 	No se observaron cambios significativos en. 
la  cantidad de AA liberado ni en la PRL secretada en los diferentes 
medios de incubación para las 3 primeras concentraciones de Mg?±  
(tabla 1). Aparentemente altas concentraciones de Mg2+ 	parecerían ser 
inhibitorias de la liberación de AA aunque no de la secreción de PRL. En 
RKB 2 mM de . Mg 21- 	ninguno de los péptidos fué efectivo en la liberación 
de AA pero si lograron estimular la secreción de PRL. 
La respuesta de liberación de AA provocada por el TRH se mostró 
dependiente de la dosis del péptido (fig 3). 

La incorporación prolongada del ácido graso radiactivo no afectó ni la 
respuesta estimulada por los péptidos ni la inhibitoria por la DA (fig 
4). 

2- Inhibición de la liberación de AA y PRL 

Coma se muestra en la figura 5 	la dopamina inhibió de manera 
dependiente de la dosis la liberación de AA. 	La inhibición dependió 
del medio de incubación utilizado 	(RPMI-1640 o RKB) asi como de la 
concentración de Mg2+ en el medio. 	La inhibición dopaminérgica de la 
liberación de AA esta acompañada de la inhibición de la secreción de 
PRL; es claro que el grado de inhibición de AA y PRL a la misma dosis 
fué diferente. 	En RKB 0.2 o 1.26 mM de Mg2+ es posible observar la 
inhibiciód inducida por la DA, sin embargo en presencia de 0.5 mM de 
Mg2+  asi como en medio RPMI cuya concentración de Mg2+  es de 0.1+06  mM 
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• dependencie que le Dr1 muE-stra del Mg2+ en la inhibición de la 
libprcirin de (r) y no de PRL, dificilmF,nte podría explicarse por c..luTibir».7, 
en i afinidd del receptor y.3 QUE 95o19 se .E.fecta por 	Mg.: uno de los 
pTo,17ea 	1ntr4cElu1are que ;P suponen mediado nor el MISMO tipo de 
re,:entr-Jr dopaminrrico. 

Se hizÓ una evJ,luación del efEcto pue1.7Jbi-e la liberación de 	AA y PRL 	• 
tienen: 	el TRH, la PI 11 y le DA (los dc15:: zir meros estimulantes y la 
últim inhibidora de la secreción de PRL )1 los compue tc.71 ou,7 cembJa,n le 
concFntr¿IciÓn intracelulax de calcio (Pk. nifedipin, A 2"7? 1 87): el nivel 
dc,  CTMc (foroUnz, 8-PrPIMPc en cultjvo control y pretratados con: 

a- El éster de forbol TPA que disminuye el nivel de 
PKO celular, tratar iento con el gue es posible 
evaluar la participación de la PKC en los proceos 
de liberación ivzi como la participación de la PLC 
ya que el tratamiento prolongado con TPA provoca la 
pérdida de la retroalimentación neaativa sobre le 
PLC. 

b-- La toxina pertussis (PTX, InP), que ADF-ribosila 
las proteínas G que participan en las respuestas 
inhibitorias dopztminéraicas que median le 
inhibición de la secreción de PRL por dooamina. 

c- El éster de forbol TPA y la toxina pertussis juntos 

Efecto dr.,  TRH. AhI DA sobre la liberación do PRL y AA 

El. TRH y le Ah I liberan PRL y AA aunque el tripéptido se muestra •más 
eficiente cuando se compara su efecto a la misma dosis. El tratamiento 
con TPA,IAP o atibas disminuye la cantidad de AA e PRL cuando se estimule. 
con AII• y no es cuando EsT hete con TRH (fip•¿7,) lo guP appya: un papel 
más importante de le. PLA 2 en •la eTtimulación de AA •por TRH y de la PLC 
para la estimulación por AII. 

La DA inhibe la liberación de PRL en condiciones besales y estimuladas 
por TRH o AlI que es bloqueada cu,ando se hace el . pretratami.ento con •IAP: 
mientras. que en todEk=, 	c condicionesla 	se observó el efecto inhibitorio 
de la, DA sobro lo liberarión ciF AA (fig 6) • Le. inhibición dopaminérdica 
de An resistente a -todos 100 trzytamientos, Eudiere que • ',1e trata de un 
efecto en el cluF.  no participa ningún otro mensajero intrai±eluler, 

4- Efecto de los compuestos que cambian la concentración intracelular de 
calcio sobre la liberación de PRL y A. 

La presencia del agonista de canales cálcicos (Bk) dependientes de 
voltaje v sensibles a dihidropiridinas (DHP) o del antagonista 
(nifedipina) no provocó ninal'Jn efecto o.obre le libereRción de AA en las 
djferentes condiciones ensayadas (fig 7), aunque si manifiestan su 



efecto estimulante (Bk) o inhibitorio (nife) sobre la secreción de PRL 
(fig 7); la aplicación del ionóforo cálcico A 23187 incrementó de 
manera altamente sionificativa la liberación de AA (fig 7). Esta 
respuesta diferencial a dos compuestos que incrementan la concentración 
intracelular de calcio refleja quizá requerimientos cálcicos diferentes 
de las fosfolipasas. 

La inhibición de la liberación de PA por DA se observa tras 
estimulación por Eh, o A 23187 aún en condiciones en las que la 
participación de la PLC 	bloqueada (fig, 7), lo que apoya la 
participación de la PLA 2 en la producción de A4 inhibible por DA. 

El tratamiento con PTX no afecta los cambios en calcio intracelular 
provocados por el Bk o el A23187, aunque si bloquea la inhibición 
dopaminérgica de la secreción de PRL provocada por estos compuestos (f ig 
7), nuestros resultados muestran que no es a traves del bloqueo de los 
flujos cálcicos que la DA inhibe la liberación de AA ya que la 
inhibición dopaminéraica de la liberación de AA no se ve afectada por, el 
tratamiento con la toxina (fío 7). 

La respuesta de liberación de AA a la entrada masiva de Ca' 	fué 
dependiente de la dosis. 	Se ensayaron diferentes dosis de A 23187 
obteniendo una respuesta creciente paralela a la dosis del ionóforo (fig 
8). 	En las dosis bajas de A 23187 la DA aún es capaz de inhibir tanto 
la liberación de AA como la secreción de PRL, sin embargo en la dosis 
más alta de A 23187 la DA no inhibe ninguno de los dos parámetros (fig 
8). 	Es importante mencionar que la incapacidad de la DA para inhibir 
ambas secreciones pudo ser debida a la falta de integridad celular, ya 
que la prueba de viabilidad celular revelada por la permeabilidad al 
azul de tripano, mostró la existencia de células permeables al 
colorante. 

El ionóforo provoca respuestas de liberación de AA mayores en cultivos 
pretratados con TPA y es la inhibición dopaminérgica, la que se mostró 
de menor magnitud (fig 8). 	Las respuestas estimuladas fueron de mayor 
magnitud que en los cultivos control (fig 8); estos datos apoyan la 
presencia de un mecanismo • productor de AA cuya sensibilidad a la 
inhibición dopaminérgica es menor. 

S- Efecto del incremento de AMPc (por estimulación con forskolina -FK-) 
sobre la secreción de AA y PRL 

En todas las condiciones ensayadas, la Fk provocó un ligero incremento 
en la liberación de AA mismo que es revertido completamente por la DA 
(fig 9); la magnitud de la inhibición dnpaminérgica es igual en 
condiciones casales o estimuladas. 

Como control de la efectividad del tratamiento con IAP en nuestro 
sistema, aprovechamos el conocido efecto del IAP sobre la inhibición por 
DA del sistema AMPc. 	La tabla 2 	muestra la acumulación de AMPc en 
condiciones control y bajo estimulo con FK así como la inhibición por DA 
y el efecto del tratamiento con IAP sobre estos parámetros. 
tratamiento con IAP provocó la esperada pérdida de la inhibición 
dopaminérgica tanto basal como estimulada de la secreción de PRL sin 
afectar la liberación de AA (fig 9). 	Este control se hizo en algunos 
experimentos donde se incluyó tratamiento con IAP. 

Sobre la secreción de la FRL la Fk provocó un marcado efecto estimulante 



revertIdn a niveles normz,,les tras 1¿,, incubación en presencia de la  DI) 
(fiq 9). 	Es importante notar que el tratamiento con IAP efectivamente 
bloquea la inhibición dopaminercica de la secreción de PRL (fio 9). 

El incremento del nivel de AMPc por forskolina no afec.,_a la inhibición 
dopamineruica dE,  la liberación de AA y y2 que la inhibicion por DA de la 
actividad de la no es un fenómeno sensible a la PTX y en nueEtros 
resulta,dos, • este tratamiento no afecta la inhibir7iÓn dopamine7roica, 
podemos dejar de lado la participación del sistema AC en elefecto de DA 
sobre la liberación de AA. 

6- Efecto de la activación de la PLA, sobre la liberación de AA y PRL 

Una de las posibles vías de producción de AA es la activación de PLA2, 
La incubación de las células en presencia-de melitina.(estimulahte de la 
actividad de la r_utaen dosis de 1 u / ml provocó la liberación tanto 
de AA corno de PRL . 	Ambas liberaciones se incrementan con el tiempo 
siendo estadíSticamente significativas a tiempos tan cortos como 5 min 
(fig 1()). 
Por otro lado, la producción de AA se mostró dependiente de la dosis de 
melitina utilizada y en ningún caso la dopamina fu capaz de inhibir ni 
la:liberación del acido graso ni la secreción de PRL cuando la melítina 
esta presente (tabla3). 

