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RESUMERN

El hipotdlamo regula y coordina la actividad de la glandula hipdfisis
madiante las cecreciones gue vierte en la sangre portal, las gue al

activar receptores hipofisarios afectan la actividad celular. El
funcionamiento del sistema neuroenddédcrino depende en gran medida de la
adecuada comunicacidn inter e intracelular. Es tambien de gran

importancia, la retroalimentacidn que los productos finales de 1los
diferentes ejes endocrinos ejercen sobre el hipotalamo y la hipdfisis,

En este trabajo, estudiamos el efecto de las hormonas tiroideas sobre la
degradscidn del TRH como un posible evento involucrado en la requlacion

de la actividad del peéptido. De las enzimas que especificamente
degradan al TRH la @nzima membranal, piroglutamato aminopeptidasa II |
(PGA II) v la tiroliberinasa sérica ce incrementan cuando existen
niveles altos de hormonas tirnideas circulantes. Este es un efecto

especifico ya que se observa unicamente en el drgano blanco del TRH, la
adenchipdfisis. :

Ce estudid el efecto de las neurchormonas hipotalédmicas involucradas en
la secrecion de tirotropina (TSH) o prolactina (PRL): TRH, angiotensina
IT (AII), vy dopamina (DA} sobre la actividad enzimatica =n cultivos de
células hipofisarias. El TRH y el agonista dopaminérgico bromocriptina
(BC) disminuyeron la actividad de la PGA II; este efecto podria estar
mediado por la cinasa C ya que de los mensajeros estudiados, solamente
los tratamientos prolongados con ésteres de forbol disminuyeron la
actividad enzimdtica. Por otro lado, =1 calcio y el acido araqulddnlco
incrementaron llgeramente la actividad de PGA II.

Diversos mensajercs intracelulares median la respuesta secretora de PRL
a TRH, AII y DA. En la segunda parte de este trabajo se estudid el
papel del &cido araquidénico en la secreciédn de la hormona. Se encontrd
un mecanismo generador de AR estimulable por TRH e inhibible por DA. La
persistencia de estog efectos en condiciones de desensibilizacidn de
PEC vy tratamiento con toxina pertussis sugiere la participacion de la.
PLA; como responsable de la produccion de AA. La respuesta inhibitoria
de Ya DA sobre la secrecisn de PRL esta mediada por la actividad de PLC,
flujos cdlcicos y adenilato ciclasa (AC), sin embargo ninguno de ellos
participa en el mecanismo inhibitorio de la liberacion de AA.
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ABRSTRA&OCT

The hypothalamus controls adenchypophyseal activity by secreting
substances to the portal blood that activate hypophyseal receptors and
cellular activity., An adequate inter and intracellular communication in
required for the neurocendocrine system function. End products from the
different endocrine axis exert feedback influence on the hypothalamus
and the hypophysis. For example, thyroid hormones have multiple
feedback effects on the hypothalamus-hypophysis—thyroid axis; some of
which are on certain metabolic steps involved in thyrotropin releasing
hormone (TRH) metabolism. ‘

In this work we studied the effect of thyroid hormones on  TRH
degradation as & possible event involved in regulating this neuropetide
activity., Two specific TRH degrading enzymes, the membrane bound
pyroglutamate aminopeptidase II (PBA II) and serum thyroliberinase,
increase their activity under high thyroid hormone levels. The response
of PGA II is organ specific, only present in hvypophysis, the target of
TRH.,

Hypothalamic effectors involved in thyrotropin (TSH) or prolactin (PRL)
secretion such as TRH, angiotensin II (AJII) and dopamine (DA) were
studied on PBA II activity in pituitary cells cultures. TRH as well as

~dapamine decreased PGA II activity. This effect seems mediated by

phosphokinase C (PEC) since, from all second messengers studied, phorbol
esters were the only ones to inhibit PGA IY. On the other hand, calcium
or arachidonic acid showed a slight increase in enzyme activity.

Diverse intracellular messengers mediate FRL zecrstory response to TRH,

A IXI or DA. The scecond part of this thesis concerns the roles of

arachidonic acid (AA) on prolactin secretion. TRH stimulstes AA
production and DA inhibits it. FEC decsensitization or pertussis toxin
treatment to the c¢ells do not alter AA response suggesting  the
involvement of phospholipase Ap in AA production. DA inhibition of PRL
secretion is mediated by PLC, calcium fluxes or adenylate cyclase

activity, but none of this in involved in AA production. ' ' |
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Abreviaturas y simbolos