7- Efecto de la. DA sobre la liberación de AA a partir de membranas de 
células hipofísarias en cultivo 

La preparación de lag, membranas se efectuó con células a. las que 
previamente se les incorporó el 3H-PA durante toda la noche. 	La figura 
11 	muestra la producción de AA, dependiendo de la cantidad de proteína 
en la preparación asi como la correspondiente inhibicion dopaminérgica. 
Se ensayaron también diferentes dosis de DA sobre producción de AA 
obteniendo inhibición significativa de la produción de AA con dosis de 
la amina de 	bt.1 en membranas preparadas a partir de 	millones de 
células( 26 ug de proteína) en incubaciones de 60 min (fiC5 
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Fig. 1 Incorporación de ácido araquidónico en 
células adenohipofisarias en cultivo de 5 
días. 	0.5 	/ ml de 3H-AA fueron incuba- 
dos el tiempo indicado, al terminar la incu-
bación las células fueron lavadas 4 veces 
con RKB y recógidas en NaOH 0.2 M / triton 
0.5% y depositados en viales de centelleo 
líquido. 
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Fig. 2 	Liberación de 3H-AA de células hipofisarias 
en cultivo. 	El 3H-AA fué incorporado duran- 
te 180 min y tras lavados sucesivos fueron in-
cubadas en presencia de los péptidos durante el 
tiempo indicado. 	La PRL fué cuantificada por 
RIA en los mismos medios de incubación. 
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Fig. 3 	Curva dosis-respuesta de la liberación de 
AA por TRH. 51 medio de incubación fué 
RKB 0.2 mM Mg 	0.1% de BSA (faf). 	Los da 
tos representan la X ± SEM (n= 6) 



% Acido lib. 	0.2 	 0,5 	 1.26 	 2.0 	mm Mg++ RPMI-1640 

CONTROL 

TRH 

A II 

102 + 	4(23) 	94 

141 	18(18)*  138 + 

141 +  14(14)**  145 + 

6(18) 	100 + 6(3) 

6(20) 	98 + 6(3) 
*** 

7(21) 	106 + 4(3) 

101 + 3(30) 
*** 

126 + 6(29) 
**** 

149 + 5(27) 

PRL ng / 

    

   

54 + 4 

464 +29 

375 +34 

CONTROL 	84 + 10 	55 + 5 

TRH 	 374 + 49 	378 + 21 

A II 	 375 + 16 	307 + 37 

66 + 5 

392 + 39 

368 + 39 

39 4.  9 

196 + 11 

370 + 20 

Tabla 1 LIBERACIÓN DE AA Y PRL EN RKB CON DIFERENTE CONTENIDO DE 1g2+Y 
SE ADICIONO BSA (faf) A 0.1 % . 	EL TIEMPO DE INCUBACIóN FUE DE 5 
LA LIBERACIÓN DE PRL FIJÉ ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA CON p O 
X + SEM n SE INDICA ENTRE PARENTESIS. 

RPMI-1640)  EN TODOS LOS MEDIOS 
MIN. 	PARA TODOS LOS MEDIOS 

.01 	LOS DATOS SON LA 
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Fig., 4 Liberación de AA y PRL de células hipofisá- 
rias. 	El ácido araquidónico fué incorporado 
toda la noche (o.n.) y el tiempo de incubación 
con los secretagogos fué de 5 min. 	Notese que 
la respuesta inhibitoria como la estimulada por 
los péptidos es similar a la que se produce tras 
incorporación del acido graso durante 180 min, 
aunque para el último caso las respuestas son li 
fieramente menores. Los datos son la X + SEM 
(n=6). 
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FIG. 5 LIBERACIÓN DE 3H-AA Y PRL . 	INHIBICIÓN DOPAMINERGICA EN RKB CON DIFERENTE CONCENTRACIÓN DE Mg,24.  
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DE 5 MIN. 	LA PRL FUg CUNATIFICADA POR RIA DE LOS MISMOS MEDIOS DE INCUBACION QUE EL 3H-AA. 
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Fig. 6 Liberación de AA y PRL. Inhibición basal por DA e inhibición sobre 

estímulo por TRH y A II. a: cultivos control; b: pretratados 24h 
con TPA (luM); c: pretratados durante 24 h con IAP (100 ng/m1); 
d: pretratados durante 24 h con TPA/IAP. Los datos de AA represen-
tan el % con respecto al control sin pretratamiento; los de PRL 
estan expresados en ng/ml. Las alícuotas para la cuantificación de 
AA y PRI, provienen del mismo sobrenadante. Los datos son la 

X + SEM (n=6). 
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Fig. 7 Liberación de AA y PRL. Inhibición basal por DA y nifedipina 
(antagonista de los canales cálcicos),asi como tras estimula-
ción con Bk (agonista de canales cálcicos) y A 23187 (ionó-
foro cálcico). Los tratamientos a,b,c y d se indican en la 
figura 6. Los datos representan la X + SEM (n varia de 9-24). 



TPA 1000 

vi 

▪ 800 
u 

600 
o 

eC▪ 	400 
a. 

C 200 

1000 

cont rol 

• 800 
o 

to 

o 600 

ac 	400 
o. 

200 

a 

4 

A
ra

c
h

l d
a

n
ic

  a
  c

ld
 r

e
le

a
s
e
  

300 

200 

100 

al 

41 

.5 200 
ea 

ea«, 

e 

O 

u 100 

A 

DA 
	

6 



IAP 

c "E> 
u 800 

r.o 

o G00, 

.73 
ce 	400 

e 200 

1000 
TPA IAP 

o O -5 
0 + 

A 
2.51u7 

DA 
3-6 3-6 

0 	+ 

• • e. 

-6 	3-6 3-6 -5 
0 + 0 0 + O 

A
ra

c
h

ld
o

n
lc

  »
c
id

 r
e

le
sa

e
  

A23187 
DA 4 

-5 

ci 0 

1, • 300- 

u 

u 200- 

o 
P = 
u 

o 

** 

Fig. 8 Curva dosis-respuesta de la liberación de AA y PRL por A 23187 
e inhibición dopaminérgica. Los tratamientos a,b,c y d son 
como se indica en la figura 6. Los datos son la X + SEM (n=6). 
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cano se indica en la fig. 6. Gis datos representan la X + SUM (n varia de 6-20). 



CONTROL 	 PTX PRETREATED 

101 + 8 (9) 	72 	4  (9) 

	

DA 	60 	8 (9j" 	88 ± 6 (9) 

1452 ± 76 (659j....  1071 ±62 (6) 

	

F/DA 	994 ± 90 (6) 	1291 + 60 (6) 

• 

Tabla 2 Acumulación de AMPc. Inhibición dopaminér-
gica basal y estimulada por forrskolina. Efec 
to del pretratamiento con IAP(24h) notese que 
el tratamiento provoca la pérdida de la inhibi 
ción dopaminérgica. 	Los datos representan el 
porcentaje de estimulación con respecto al con 
trol(100%) X + SEM (n se indica entre paréntI-
sis). 
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FIG. 10  LIBERACION DE AA Y PRL. 	CINÉTICA DE LIBERACION 
EN PRESENCIA DE MELITINA ( 1)ug / ml ) . 	EL ÁCIDO ARA 
QUID6NICO FUI INCORPORADO ENLAS CELULAS DURANTE 180min 
Y LAS CELULAS FUERON ESTIMULADAS CON LA MELITINA DURANTE 
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Tabla 3 Liberación de H-AA de células hipofisarias 
dosis-respuesta de melitina, efecto de DA 

ef 

Dosis 	lib. AA 

0.1 126 + 6 (9)**  

0.2 135 + 9 (9)**  

+DA 119 + 8 (9) 

0.5 147 + 14 (9)***  

+DA 148 + 8 (6) 

1.0 279 + 16 (9) **  

+DA 289 + 21 (6) 

	

C 	100 + 3 (12) 
i•••• 

	

DA 	77 + 1 
(6 y  

PRL ng/ ml 

131 
	

21 

250 
	

34 

200 41 

280 
	

53 

310 45 

615 + 36 (6).***  

N D 

118 + 5 (6) 

55 + 8 (6 )**** 

Las células fueron incubadas durante 5 min 
con las diferentes concentraciones de meli 
tina en presencia o ausencia de DA. Los 
datos son la X + SEM .Los resultados de AA 
y PRL en presencia de DA comparados contra 
los correspndientes sin DA no son signifi- 
cativamente diferentes. ND no determinado 
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FIG. 12 CURVA DOSIS RESPUESTA DE INHIBICION 
DOPAMIN1RGICA DE LA PRODUCCIÓN DE ACIDO 
ARAQUID6NICO. MEMBRANAS PREPARADAS A 
PARTIR DE CELULAS EN LAS QUE PREVIAMENTE 
SE INCORPORO EL 3H-AA FUERON INCUBADAS 
DURANTE UNA HORA EN PRESENCIA DE DIFEREN 
TES CONCENTRACIONES DE LA AMINA. LOS 
DATOS SON LA X + SEM 
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La principal función del lactotropo es la sin.:esís y liberación de PRL. 
Esto se lleva a cabo en respueEta 	multipler efectores. tanto 
hinotalámicos como perifericos, que modifican diversos mensa.i.erc 
intracelulares. 	Entre ellos se estudió e dos efectores estimulantes y 
uno inhibitorio. 	El efecto estimulador del TRH y la, anniotensina 11 
t(ilI) 	sobre la líberar.ion de PRL. c:ornc se mencionó en la introdur.cióni 
estaria mediado por la activación de las fosioliPasas 	PLC (Gershenoorn 
✓ col. 1989, Simmonds y col 1985, Canonico y col 1986, Enjalbert y col. 
1986. Kolesnick y col. 1986) y/o PLA2 (Canoníco y col. .1985. MacLeod y 
col. 1986, Judd y col. 1986,1988) así como por e.i calcio (Albert y col. 
1984, Gershengorn y col. 198(-4. Schleciel y col. 1984, Enjelbert y col. 
19881 Y en prensa 1991). 	La dopamina es el principal inh ib idor de le• 
secreción de PRL por el efecto inhibitorio que presenta sobre los 
niveles de MPc, PLC y canales jónicos; estos efectos estan mediados por 
proteínas 6 sensibles a la toxina pertussis (Canonico 7 cola 1983.. 
Cronin y col. 1983, Fnjalbert y col. 1986) 

La participación de la cascada araquidÓnica en la secreción de PRL, se 
suoiere por el efecto que tiene el ácido araquidónico adrhinistrado 
e ógenamente o bien por el efecto que produce le inhibición de su 
producción (Canoníco y col. 1983,1985, Grandison y col. 1984, Camorato y 
col. 1985, Koike y col. 19851  Judd y col. 1988, Ross y col. 1988);.  sin 
embargo, el mecanismo por el cual actua es desconocido. 

El objetivo central de este trabajo consistió en estudiar los. eventos 
•.intracelulares que median la respuesta del lactotropo en la liberación 
de PRL relacionados con la producción de AA. 

Los resultados obtenidos en este 	trabajos  utilizando cultivos de 
células dispersas de hipófisis, muestran una inhibición en la 
• liberación de ácido araouidónico • por dopamina. 	Este efecto es 
resistente al tratamiento con la toxina pertussís, lo que sugiere (lúe no 
este mediado nor AMPc, calcio o PLC, como se describió para el efecto 
de dopamina sobre la secreción de PRL. 

El papel del (MPc como mediador del efecto de DA en le liberación de PRrí._ 
se he sugerido entre otros paragiqmas, por el tratamiento con forskolina• 
w le estimula la, secreción de PRL 	e incrementa el nivel de AMPc los 
cualeE se revierten por tratamiento con PTX (Cronin 7 col. 1983, 
Enjalbort y col. 1986, Journot y col. 1987). 	Nuestros resultados• 
muestran este efecto en PRL, a diferencia de los que ocurre con le 
liberción de t 	descartando así la participación del AMPc en el efecto 
dr,,  DPI sobro W1. 

Uno de los mecanismos participantes en la inhibición dopaminergice sobre 
la 	•secreción 	de 	PRL 	involucra 	los 	flujos 

1 r. 
e 
e. 



cálcicos (Taraskevich y col. 1978, Smith y col. 1982, Schof ield y col. 
1983, Israel y col. 1585,1987, Enjalbert y col. 1986). 	Manipulaciones 
sobre los niveles de calcio intracelular causaron los efectos esperados 
en la liberación de PRL. 	La liberación de ácido araquidónico no fué 
susceptible al tratamiento con el aconista de canales de calcio 
(sensibles a DHP-nifedipina) o al agonista (Bk). 	Sí se observó un 
incremento en la liberación de AA a consecuencia del tratamiento con A 
23187 que incrementa fuertemente los niveles intracelulares de calcio. 
Esto pudiera interpretarse como un efecto mediado a traves de la PLA 2 
requiriendo concentraciones de calcio mayores 'que las que se obtienen 
con Bk; esta interpretación queda como especulación ya que no se 
determinaron las concentraciones de calcio. 	El efecto inhibitorio de 
dapamina es reversible por PTX para la PRL pero no as  l. para 	la 
producción de AA. 

La PLC produce IP3 y DG, éste último activa la PKC la cual ejerce un 
efecto de retroalimentación negativa sobre la PLC. 	Nuestra estrategia 
para definir el papel de la PLC fué desensibilizar las células en PKC 
mediante tratamiento 'prolongado con TPA. 	El efecto inhibidor de DA se 
observa tanto en la liberación de' PRL como en AA en células pretratadas 
con TPA. Asimismo, la respuesta de calcio . o fcrskolina no se vió 
afectada por dicho tratamiento descartando así la.posible participación 
de la . PLC en la respuesta a DA. 

Los agentes estimuladores de la secreción de PRL, el TRH y la AII, 
causan también liberación de AA. PTX, no tuvo ningún efecto tanto para 
el TRH como para la AII en la liberación de PRL y AA. Sin embargo-, el 
pretratamiento con TPA, que no afecta la respuesta de PRL ni AA a TRH 
disminuye la respuesta de PRL y AA a A II. La falta de participación•de 
la PLC sugiere que el receptor de TRH esta acoplado a - la fosfolipasa A2 
como ha sido propuesto en otros trabajos (Ohmichi y col. 1990). 

La estimulación provocada por el TRH en la secreción de PRL es inhibida 
por DA (Fagin y col. 1982). De los mensajeros intracelulareS 
caracterizados a la fecha, que median la este efecto, la inhibición de 
la. PLC y de los flujos cálcicos ha sido fuertemente involucrada (Israel 
y col. 1985,1987, Simmonds y col. 1985, Enjalbert y col. 1986, Martin y • 
col 1986, Journot y col. 1987, Vallar y col. 1988). 	El efecto. 
inhibidor •dopaminérgico se observa también en la liberación de AA 
(nuestros resultados, Judd y col. 1988, Canonico 1989 y col. Omichi y 
col. 1990- ). 	La falta de efecto con los tratamientos con PTX, 	TPA, 
ionóforos cálcicos y AMPc en la respuesta de AA sugiere que la 
producción de otros mensajeros intracelulares que la DA inhibe, no 
participan en la respuesta. 

El conjunto de estos datos permiten proponer que la liberación de AA es 
un efecto inhibible por DA y estimulable por. TRH a traves de la 
activación de la PLA2, mientras que la respuesta a AII estaría mediada 
por la PLC. Esto constituiría la primer evidencia en la cual la PLA 2 
es regulada negativamente vía receptor. 

Uno de los intereses en identificar vías alternativas involucradas en 
la liberación de PRL viene de la observación de que el efecto 
inhibitorio de la DA no es completamente revertido por PTX. -  Nos hubiera 
gustado proponer,  al ácido araquidónico como . responsable del efecto 
remanente, sin embargo, en nuestras condiciones sí logramos obtener 
reversión -total ciP la inhibición de PRL por DA aunque no así de AA,"en 
contradicción con otros autores (Canonico y col. 1989, Ohmichi y col. 
1990). Dicha discrepancia pudiera deberse a diferencias experimentales 



tales como; 

1. Diferentes medios de cultivo utilizados (RPMI-1640 vs DMEM-GIBC0), 
uso de suero de caballo vs fetal bovino. 

2. Tiempos de incubación en presencia de DA o de incorporación de AA 
radiactivo. En este trabajo se utilizó una dosis de DA muy alta (10-4), 
sin embargo quizá exista menor cantidad efectiva de la amina en laS 
preparaciones ya que no se utilizó ácido ascárbico como antioxidante. 
Por otro lado aunque en saneare portal se detecte una concentración mucho 
menor de DA, la concentración local (al- rededor de la célula) podría 
ser muy superior, como ocurre en el caso de la acetilcolina en la unión 
neuromuscular durante la estimulación (Matthews y col. 1978). Aunque a 
t iempos de incorporación corto se observa incorporación de •AA en todos 
los fosfolípidos (Dudley y col. 1986) no es claro 5i ellos pertenecen a 
pozas igualmente accesibles a los factores inhbibitorios o estimulantes. 

3. Tiempo de pretratamiento con PTX, ya que se han descrito dos fases en 
dichos tratamientos; uno que involucra la ADP-ribosilación de GI,Go (4- 
5h) y otro, el decremento en. el G beta (12-48h). 	Nosotros utilizamos 	• 
24h por lo que estamos en la segunda fase y por lo tanto al afectar la 
relación de las subunidades de las proteínas G la respuesta podría 
diferir (Watkins y col. 1989). 

Para aclarar si las diferencias mencionadas son el origen de 	los 
resultados, es necesario ensayar las condiciones reportadas en otros 
trabajos y sobre todo extremar las precauciones en el uso de la toxina 
ya que 	podría provocar efectos que en condiciones fisiológicas no 
ocurren. 

En conclusión existe un mecanismo dopaminérgico de inhibición de la 
liberación de AA. Este mecanismo es insensible al tratamiento con la 
toxina pertussis y de los mecanismos intracelulares conocidos que la DA 
inhibe, ninguno parece estar involucrado en esta inhibición. 
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En esta 4-, 	se demuestra que 1,1- inactivaciOn dei. TPH interviene en 
el 	-„cpc,r  de rl? roalimentar- ión 	si.,1,tema neuroendóc.rino. 	La 
actividad d lz.:s peptjdas,as epecíf.iras del TRH camóia dp acuerdo al 
estado troidec, Es:.tE 	 unicamente en la JAdenohipófáis. 
zarticipand 	en lo regulación do la. ,-7.,,ctivdad del peptido ¿ nivel 
de la clula blanco. 

El efecto de las hormonas tiroideas sobre 1.a actividad de 1.4, PGP IT y 
implca 	 CO broteínwP,, ya oúe se reouiere 

c..e un tiempo largo antes de obervar cualdujer cambio y la adi:iÓn de  13 
vitro" no tiene efl,..:?cto gohre lo acti.vidad de la PGA II. 	La carencia 

de 	eDtas hormonas disminuye la actividad enzimática. Otro  .s grupós han 
mostra.do que 	los estrogenwi antaponír an 	el el efto de la 	n s I ormonas 
tiroida5 sobrc la PGili II (Eizr 1990). 

Hasta este momento, 1.. PGA II ha sido loclirada casi exclusivamente 
sobre losl,  lactotropos, utilirando preparaciones enriquecidas en un tipo 
celular. Sin embargo 	necesario aplicar técnicas que permitan obtener 
resultados concluyentes. por ejemplo, 	la purificación. ._ de la enzima 
permitir 	la obtencin del

? 
 DNA complementario 	facilitando la 

c loalización "in sltli" de a MiSM¿/ que acompaado de técnicas 
inmunohistoduímiras 	i,:;Ta 	identificar el 	tipo celular. • ayudaría 	a. 
rewzilver la aparente carencia de la 	A PG 11  en el tirotropo. 

De las células hipofisarías el lactotropo se muestra como la célula 
hiperactiva de sistema, éste se encuentra constantemente bajo el tono 
inhibitorio de la DA. Esta hiperactividad esta quizá relacionada a - la 
mJ;vor activdad espontánea ob,'7;ervad en las lactotropos comparada con 
menor actividad presente en los somatotropos y la ca i inexistente en 
los tirnt. ropne:, (Drouva y col 1989,, Muu,set1990). Esi- ac,, observaciones 
<1.val;:-kn la relevancia fninlejoic.7., de la Pcnn II preferencialment,n sobre el 
láctotropo. 

La presencia de una enzima especifica, para degradar al. TRH• sobre e] 
tirótrcpo, • contribuiría 	a modular 	la actividad 	del 	peptido- en 
condícioneT en lar., que se secreta oi- an• cantidad del mismo (stress •por 
fi-jo, hipotiroidismo). De otra. manera, 	solo existe 	sobre el. 
IaCtotropo, 	 de: •P 	I 	e i.r1.p¿yrte. del grupo de lactOres. .que 
regula la actividad de esta . celula; las hormona 	tiroideas, •inhiben 
tambien la ‹J.,,5ritei,,,  y •liberac5ón 	de PRL (Maurer 198. Wood y cnl 19Éj), 
mimni. raci, nue los estrbognoF; incremPntan su s..r.te. a3marenamiento 
liberación (Anur-,tine v col 
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e crl 
19P,1,MJ:‹urer 	crl 1977. 

Fntre 	mu iDles 	 QUP controlPln 	la secreción dc-, 	. s e 
 

pnculnntra el TRH (P,stimulador) y la dopamina (innibidorl cuyos 
de acir'In inyolucran nr.incipalmente a la PLC, el calcio y El 

nriPc. De 	 PI TRH y el anl000 DAnárpice bromocriptina, inhiben la. 
tivda(1 de la PGA 	eferto posiblemente mediado por la viiJ. 

calcio y /o PLC. 	El tratamiento c©n estrodenos amortiouÓ el efecto 
inhinitorin de 317.1) ó‹:;tere7 de forbol, apoyando la participación dp esta• 
hormonas en el incremento do Pi C (Drouva y col 1990), 

En la segunda parte de c.te trabajo se estudiaron los mecanismos 
intracelulare.s relacionados con la secreción de la PRL, principalmente 
aquel que involucra la formación de ácido araquidónico.  (AA). El TRH 

r. 
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elt1L21 , ,1.,.:.., D(.) 	inhir, q-: 	1.,:.. 7`' )„._,uinn c2::: 	ILTves 1-1c,  mecwlismos 
la 	disminución c',G7 lo  r,,, niyeler de 	t ti;  e,:,istentes a 	1 texin pertussis y a 

PC. Estas observacionee,  apoyan le proposición del. acoplamiento do los 	.! 
receptores (-', e1 TRH y DA a lw PLA2. 	 :/... 