i AA dcido araquiddédnico
' aa aminoacidos
AC adenilato ciclasa
s AD adenohipofisis
| Bac bacitracina
CPHNA irhibidor de la PGA 11X
D1 diestro 1
D2 diestro 2
DA dopamina
DG diacilgliceronl
- DL diacilglicerol lipasa
i DHP dihidropiridinas
: DNA Acido desoxiribunucleéico
e DEP dicetopiperacina
| FEH hormona foliculo estimulante
GC guanilato ciclasa
GH hormona de crecimiento
GHRH  hormona liberadora de GH
IFs fosfatos de inocsitol
LH hormona luteinizante
LHRH hormona liberadora de gonadotropinas (FSH y LH)
MG monoacilglicerol lipasa
OVLLT  organo vasculoso de la lamina terminalis
PA Acido fosfatidico
P fostatidilcolina
PDME  piroglutamil diasometil cetona inbibidor de la PGA I
PE fosfatidiletanclamina

FGA I piroglutamato aminopeptidasa spluble
PGAII piroglutamato amino peptidasa membranal
L. fosfolipidos
PLAZ fo=sfolipaza A2
PLC fosfolipasa C
PLLD fpsfolipasa D
POMC proopicomelanocortina
P PPCE prolilendopeptidasa
o - PRL  prolactina

FS fosfatidilserina
+ PTX o IAP Toxina pertussis
o RER splucidn Ringesr Krebs hicarbonatos

RNA dcido ribonucléico
o SRIF  hormona inhibidora de la liberacidn de GH

TEH tirotropina
TRH hormona liberadora de tirotropina
VIP peptido intestinal vasoactivo
; VELCC canales de calcio sensibles a voltaje
st ZPP Z-Pro-Prolinal inmhibidor de la PPCE

nivel de significancia estadistica

*- ng 0,085
* % pa 0,02
¥E¥  po 0,01
EEEX o 0,001



PROL OGO

En organismos multicelulares existe una organizacidn celular CUYD
funcionamiento depende ds una adecuada comunicacidn intercelular. En
mamiferos esta comunicacidn es realizada por diferentes drganos VY
sistemas entre los cuales el mas complejo es el sistema neuroenddcrinog
¢ste decodifica las sefales internas y externas cuya resultante
participa en el proceso homeostatico del orgamismo. E1 hipotalamo
constituye la via final comiunm & la gue convergen y a partir de la cual

se inician las serales nerviosas vy hormonales que controlan 21
funcionamiento de la gléandula hipdfisis, la gue 3 su vez, controla parte
del <cistema endocrino. Por todas las funciones gque el hipotdlamo

realira e le ha denominado transductor neuroenddcrino.

l.La comunicacidén intercelular se lleva a cabo por medio de sefales:
guimicas que cauzan diferentes efectos en cada tipo celular. Estos
eventos pueden ser desde cambios en la polaridad de la célula, hasta
complejos procesos metabdlicos como la activacidn enzimatica, sintesis
de proteinas, etc. La recepcidn de dichas serales, dependiendo de su
naturaleza hidrofobica 0 hidrofilica, requieren de receptores
intracelulares o membranales (reszpectivamente) que son responsables de
la decodificacidn y tranmsmision del mensaj: &l interior de la célula,
realizando asi la comunicacion intracelular,

Los diversos tipos de comunicacion intercelular pueden ser clasificados
de acuerdo al tipo de relacidn gue se establece entre las células: en la
comunicacidn enddcrina, Jlos tejidos csintetizan vy vierten a la
circulacidn sus productos para que &lcancen otros tejidosg en la
comunicacidn paracrina, las ceélulas producen mensajeros que afectan la
actvidad de células vecinas, miemtras que en la comunicacidn autdcrina,
la célula produce mensajeros que afectan su propia actividad.

iLa comunicaciédn intracelular implica cambios en la actividad de los
mensajeros intracelulares entre los gque se encuentran el zistema
adenilato ciclasa, las fosfolipasas, las cinasas dependientes de Ca2+,
el miemo calcio, la transmetilacidn de fo=zfolipidos, v la produccidn de
acido aragquiddnico, '

El presente trabajo versa sobre un peptido hipotalémico, el TRH (hormona
liberadora de tirotropinal) gue al interactuar con zuw recptor hipofisario
afecta la sintesis y liberacion de tirotropinma as{ como de prolactina.
El trabajo experimental est& dividido en dos partes: Jla primera,
realizada en 21 laboratorio de neurcendocrinologia molecular del CIIGRE,
amaliza una de las etapas del metabolismo del TRH, la degradacidn y como
¢eta, puede <ser regulada por las hormonas tirocideas o bien por
mensajeros intracelulares involucradoz en la secrecidn hipofisariajg la
sequnda parte, realizada en la unidad 159 del INSERM Paris, consiste en
el ectudio de algunos factores intracelulares involucrados en la
liberacion de prolactina.