Lnl; fa.ctores involt=adoF en la renrDuE..F.ta 	TRH Y 	son múltiples, sin 
tp.m1:17,:roc es. de llamar I -  atencin cuc? 	anuellnr nue afectan 1¿:,  actividad 
rie 	la PG1-7  II afectan también 1, secreción de PR' — 	Se poorla 	non .r 
QUE el TRH activando su receptor a nivel membranal, estimula la 
actividad CE la PLC. PLA2 	los flujos cálcicocH lo cual mediante un 
mecanismo aún desconocHdo afectaría la actividad enzimática dE manera 
:J:`. +.i v er,necífic‹,k y(9 que angiotensina II aún cuando egtimula la PLC 

no carbia ls ac7tividad dG ls 	II Si bien 1,;: DA inhibe los mecnilmo.F, 
F trZngdUCCiÓn que el TRH estimulE, (la lbt':-- ración de (Fi incluida, en 

pi c:,7D dr, 	PGP II, amhoT f---,(ctnres tienen P--,1 mismo efecto inhibtorio, 

Con nuestros resultados podemos proponer que el mecanismo por el cual se 
afeta la actividad 	enzimática, no parece ser la fosforilación 	r'›e 
descartan 	prublemas metodolóqícos) ya que 	 snn _racciones 
rápidas 	(v además reversibls) 	que no . observamos en nuestros 

1 experimentos. efecto i.J.I..,lar 	Que ncurre con el receptor del TRH. Los 
ésteres de forbol disminuyen la cantidad de receptores a TRH vía 
síntesis de proteina o cambian la afinidad del receptor 	(a tiempos 
cortos) sin ouP éc2.te se insforil.P (Hinkle 1989'. 

Se percibe que el lactotropo es una compleja maquinaria en la que varios 
mensajeros decodifican la se1ta1 de un efector que ejerce diversas 
acciones (TRH: incrementa el RNAm de PRL y su liberación; disminuye la 
actividad de PGA II y. el número de sus receptores) y varios efectores 
hormonales o peptídicos pueden actuar sobre un mismo mecanismo (TRH y D( 
I.obre PLC, flujos cálcicos y PLA2) 

Es necesaria la evaluación de la relevancia fisiolódica de la ac:tivdad 
te la PGA II c;c1brr,  la secreción hipofisaria tanto del lactotroPp cono 
del tirotropo ya que si bien. el tirotropm parece una célula muy 
discreta e-7:1 posible que la pequea cantidad de PGA II que se detecta en 
ellos participe en el control de su actividad. Afortunadamente existe un 
innibidor de la actividad de PGA II (CPHNA) que ayudará al estudio de 

mez,:knismos secrectores en Gond cimnes de inhibición enzimática, 

En la figura 4.  c.-..p.,  resumen los principales factoreE que regulan la 
actividad drz,  las relular,. hirofisarias. En 	lo que podriamos clasificar 
como efectos , , largo plazo, las hormonas tiroideas retroalimentan 
nuo2,tivamentr 1,71 =.-,intec., is de TRH a nivel hipotalamicn y de TSH y PRL en 
la hirófiit-;: ollasmodulan nedativampntr los. receptores: y positivamente 
la IDEA II. 	Los estróqenos estmulan tanto la ,.:intw--:.ic-,  r-orno la 
sz- creciÓn de PRL y f.-1- vorecen los mecanismos que llevan a. la es t.  
del 3al-totropo ya OUe desacoplan al receptor Drnerdico ck,i la proteina E. 
clue media 1.¿. respuesta inhibitoria e Incrementa el número de receptores 

,.? 	 _  TPH; a 17.4.ron p.azo disminuyen ' .1... artvidad de PEA II. 	EL TRH Izstimula 
. síntesj.s y  sncrPcion de TSH y PRL. efectos que son inhibidos por 

DA la i:.:1, 	vez. inhibP 1 ,7,  activid,rirl de PqA 1-. 7... 

Todo parece indicar que la ¿.,ctividad del lactotropo debe regularse de 
manera concertada, ya que si bien algunos efectores provocan evento cue 
son paralelos en la dirección de la modulación (por ejemplo la 
modulación negativa por esteres de forbol de los receptores a TRH y de 
la activídd de Pcsn II) e'stas coincidencias no eplicarían cl¿iramen.:e la 
respuesta fisiológica del lactotropo 	quizá más importante lt 
secuencia en la que ocurren los cambios en la célula, la latencia y 



duración de éstos. De los mediadores intracelulares que hemos estudiado, 
el calcio y la melitina (producción de AA) estimulan la actividad de 
PGA II, sin embargo ellos median la respuesta de diversos factores 
hipotalámicos por lo que no podemos responsabilizar a uno solo de la 
actividad del lactotropo, aunque si es posible remarcar la importancia 
que el TRH y la DA tienen en esta actividad. 

Los resultados de esta tesis invitan a plantear varias alternativas 
para la continuación del proyecto: 

Se requiere evaluar la presencia de la PGA II utilizando otras técnicas 
que permitan obtener resultados concluyentes. Para la localización 
celular de la PGA II en la adenohipótísis, Bauer y col. 1990 utilizaron 
la técnica de separación de células a traves de arad lentes de albúmina 
que. proporciona traiciones enriquecidas (no puras) en los diferentes 
tipas celulares, razón por la cuál existe siempre una proporción de 
células que "contamina" la fracción separada. 

Es necesario evaluar la actividad secretora del lactotropo y del. 
tirotropo en condiciones de inhibición de la PGA II, posiblemente en 
estas condiciones la actividad sintética de las células también se. 
modifique. 

Nosotros hicimos un análisis general de los factores hipotalámicos y 
periféricos que afectan la actividad de la PGA II en la adenohipófisis, 
es necesario profundizar en estos estudio con la perspectiva de explorar 
los mecanismos de acción que median las respuestas. 

El TRH tiene otras acciones a nivel del sistema nervioso, resultaría 
interesante saber si alguna de estas se afecta al inhibir la degradación 
del TRH por la enzima que lo degrada en la terminal sináptica. El 
tripéptido ha sido involucrado en los efectos que provocan mejoría en la 
enfermedad conocida como esclerosis lateral amiotrópica y aunque se 
desconoce su mecanismo de acción es importante saber si la inhibición 
de la degradación del péptido optimiza las acciones del TRH en esta 
eníermedad. 
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Fig 7 Acciones de TRH sobre el órgano blanco 
Retroalimentación del eje hipotálamo- 
hipófisis-tiroides por las hormonas pe- 
riféricas y por el TRH. Participación 
de la PGA II 



pre.nnte trElb¿F o  l!e, rej.di29.cin en su mPyoria en el laboratorio de 
Neuroenoor.rinnlcoaa Molecular del AIIIGB en Cuernavaca, Mor., bajo 
7.1irección de 14?. Dr,D. F. Jwl,eph-Pravo. 	La primera. parte de este trabajo: 
"Estudio de la actividad de PGA Ti in vivo e in vitro" 	redituó en 	1,1.4. 
public.rkcin Nc 	' 

"TiszJJP,?-socifir: requlafion DI pyrodlutamate aminopeptidase II activi 
by thvrold hormone". 

• . 
.4 

Con la aprobación del comite tutorial integrado por los  Drs. Patricia 
Joseph-Bravo, Alfonsn González y Carlos Valverde se realizÓ una 
estancia de un ac) en el laboratorio de Dinámica de los Sic;temaz.,  
EndÓcrinos LI-19 del INSEFM en Paris, con el objetivo de aprender la 
tecnica 	de 	cultivo 	de . celulas 	hjpofisarias 	los 	mecanismns 
intracelulares que reoulan la función del lactotropo. Esto permitió 
realizar los estudios orientados a definir que 	segundos mensajeros y. 
factores hipotalámicos afectan la actividad de la P6( II. 

El conjunto de estos resultados constituye el 7O de trabajo realizado 
en Mélico requerido para la obtención del 	grado. 	La segunda parte, 
representa el estudio de la producción de ácido araquidónico en la 
secreción de ptolactina, realizado en el Laboratorio del. Dr. C. Kordon 
bajo la supervisión del Dr A. Enjalbert, que produjo la publicación No 2 
(sometida) que se incluye en el apéndice. Se incluye además, la 
publicación No 3 (en colaboración con la Dra R. Uribe) solo para 
facilitar la lectura del trabajo de tesis, ya que no se le toma como 
crédito. 



Neuroendocrinology 
Editor-in-Chief: S.M. McCann, Dallas, Tex, 

Reprint 
Publisher: S.Karger AG, Base! 
Printed in Switzerland 

Neuroendocrinology 48: 211-213 (1988) 
(In 1948 S, Karper AG, 

O4 ► 2S-312.35....88704i..:2--0211 S 2.75/0 

Tissue-Specific Regulation of Pyroglutamate Aminopeptidase II 
Activity by Thyroid Hormones 
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Thyroid hormones inhibit thyrotropin (TSH) secretion 
[14), gene transcription of a and 13 subunits of TSH [18) and 
regulate thyrotropin-releasing hormone (TRH) receptors in 
adenohypophysis [101. Regulation of hypophysiotropic fac-
tors' metabolism is also involved in feedback effects: 
thyroid hormones decrease TRH mRNA levels in paraven-
tricular nucleus of hvpothalamus [171 and aífect TRH deg-
radation in serum 11, 16). 

Several enzymes degrade TR1-1: prolyl endopeptidase 
(PE; EC 3.4.21.26) and pyroglutamate aminopeptidase 1 

(PGAI; EC 3.4.11.8), two soluble enzymes [2], and a recen-
tly characterized [9, 151 membrane-hound PGA activity 
(PGA11; EC 3.4.11) that, in contrast to PE and PGAI, is 
highly specific for TRH [15, 21). PGAI I is mainly present in 
brain and adenohypophysis [81, is enriched in the plasma 
membrane of nerve terminals [15, 191 as an ectoenzyrne [41 
and is probably present on the plasma membrane of adeno-
hypophyseal cells 1111. Another PGA activity exists in se-
rum, with similar biochemical properties to PGA11, named 
thyroliberinase [2]. 

Thyroid hormones increase thyroliberinase activity in 
the rat [1, 7) and PGAI activity in GI-b ras [5), while no 
effect is observed in either PGAI or PGAII activity of 
whole brain in rats with altered thyroid status [71. Since 
PGAII is not homogeneously distributed in brain [201, ave 
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studied the effect of thyroid hormones on PGA11 activity in 
some brain regions and organs. 

M'ateríais and Methods 

Mate \Vistar rats (90-120 days old). fed ad libitum. maintaíned 
en a 12-hour light-darle cycle, svere used in all experiments. Ani• 
mals were mude hyperthyroid by one daily (at 9 a.m.) subcutaneous 
injection «ith T3 (20 lig/100 g b.w.) for 7 days; control animals 
received only the vehicle (corra oil); experiments mere performed 
1 h after the last T3 injection. Animais were mude hypothyroid by 
feeding them on a low iodide diet for 2 weeks before an intraperito-
!leal injection of 200 pCi 1311/100 g b.w.; experiments were perfor-
med 2 weeks alter injection of "'1; controls were maintained on 
normal iocline diet. Anitnals were sacríficed by decapitation at 10 
a.m.: trunk blood was collected, stored 2 h at 4 C, serum separated 
for T3 measurement by RIA (6) and thyroliberinase activity deter-
mination. Tissues (adenohypophysis, arcuate nucleus-median erni-
nerice. rest of hypothalamus, nucleus accumbens-lateral septum, 
kidney and lungs) were dissected. sonicated in 50 mili Tris-HC1 
pli 7.4 (10" wiv), centrifuged at 1,000 g for 15 mira and superna-
tants centrífuged at 12,000 g for 15 min. Pellets were used to mea-
sure PGAII activity essentially as described l201; membranas were 
preincubated (5 min) at 37 	in 50 in M sodiutn phosphate buffer 

7.4, containing 2.5 mM bacitracin and N-ethylmaleimide (final 
concentrations) and incubated at 37 C with 100,000 cpm of ('H-
pro)TRH (NEN) (IV' M TRH final concentration), in 50 il final 
volume. Five-microliter aliquots were taken at the beginning and 
end of incubation, and assayed as described (201. Membrane pro- 

• 

Key Words. TRH catabolism • Pyroglutamate aminopeptidase I I • Thyroid status • Thyroliberinase • 
Adenohypophysis 

Abstract. Among the enzymes capable of degrading thyrotropin-releasing hormone (TRH) in vitro, two pyroglutarnate 
aminopeptidases (PGA) are specific for TRH; thyroliberinase, a serie enzyme and PGA 11, a membrane-bound peptidase. 
The effect of thyroid hormone status on the activity of these enzymes was evaluated in serum and various tissues. Only in 
adenohypophysis, triiodothyronine treatillCili increased PGA I 1 to 376% of control; hypothyroidism produced the reverse 
effect (decrease to 23% of control). As previously reponed, similar changos were observed for thyroliberinase. TRH degra-
dation at the adenohypophysis level may participate in the negative feédback control of thyroid hormones. 
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Fig. 1. Effects of thyroid status on PGAI I and thyroliberinase 
specific adivines. For T3 replacement therapy, the number in the x 

axis is the T3 dose administrated (in ttg/100 g b.w,). Results are the 

mean 1: SE NI of the number oí independent determinations shown 
inside the histogram. *p < 0.001; 	< 0,01 VS. euthyroids. 

tein concentrations (mg/m1): 3.7S±0.32 for adenohypophysis; 
0.57 *0,04, arcuate nucleus-median eminence; 6.48 ± 0.15, rest of 
hypothalatnus; 3.44 ± 0,36, nucleus accumbens-lateral septum. 
Thyroliberinase activity was measured as described for PGA11 ex-
cept that serum was diluted 1:3 with Tris-1-1CI 0.1 M, pi{ 7.4 
(7.0 ± 0.3 mg protein/m1). Adivines were linear during incubation; 
depending on the tissue, incubation varied from 15 to 60 min. Lac-
tate dehydrogenase (LI)H) activity [12) and protein113] were deter-
mined. 

Results 

As previously reported [1,71, thyroliberinase activity was 
increased by T3 and decreased by hypothyroidism (fig. 1). 
After T3 treatment, PGAII activity was signifícantly in-
creased only in adenohypophyseal membranes (fig. 1) and 
it remained unchanged in kidney, lungs (results not shown) 
and various brain arcas. Expressing values as percent of 
control taken as 100%, mean ± SEM for hypothyroidism 
and hyperthyroidisrn were respectively; arcuate nucleus-
median eminence, 198 ± 46 (5) and 177 ± 48 (5); rest of hy-
pothalamus, 107 ± 10 (6) and 74 ± 11 (5); nucleus accum-
bens-lateral septum, 75 ± 19 (6) and 104 ± 6 (5). Maximal T3 

effects on adenohypophyseal PGAll activity were observed 
as soon as 12 h after one injection, while thyroliberinase 
activity increased only after several daily injections; hypo-
thyroidisrn produced a significant decrease (fig. 1). No ef- 

fect of T3 vas observed in vitro (net shown). Neither adeno-

hypophysis' weights nor LIDIA activity were affected by 

thyroid status. 

Discussion 

The effect of thyroid status was tissue specific, affecting 

TRH degradation only in serum and at its target site in the 
axis: PGAll activity localizad on adenohypophyseal mem-

branes. High doses of T3 were used to induce hyperthyroid-

ism; however, the physiological relevance of the effect was 
supported by the opposite behavior of PGAll in hypo-
thyroidism, the effect of restitutive therapy with T3 and ab-

sence of effect on LD}-1 activity, demonstrating a strict con-

trol of adenohypophyseal PGAll by thyroid hormones. 
Our results are in agreement with a similar report [3), pub;  

lished while these were submitted for publication, and by 
studying several brain regions and other organs ave cor-
roborated the specifícity of the effect. lf PGAll is an ec-
toenzyme in adenohypophysis as in brain, our data suggest 
that degradation of TRH on adenohypophyseal plasma 

membranes plays a role in the rapid negative feedback con-
trol, more than the delayed changes in thyroliberinase, or in 

PGA1151 whose contact with TRH in adenohypophysis has 
net been demonstrated. The picture which emerges from re-
cent studies is that negative feedback by thyroid hormones 

involves multiple levels of reculation: TRH rnetabolism 
(biosynthesis, release and inactivation), TRH receptors and 

TSH secretion. 
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Vopámine inhibits PRL secretion and arachidonic acid release 4r ce 
adenohypophyseal cells under.  basel or etimulated conditione. 	DA 
inhibition pf AA release depende on medium Mg2+ concentration 	th:e 

-inhibition does rica oepend on Ca2+ entrante berauee nt4edipine (en 
ántagonist cf VSLC) is not able to mim:c DA e4fect on AA release; nor 
on'AMPc decrease. We have found that DA inhibtion is net a pertueeie 
sensitive prosses. 
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PRL release is elicited by a large set pf neurphormenee and 

neurotranemittere with di44erent action mechareems 11,4-6,E-Ib). 	Dee 
of the best known inhibitor 04 PRL release is dopamine acting through 
D2 dopaminergique receptor located on Jactetrops (1-3). 	lhe activity 
of these DA receptor-5 have been associated with inhibition of adenylate 
cyclase 

(1,4-6), activation of it+ channels (7,5) and consequent inhibition 
of Ca2t channels (9). 	Finafly a negatíve coupling to phospholipase C 
(PLC) is proposed (10-12). 

• All these actions o4 DA receptor activatiOn on transduction 
mechanisms involve severa) G proteins• tei , Go) and are pertussie 
toeine sensitive (12-15). 

Some phospholipids (PL) contain in the 2n position arachidonic acto; 
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inhibition ce arachidonic acid release induced by 1e)1. A11 and el 4rom 
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The anterior pitultaries.were obtained rapidly after decapítation. of 

female rats(200-7b0 g, Sprague-Dawley,• Charles River •Breeding 
Laboratoties, Et. Aubin les Elbeufe France). ten: dispereion was 
per4ormed as already described• 
(101. Anterior pituitaries were díssected in serial1 pteces and incubeted 

4or .15 min with 0.5% trypsin in Dulbecco's minina) 'essential medium 
(jJMEII1 at 37 	C. DeAse (2 ugrmli (fas ther. adted •4or 1-2 min te the• • 
medium. Alter eretimatic digestion, the medium was removed and anterior 
pituitaries were incubatee 4or 5 min in DMEM with trypein inhibitor 
(1mg/m1). Medjum was• chaeged and pituitaries were incubated in. Catee 
Me++ free medium ccnteining ED1A (2 mM for 5 min 4ollewed by •15 min • 
incubation in the same medium containing• ED1A (1 mM). 	 were. then 

mechanicaIly dispersed in Cae+, lege+ free medium containing 0.3% BSA 
Ifraction V). Cclls eere counted using a Ccutlee. counter 
(Coultronics, Hialeah, FI.).  and plated In multiwell platee 4b wells, 
Nunt. PcskiIde, Denmark). CE115 were mantained in DMEM .supplemented 
with 10% fetal celf serum pretreatred with charcoal -(1%) ,dertran• 
t0.1%) and with antibiotics (penicillin 1%, steptomycin 	 4or 4-5. 

days. 
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duplicated 4or each sample as previeusly descrived t -J1); the othee 2/Z. 
were put finto vale for liquid scintillotion counting. Luire were 
recovered in 1 ml c4 .  NaDH (.5,2 m/ triton y 10(t 	 Wr worVee with 
cell that hed incorporated 50-60% c4 Jabelled (.A incorporated; rseelts 
are expresed ht % cet 3H-1-A relvese in contrul conditions 
tnon preteated). 

Pata pf 3H-1-4 release were celculeted from the radiactivity released. 

welf 	centro) 	without 	prelreatNenti; 	they i.,i i t etandertred tt) 
fatilitate comparation. Data from dese-rrsponse curves were submitted 
te ene 4actor eeelysis Cf veriante (ANOVA) . 	Deta are Ir 4 SEM (n) and 
were compare() by t-student.test . 

1:-.11.1_= LJ S 
1P-1 X. 	 ci 	 r- 	r- 	1: inr ,  

DA inhibition of AA release and PRL secretion 

24 h be,tore eyperiment, celle were preteated with 100 nglml of 
and lar 10-6 M 1PA; 24 h lat'er 	 was incorporated as described 
be4ore. 

	

FAI•11 c. .ic ctiarnt_i1 «ni 	c) 	lu y .SI-i--i ti F.z 
i 	(=> 	c3r- 	4=21-1 

Evelelatjen cf .adenylete c)'clase ettivity in eelle In:65 done by the 
methode described in (32i adapted te the hypop)rysie: briefly culture 

R10111-1640, 	1mM 	1-isobuty1-2- medium was changed 4or 1 ml 
eethylmantinetlEM,),buCiieell 	M adenine 	 Lif mM 	N;N) and 
2.2 nM• arachicenic acid and cells were intubated 4or 	h at 31 C; 
Culture medium was then substituted by . 1 ml c4 RYB 0.2 mM Mg24 , 1 mM 
1BMJ with the Substances •to be tested; ineubation time was 5 mim then 
medium was removed 'and frozen at -20° C until assay of PRL by RIA. 
Reaction was stoped by addi ton of 	ml TCA 5% ; seearation of 3H•AMPc 
and 3H-RIP was achieved on powsK (3H-41P) and alumina (3H-AMFc) 
col umns. Results were empresed as J. pf 31-1-AMPcI3H-A1P 4ormed as 
compartid te control conditions without pretreatment. 

r-10(ri i p r- 	 .rut 

Cells were seemed at 10 x 10 6 in petri dfsh (diem) . and cultived 
during. 4-5 days 24 h be4ore emperiment 3H-AA was incorporated into 
cells. The day alter cells were rinced with PES selutich and placed en 
!ce glass during 5 min in presente cf 2 ml 	10. mM Tris-HCI, 1 mM EGTA 
pH - 7.4 buffer, scraped and homogenized. with glass potter 10 times. 
After homogenization the same volume of 10 mM Tris-HC1, 1 mM EWA, 20% 
sucrose was added. The preparation was centrifugated 5 min at 3000 rpm. 
Sn-was recovered and . centrifugated during 60 min at 15 000 rpm; pellet 
wasresusoended in 700 ul 100 mM lris-HC1, 1 mM Ce++, 0.1% ESA bulier 
and mantained at. 4 C uritll assay.' Vehicle or DA were added and 
incubated during 60 min; reaction was steped by addition 04 40 ul 0.1 N 
HC1. Surnageant was recovered a4 ter centri4ugatien at 24,000 rpm and 
put • into 	y:els 	for 	liquid 	scintillation 	counting. 	Protein 	was 
tuanti4ied by Lowr), k3,71). Resulte were erpresed as % o+ certr ci 
production (c= 10t:1). 

t at S. 	 .ur 1 FA r-t  

Arachidonic acid release Wersb inhibited in a doce-response manner 'by 
DA (4ig 	inhibition was dependent en Mg++ 10.2 and 1.26 mMI. We . were 

unable te inhibit .'.H-AIZ relsese in FUe U.5 mM 1'ig44- - nol 	in 4(1111 tyhose 
11g44 cencentration is 0.406 mM , however in last medium, 	inhibition 
cf FRL locUed olear (41g 11. 	Subseouent studies were performed in R143 
0.2 mM Mg++ and 10-4 M DA in order te obtain a mamimaa effect. 
1RH and All etimu1ated 3H-AA release in all Mg 24 concentrations, 
althpugh in 3.76 mM Mg 24 1SH evopued a smaller ..response Itable 3). DA 
was atas- to 	ZH-.';A lelease caueed by peptides; the effect had the 
eame magnitue 6s. under casal cenditions tiSH/DA, AJUDA, DA : 26-Z0 *y.) 
(fig 2). 	lime el 3H-AA incorporation as longer as 24 h increased the 
ródiactivíty released by peptides but did net thange DA response (data 
not shown). 

We explored the involvment cf the coupl ing mechanisms .to the lett:1nd 
messenger systems known un be affected in the.DA response. Inorder . to  
induce changos in intracellular Ca 2+ concentration we tested the 
effect of 	 Ni4edipine, A232 S7 ionophore on 3H-AA release .at 
concentrations affecting FRL secretion. Nifedipine and 	El< -Fiad no 
ef4ect on 31-1-AA release under basal or stimulated conditions, While 
thwy inhibited and  stimu1ated PHL secretion'respedtivelyi Increase in 
intracellua1ar Ca44  evequed by A73387 increased 71H-AA release .67% over. 
the control with a consequent íncrease in PRL secretion Ifig 3). DA in 
presence of Ek induted a smaIler e4iect than under basal conditions•and 
in presente of A22.157 	was able to inhibit completely 3H-AA release. 
caused by the ionophore Ifig 3). When we increesed, A231e7 
concentration, DA was still able to block 	3H-AA release 0 ,  the •same 
heppened to Pet secretion t4ig 4). 

The involvement of 	AC actívity in DA inhibitory 3H-AA e44ect was 
looked. Incubation with 4orsKoline 10-5 M induced a small increase in 
3H-AA relaese; under these conditions o+ AC activation, DA was able te 
inhibit 3H-AA release as under basal conditions. PRL secretion was 
ínhibited in basal as sell as in stimulated conditions (fig 5), 

F' 	C. e% 	 ss á -t. 	-L 	 Z.51-1 — • 
ru. te 

Once e›plored sone o4 the possible components of the DA efrect en 
relFaer, we were interested in t4;F ef4ect o4 desensitiretien e4 

Fi C by 1FA. lhe 0r04lie of 314-AA response te different suostances was 
very slmi)sr te control ccncitions. Hewever in some cases AA response 
to ipreophore A23157 was intreased in 1PA pretreated cells (fig 6). DA 



inhibition 04 7,1.4-AA releit,e 	as sometimes r(,,duced but 	 p/rheid. 
FIL secretion was inhibited in incubation with LA, niiedipine and DA / 
Wk but ín presence of the ionophore only nifedipine was still tibie to 
block FRL secretion while DA inhibition was lcst untEr 4 23)1:=-7 
stimulation (fig b). 

X 	1-2 r- 	r- 	-C triw- vi -t. 	ncI 31-1—lar— 	 ir_11=i vi á e: 
afflk icd< ri1 ew,, ¥.cs  

• 

Cell - pretreatment with PI>, 100 ng/ml for 74 h was unable to revert 
DA inhibition o4 3H-AA release 	while. DA inhibition pf PWL setretion 
Ifig 7) and AMPc were totelly supresed in the same culture (table 
FIX pretreabment cid not change 3H-AA release after 	,nifedípine 
or 	A231E7 adition Ifig E). 	in conditions o4 AC activation by Fk, DA 
was able to inhibit 3H-PA release (4ig 9). P1X pretreatment was unable 
to blok •DA inhibition of 3H-AA release in any Londition. 

TRH 	3H-AA release in basal and inbition by DA was as in control 
eulturee 	on the other hand ZH-44 release to 4 11 stimulation 1': Lag 
small and its inhibition by DA was not signiiicant ifig 10). 

czi 	 w 	tan / 	-11. X t r- al i t m 
sa r-t tzl 314 	r- 1 tw 

these cultures 3H-AA release in control groupe was slightly 
mejor, this increse in fatty ¿cid relese was not singi<icatively 
di4ferent to control cultures. 3H-AA response to A 11 was smaller than 
in control cultures, however DA inhibition after stimulation by THR or 
A 1 I was still present (4ig 11). 	A4ter treatment with IPA IF1V we 
observed 	DA inhibition 	in basal 	and stimulated by bk or A 211E7 
conditions. 	Wifedipine was without e+4ect on this parameter. 	DA and 
niiedipine inhibition of PRL secretion observed (4ig 12). 

31-4—/alzo 	r- 	11.1 	I. c3r-11 f rcirn ririent:3 	dar-lip_• 

Fi9 13 shown 3H-AA production from membranes irom b days cultured 
cells. 	DA inhibited 3H-AA production in 111 protein concentration 
tested. 

niscr.11JIC3r..1 

release from culis previoosiv 
Jr tnebe papiers DA inhibition 
revelatec a.ter stimulation by 

- peptides. 	In contrast, we obtein a largest ei.rect in basal conditiDns 
f0-40 	inhIbitionl, ene explanatiOn coule be di.(4erences in 11G.... 
concentration which only a44ectS DA. inhibition and without eiiect rn 
.peptides evoqued responses. 

1=11 Y— siln'utes FRL seeretion acting rn L-type calcium eJ-,annels 

and intrcating in inl.;ard calciurt current; rilEC;pirie a ea:ciora channel 
antagrnist blok this inward current whith a inhibitory 144ect en PRL 
release (:,4,25) 	in DUO- mbde) Bay-4:. nor mifvolpis have 	1.44ect on 
3H-AA-relaese but they confirmed their action on FFL secretion. 

Calcium sensitivity pf phospholipases which are able to - produce AA 
(PLC,PLA7) is different: 	PLC needs lower calcium concentration to get 
activation than does PLA2 t3b)i calcium entrence provoqued by Bay-K 
seems not be enough to actívate any phospholipase. 	lonophores have 

shown te be potent activators of PLA7 (37), in this study A231B7 -30-6 
M and 3.y. 10-6 M have a significant effect on 3H-4A-release and in tu:1th 
cases DA inhibits ZH-AA release and FRL seeretion. The mechanism pf DA 
inhibition remains to be elucidated. 	A2311:37 increses AA release from 

dorsal root ganglion neurons, data in this papier suggest that -AA is 
produred by PLL, 1Jt5L and IIGL activity 

1ncrease of AMFc by iorkpline 10-5 M provoqued a little increase in 
3H-AA release, this eifect could be to Ca44 increese conseouense pi AC 
activity 1391 however DA inhibits this increase. Decrease in AMPc level 

does not seem to be invOlved in 3H-A4 	 DA - because it i 
present in celas pretreated with FlY where DA inhibition of PC is 
completiy revereed. 

In anterior pituitary sells 'IPA induce AA release 
(40) this fact can be e›olained by FKC participation en AA release. 

dep!eted c4 FI.0 by treatmemt with TFA, and treated with FlX, 
IRH release 3H-AA and FRL in the same manner as in control cultures; 
in contrast 	Ali 314-AA release was only signi4iCant compartid to 3H-AA 
release in control conditions Iwithout treatment). 	lt is possible that 

FKC have difierent contribution en THR and A 11 	fatty acid release; 
howevwer it has been suggested that AA released by A 	- comes 
princically from PLC, DGI_ activity (26). 

Cells incubated in presence of A2:5357 shown an• increased 3H-AA 
release this e4fect could reflect suppretion of negative PKC feedback 
en C1*-1- induced AA release process. 

It is Unown that Pertussis tprin 	ADF-rybosilates a subunit .04 G- 
proteins related te coupling of di44erents DA receptor procese. (12- 

15). 	Once ADF-rybosilated tris subunit,it do not intervene any more 
with negative response. Pretreatment 04 cells with FTX was'ineffective 
to blok DA inhibition of 3H-AA release in basal condition as Well as in 
the presence 04 Elay-K, A231E7, THR , 011 and Fk . 	In these condition1 
DA inhibition of FHL secretion was reversed. •14. 	 of PLC 
activity by DA is a FIX sensitive process its participation is 
eliminated 	in cultures treated with PTX , however - in' conditions of 

.short incubation time •and high DA dose it was not observed any change 
in DA inhibition of fatty acid release. 

Receptors coupled to PLA2 hes been ',round in cther modele, it has 
been reported 	procese P1X sensitiva in • neutrophils, mast 
thyroid cells PRTL5 and in red outer segments 04 retan (A1-44) .and.FIx 
ineensIti%e in Swiss 313. iibroblest • stimu1ated by bradikinin, 	in 
hippocempal neurons 	st:mulated by serotonin and pcssibly. in 	spinal 

cord neurons (a4ter. al4a-1-aorenergic receptor activation 
lt le poss:t2e that in hyorphysal csils D.:.-r2 receptor 

cru5:::7 	
e 

;upled Le i-71.42 	ohe G protein 	F1). inseettive, howe,.er kE 

need adenonyoophysea) permeabilized cells to introduce 	ara)cgs or 
characteri:e this preces s in 	cell-oree' sistem. 	tse hlre 4ound . 1'.-1z 
iit-1:11bitli7 di 3H-AA release in membrane . preparations, this 4act means t  

the componente are present in these preparatione, 
Sk.periences are in course te try te discern between diiierents 
enrimatic activities producing AA release and their G1P Oependence.-• 

Dooamine innibits arachidonic acio 
Joaded with the fatty acid (27-301. 
,as vsry „„all and a majar' effect was 

5 



lhe rusults shown that emists are AA release inhibitory DA mechanium 

n1 t sensitive tu PlX in contlast ta recent papers 	 this 
controversy could be emplained by di44erences in the protocole pi 	3H- 
AA indorporation 	cr In FlX trsatment: lrng term treatment 	with FTY 
provoque ei4ects on the GlP binding protein syhthesis (46) and reLently 

it has. been shown that dose of 	33 ng /ml PI> provoque a maximal 
ef4ect of the tomin(49). 	Whatever the DA inhibitiory mechanism of 
AA release it could be part pf multicomponent sistem of DA control of 
PFIL secretion. 
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Abstract. Levels of TRH, TRH mRNA, and pyroglutamyl peptidase II, were analyzed 

in the hypothalamus-adenohypophysial axis during lactation and estrous oyere. 

Mediobasal hypothalamic levels of TRH, dropped 41% (p‹0.01) from pregnancy 

levels (taken as 100%) at first day of lactation, recovering until day 15 to the values 

observed at pregnancy. A sharp decrease was also observed during weaning (36%, 

p<0.01 compared to last day of lactation). TRH levels in the neurohypophysis 

increased during lactation and dropped at weaning • Highest TRH mRNA levels in 

paraventricular nucleus were found at end of pregnancy and beginning of lactation; 

they decreased 37% (p<0.05) at day 5 of lactation and stayed constant thereafter. 

Pyroglutamyl peptidase II adenohypophyseal activity was not modified during 

lactation, but changed during estrous cycle. Relativo to estrous values activity it 

diminished 58% (p<0.05) al 10:00 h (57% al 14:00 h) during diestrous 2 and 27% 

at 10:00 h (37% at 14:00 h) during proestrus. Hypothalamic TRH mRNA levels 

fluctuated in opposite manner to adenohypophyseal pyroglutamyl peptidase II during 

estrous cycle with a peak at diestrous 2: 183% of estrous value (p<0,05). These 

dala point for regulation of TRH metabolism in conditions where prolactin secretion 

fluctuates. They also suggest a sharp release of TRH between the and of 

pregnancy and the first day of lactation and, that transiational efficiency or post-

translational processing of TRH precursor in the paraventricular neurons (projecting 

to median eminente) 'floreases during lactation and drops at weaning, concomitantly 

with PRL secretion. 
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IntroductIon 

In vivo regulation of thyrotropin releasing hormona (TRH) metabolism and 

secretion in the hypothalamo-hypophyseal axis has been ,mainly studied determining 

TRH levels in median eminence, in push-pull perfusates or, portal blood [1,2). 

Additional methods for studying TRH metabolism are els° avallable. Levels of mRNA 

for endocrine peptides are in soma instantes elevated when peptide secretion 

increases [3]; therefore TRH mRNA levels can indicate the state of activity of TRH 

neurons. In addition, variations of pyroglutamate amino peptidase II (PP II) activity, 

a TRH specific peptidase (4] localizad on lactotrophs [5), might affect TRH efficiency 

on target celis. TRH metabolism is regulated by the thyroid state of the animal in a 

region specific manner. Thyroid hormones (TH) clown regutate the levels of TRH 

mRNA In the paraventricular nucleus (PVN) [6] while they up regulate PP II activity 

in adenohypophysis [7]. Oestradiol 173 (E2) reduces adenohypophyseal PP II 

activity [6]. 

Prolactin (PRL) secretion from adenohypophysis is under tonic dopaminergic 

inhibition [9]. TRH is one of severa' factors controlting release of PRL from 

adenohypophysis in the rat. In vitro and in vivo studies have shown that it stimulates 

PRL release and synthesis [10]. Its efficiency depends on previous dopaminergic 

activity, i.e. a transient decrease of the dopaminergic tone is necessary to induce 

transformation of PRL finto a pool releasable by TRH stirnulation [11]. Serum PRL 

concentrations are correlated with variations in stalk blood TRH during lactation or 

estrous cycle [12,13]. For example, during late proestrus, TRH levels are high In 

portal blood relativa lo those found in the morning of proestrus [1). Passive 
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immunization with anti•TRH anlisera induces partial inhibition of suckling•induced 

PRL release and PRL release at proestrus [14.15). There are however, reports 

contradicting TRH involvement on PRL release [16,17]. In the present study we 

show that TRH and its mRNA Iluctuate during lactation and that, during estrous 

cycle, TRH mRNA level and adenohypophyseal extracellular degradation are 

regulated. 

Materials and Methods 

Animals 

Wistar rats led ad libitum and maintained in a 12 hrs light-dark period (light on 

at 7:00) were used. Animals were kilted by decapitation. Hypothalami (including 

preoptic area), mediobasal hypothalami (MBH; median eminence plus ventral parí of 

arcuate nucleus), neurohypophysis, adenohypophysis, and sera were immediately 

collected and kept at •70 °C until assayed. For PVN area dissection, HMB ,was 

dissected, brains frozen on dry ice and 1.5 mm coronel slice containing the entire 

PVN was cut with razor blades. PVN area dorsal margin was defined by the 

fornices. Three groups of animals were usad: • 

a) a group of 7 rats in their 18th day of pregnancy was kilted between 11:00 

and 12:00 hrs; 

b) 135 primiparous lactating rats, each with a Iitter of eight pups, were housed 

in individual cages. Each lactating rat was sacrificed between 11:00 and 12:00 hrs 

at the indicated day of lactation, and al weaning, i.e. 24 hrs after separating pups 

from the mother, at day 23; 
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c) 196 rats on different days of their estrous cycle were screened between 9:00 

and 10:00 hrs or between 12:00 and 13:00 by vaginal smears. Rats were only used 

when showing three consecutive cycies of 4 days 'each. They were sacrificed 

between 10:00.11:00 or 14:00.15:00 hrs. 

RNA isolation 

Cytoplasmic RNA from hypothalami was extracted for analysis of estrous cycle 

samples. Total cellular RNA from PVN was extracted for pregnancy and lactation 

samples. 

Cytoplasmic RNA was extracted as previously described [18]. Each 

hypothalamus was homogenized in 200 ul 50mM Tris-HCI pH 7.4, 25mM NaCI, 

5mM MgCl; 8 ul of 25% Triton X-100 and 100 ul of 72% sacarose were added and 

the homogenate centrifuged 10 min at 4 °C; the supernatant (cytosolic fraction) 

where 100 ul of 6% SDS, 0.4M NaCI, 40mM EDTA solution were added, was 

extracted 3X with phenol-chloroform (vol./vol.); to the aqueous phase, 5M NaCI 

(1/25th of total vol.) and 2 vol. of ethanol were added and lett at -70 CC for 12 h to 

precipitaba total RNA. Extraction efficiency was 3 ug RNA/mg proteln. Total cellular 

RNA was isotated as cytoplasmic RNA but water, instead of sucrose solution, was 

used for homogenate dilution. In chis case exiraction efficiency was 1.3 ug RNA/mg 

tissue. 
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Northern blot hybridization 

5-10 ug RNA were elecirophoresed in minigeis (2.2 M formaidehyde, 1% 

agarose and 10 mM phosphate buffer pH 7.0). Following electrophoresis, gels were 

stained with ethidium bromide (4 ug/ml) for 5 min., destained for 6.8 hrs with water, 

and photographed with UV transillumination for RNA quantification. Loaded samples 

were transferred to nitrocellulose membrana for 24 lo 36 hrs using 20 x SSC: the 

membranes were then baked for 2 hrs at 60 CC. Hybridizations were performed as 

described [16] using the tat cDNA as probe [19j. Ribosomal RNA (stained with 

ethidium bromide) and TRH mRNA autoradiographic bands were quantified by laser 

densitometry (Biomed Instruments, Fullerton, CA.). TRH mRNA levels were 

normatized to rRNA amount. 

TRH and PRL radloimmunoassays 

TRH was quantified according to Joseph-Bravo et al, 1979 [20]. Sensitivity of 

assay (90% B/B0) was 10 pg; intraassay and interassays variations were 6 and 10% 

respectively. PRL radioimmunoassay was periormed as Enjalbert et al, 1980 [21]. 

Rat PRL RP3 reference preparation (NIDDK-NIH) was used. Inter and intraassay 

variabilities were below 15%. 

Determination of adenohypophysial PP II and serum thyroliberinase activities 

Poois of 5 adenohypophysis were sonicated in 50 mM Tris•HCI pH 7.4 (10% 

w/v), centrifuged at 1000 g for 15 min and supernatants centrifugad at 12 000 g for 

15 min. Pellets were used to measure PP II activity as described (7). Membranes 
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were preincubated (5min) al 37 CC in 50mM sodium phosphate buffer ph 7.4 

containing 2.5 mM bacitracin and N-ethylmaleimide (final concentrations) and 

incubated at 37 CC with 100 000 cpm of ('-li-pro)TRH (New England Nuclear) (104  M 

final concentration) in 50 ul final volume. Five microliter aliquots were taken at the 

beginning and during incubation (up to 1 hour) and spotted finto cellulose phosphate 

paper (Whatman P81). Ascending chromatography was developed in 1M acetio acid. 

Atter drying the paper, the first cm was cut, (311-pro) hisproNH2  eluted and counted. 

Zero time values were subtracted from other time values and each determinations 

made in duplicale. Thyroliberinase activity was measured as described for PP II 

except that serum was diluled 1:3 with 0.1 M Tris•HCI, pH 7.4. Activilies were 

linear during incubation. 

Protein determlnation 

Proteins were quantified according to Lowry et al, 1951 [22). 

StatistIcal analysls 

Analysis of variante followed by Least significant difference multiple comparison 

test was performed. Significante was determined at p<0.05 or less. 

RESULTS 

TRH, TRH mRNA, PP II and. serum thyroliberinase al day 18 of pregnancy, 

during !anillan, and at weaning 

Serum PRL concentration augmented during lactation and decreased at weaning 

to pregnancy levels (Flg 1) as previously reported [231. Mediobasal hypothalamic 

levels of TRH dropped 41% (p<0.01 compared to day 18 of pregnancy (.100%)) at 

first day of lactation, increasing back to pregnancy levels at day 15; a sharp tal! 

(36%, p<0.01 compared with day 15 of lactation) was also observed 24 hr atter 

weaning (Fig 1). Levels of TRH in neurohypophysis, increased until day 10 of 

lactation and decreased thereatter; however these variations were not significant 

(Table 1). Highest TRH mRNA levels in PVN were found at the end of pregnancy 

and first day of lactation, and diminished 37% (p<0.05) at day 5 of lactation, 

remaining at this level until weaning (Fig 2). Adenohypophyseal PP II and 

thyroliberinase activities were not modified during lactation (Tabla 2). 

TRH mRNA, PP II and serum thyrollberinase In estrous cycle 

During estrous cycle, TRH mRNA levels and PP II activity lluctuated. 

Hypothalamic TRH mRNA levels (assayed between 14:00 and 15:00 h) augmented 

to 183% (p‹0.05) at diestrous 2 with respect lo estrous leveis (Fig 3). 

Adenohypophyseal PP II (assayed between 10:00.11:00 h) Iowest levels were found 

at diestrous 2 and proestrus with decreases of 5B% (p<0.05) and 27% respectively 

as compared with estrous values (Fig 4). A similar pattern of activity was observed 

at 14:00.15:00 h (with decreases of 58% and 37% respectively) although these 

ditierences were not significant (Fig. 4). In contrast, thyroliberinase activity assayed 
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either in the morning or the ahernoon didnot vary during the estrous cycle (not 

shown). 

DISCUSSION 

This work shows regulation of some TRH metabolic stops during lactation and 

estrous cycle. Comparison of the leveis of TRH in MBH with its mRNA in PVN, 

where originate most of the TRH neurons that innervate the median eminence [24), 

demonstrates no correlation between these two parameters during lactation. Steady 

state TRH leveis in MBH could a priori be set by TRH biosynthesis, release or 

degradation retes. However, we have previously shown that, prolylendopeptidase 

and pyrogiutamyl peptidase 1, two Intracellular enzymes able to degrade TRH in 

vitro,  do not participate in TRH catabolism In whole cells (25). Therefore, the steady 

state leveis in MBH are probably the result of biosynthesis and release. Changes in 

TRH levels could be due lo variations of one of these two metabolic events or to 

their combined effect. Various studies have shown that, in neuroendocrine cells, 

peptide mRNA levels can fluctuate coordinately with secretion cates [3). In particular 

high supraoptic nucleus vasopressin and oxytocin (OXT) mRNA leveis during 

lactation correlate with high plasma peptide leveis [26). 

With this background we can tentatively interpret the data showing decrease of 

TRH leveis between end of pregnancy and beginning of lactation as an increase of 

TRH secretion at this moment since TRH mRNA levels did not drop concomitantly. 

This is consistent with the blood PRL augmentation occuring at this moment. This 

postulated variation of TRH secretion coincide with the OXT release occuring at birth 
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(27] and may participate in the PRL surge that precedes parturition (28). 

Stable TRH mRNA levels starting at day 5 of lactation are accompanied by 

increased MBH TRH levels until day 15, suggesting that TRH secretion from 

median eminence during lactation is not as high as at the beginning. However, it 

has been shown that suckling stimulates TRH release (13) and during days 5-15 of 

lactation plasma PRL is also increased ([23), and this work); the risa observed in 

TRH levels is thus best explained if post-nuclear events (processing of precursor or 

translational efficiency) are stimulated. In thls regard, although still scarce, there Is 

evidence for regulation of translation efficiency by steroids [29) and for activation of 

processing enzymes such as peptidyl-glycine a amidating monooxygenase (RAM), 

carboxypeptidase E and kallikrein by hormones or second messengers [30). We 

have previously suggested that a post-translational step Is increased to maintain 

TRH levels In the terminal upon stimutation of peptide release in vitro  (31). Increase 

in translational efficiency or TRH precursor processing may be necessary to maintain 

high TRH levels in the terminal for its release during suckling [13), as a 

consequence of a continuous activation of TRH neurons. Changos of TRH levels 

between day 15 of lactation and weaning suggest that mRNA levels are not 

regulated by the interruption of the stimulus as might be the reduction on TRH 

precursor processing. 

The parallel changos occurring between the postulated post-nuclear events and 

PRL levels make it tempting lo suggest that intensification of TRH secretion during 

lactation is one of the factors setting PRL levels during these physiological events. 
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The pattern of TRH levels in neurohypophysis or MBH suggest different roles 

andior regulation for these tissues. However, in each tissue, levels did increase at 

the beginning of lactation and decreased at weaning. The post-nuclear mechanisms 

operating during lactation may be similarly alterad in the two projections. 

We previously noted a coordinated regulation of TRH mRNA leveis in 

hypothalamus during the circadian cycle [18). Levels of hypothalamic TAN mRNA 

during estrous cycle cannot be compared with TRH levels because they are the 

mean fluctuations from various nuclei. Due to their amplitude it is possible that TRH 

mRNA In several nuclei, including PVN, are regulated coordinately by variations of 

steroid leveis. II so, high diestrous 2 TRH mRNA levels may Indicate a build up of 

TRH in preparation for the preovulatory TRH and PRL surge. On the other hand, 

lower PP II levels during diestrous 2 and proestrus may be necessary to increase 

TRH efficiency, This inversa relationship between PP II and TRH mRNA is similar 

lo that observed when thyroid hormone (TH) levels are altered (6,71. 

Although TRH gene has consensus sequences for thyroid hormones and 

glucocorticoids receptors [32), glucocorticolds do not chango during gestation or 

lactation [23) and, TH diminish during lactation (33). 	Other hormonal or 

transneuronal activators may therefore participate either in transcription or mRNA 

stability. In this regard, we have tound that intracellular second messengers can 

regulate TRH mANA in hypothalamic cefis in vitro (Mal. Covarrubias, L. 

Covarrubias, J.L. Charii and P, Joseph-Bravo, in preparation). 

Adenohypophyseal PP II is increased by TH and decreased by 173 oestradiol 

[7.8). The fluctuations observed during estrous cycie are not in phase with estradiol 
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leveis suggesting either a 24 h delay for E2  etfect or the involvement of yet unknown 

factors in setting PPII activity. These data point for involvement of PP II in regulation 

of PRL secretion. 

In conclusion, the data demonstrate that various steps in TRH metabolism are 

regulated when PRL secretion is altered, Discrepancy between MBH TRH and PVN 

TRH mRNA levels during lactation indicate that a surge of TRH secretion can occur 

between end of gestation and beginning of lactation and suggest that translational 

efliciency or post-translational processing of TRH precursor in the PVN increases 

during lactation and drops at weaning. These modifications on post-nuclear events 

are paralleled by variations of blood PRL. 



18 P 65 ± 	5 

5L 90 ± 21 

10L 137 ± 21 

15 L 115 ± 	21 

weaning 71 ± 22 

Dala (pg TRH / neurohypophysis) are Mean ± SEM of 3 independent 

determinations. P.pregnancy; L.lactation. 
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Tabla 1. TRH leveis in neurohypophysis during lactation 

Tabla 2. Specific activities of adenohypophysial PP II and serum 

thyroliberinase during lactation. 

    

Days 	 TRH 

 

Days of lactation Adenohypophysial Thyroliberinasel  

pyroglutamate 

aminopeptidase ila  

14 

1 0.052 ± 0.007 0.25 ± 0.022 

4 0.049 ± 0.007 0.20 ± 0.010 

11 0.056 ± 0.011 0.22 ± 0.026 

22 0.050 ± 0.014 0.19 ± 0.042 

29 0.056 ± 0.023 0.29 ± 0.020 

In Chis experiment, in contrast lo what is shown in figures 1, 2, and labio 1, 

rats were maintained with their pups for up to 29 days. Data are mean ± SEM 

of 4 (PPII) and 3 (thyroliberinase) independent determinations. Specific 

activities in pmoles hisproNH:  / min / mg prolein. 
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Figure legends 

Fig.1. Serum PRL (upper panel) and mediobasal hyPothalamic TRH levels (lower 

panel), from day 18 of pregnant rat (P), during lactation and al weaning (W). Number 

of rats are shown within the figure columns. The data represent the mean ± SEM. 

Statistical significante, °: p<0.05, s": p<0.01. 

Fig.2. PVN TRH mRNA levels in day 18 of pregnancy (P), al 1, 5, 10 and 15 

days of lactation and at weaning (W). A) representativo samples of Northern blots from 

total RNA hybridized with TRH cDNA (upper panel) and its corresponding total RNA 

stained with ethidium bromide (lower panel). 8) densitometric analyses of TRH mRNA 

adjusted per amount of ribosomal RNA. The data represent the mean of arbarary units 

± SEM. Number o! samples in the columns. Statistical significance, ': p<0.05, ": 

p<0.02, '•': p<0.01. 

Fig.3. Hypothalamic TRH mRNA levels in cycling rats sacrificed between 14:00- 

15:00. DI 	diestrous 1, D2 'mz diestrous 2, P z proestrus, E 	estrous. A) 

Representativa samples of northern Wats from cytoplasmic RNA hybridized with TRH 

cDNA (upper panel). Lower panel shows corresponding cytoplasmic RNA stained with 

ethidium bromide. B) densitometric analyses of TRH mRNA adjusted per amount of 

ribosomal RNA. Data (mean ± SEM) are expressed in percentage of estrous values. 

Numbers of samples are shown in the columns. Statistical signiticance, *: p<0.05. 

Fig.4. Adenohypophysial PP II activity during the rat estrous cycle. Activity was 

measured between 10:00 and 11:00 and between 14:00 and 15:00. Data are the 

mean f .SEM of the number of samples shown in columns. Statistical significance, ': 

p<0.05. 
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