En la introduccion se hard una revisidn de la literatura cormerniente al
metabolismo del TRH y a la liberacion de tirotropina vy prolactina,
extendiendose en lo que e Cconoce acerca de Jlos mecanismos de
comunicacidn  intracelular. Para facilitar la lectura, la parte de
metodologia resultades vy discusidn serd dividida en dos capitulos,
separados de acuerdo a las partes mencionadas y se hard una discusion
neneral. |



INTRODUCCION

LLa actividad de un organismo es variada y sumamente compleja, entre sus

diverceas funciones, debe responder a cambios en el medio ambiente y a
lazs situaciones que ponen en peligro su integridad (a taves de la
defensa, la huida, etc.). En respuesta a algin estimulo , 2l sistema a
traves de multiples acciones, trata de alcanzar el estado de eqguilibrio
en un proceso conocido como homeostésis.

Desde el punto de vista neurcenddcrino, el sistema nervicso central
interviene en el procecso homecst&tico del organismo a traves de la
regulacidén de las hermonse de la adencohipofisis. Al hipotdlamo llegan
serales nerviosase y hormonales cuya 1ntegracion se refleja en la
actividad de las neuvuronas hipotaldmicas; éstas, sintetizan y liberan
neurchormonas gue alcanmzan la adenaohipdfisies y modifican la secrecién de
hormonas, entre las que se encuentran: la tirotreopina (TEH), la hormona
luteinizante (LH), la hormona foliculo estimulante (FEH), la prolactina
(FRL}Y, la hcrmona de crecimiento (GH) vy péptidos derivados de la
proapiomelancocortina (ROMC) .,

El sistema portal hipofisario conecta el sinusoides de la esdenohipdfisis
(AD) con el plexo capilar en la eminencia media donde se encuentran gran
cantidad de terminales nerviosas oue contienen divereos factores de
liberacidn (haormona liberadora de tircgtropina -TRH-, hormona liberadora
de LH y FSH —-LHRH-, hormona liberadora de OH -GHRH-, etz.). Este sictema
de irrigacidn permite que los factores de liberacidn alcancen la
adenohipdfisis sin ser diluidos en la sangre periférica. Se conccen los

reguladores hipotalémicos de varias hormonas hipofisarias, algunas

noseen reguladores comunes Yy en otros casos aun se desconocen,

Las cecreciones hipofisarias tienen drganos blanco, por ejemplo, para la
LH v FSH la gdnada; la TEH, la nglandula tircides; ACTH, la adrenal vy
FRL, la glé&ndula mamariay la GH en cambilieo, no tiene un éorgano blanco
Unico sino que ejerce sus efectos & diferentes niveles en el organismo.

LLa mayoria de los factores cde liberacidn (o hipofisiotrdpicos) eon
peptidos aque dentro de las neuronas hipotalé&micas son producidos
mediante sintesis ribosomal en el soma neuronal, transportados vy
almacenados en la terminal nerviosa para ser liberados por algun
estimulo. Una ve: liberados, viajan en el sistema portal-hipofisario vy
alcanzan su célula blancoj la especificidad del mensaje radica en 1la
rosecion del receptor gue reconocerd a la neurohormona. La interaccion
de la neurohormona c¢con su receptor membranal, provoca cambios
metabdlicoe en la célula alterando la concentracidn  de iones,
mensajeros intracelulares o la actividad de en:zimas relacionadas con
los procesos de sintesis y/o0 secrecion. La terminacién del mensaje
ocurre (en general) por la accion de peptidasas que ecspecifica o
inespecificamente degrsadan & la neurcohormona. '

lLas hormonas de los dérganos blanco, cuya liberacién es controlada por
las secreciones hipofisarias (estrdgenos, hormomnas tiroideas), ejercen a
sy vez un efecto de retroalimentacion, tante a nivel hipofisario como
hipotalamico. Este efecto puede observarse sobre los procesos sintéticos

y/0 secretores, como sucede en el caso de las hormonas tiroideas en el
eje hipotalamo-hipdfisisstirocides (retroalimentacidn de largo alcance).
También es posible que las mismas secreciones hipofisarias

retroalimenten directamente la produccidn y/o secrecidén de sus factores
liberadorees a nivel hipotaléamico (retroalimentacidén de corto alcance).

Y N e
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LGud es lo gue regula la actividad de la meurona peptidérgica productora
de uma neurohormona en perticular?. Por wun lado las aferencias
nerviosas gue sstimulan o inhiben su sintesis y/0 liberaciodon, por otro,
los mecamiemos de degradecidn ague disminuyen <4 corcentracidn. Las
diferentes etapes involucradas en el metabolismo de los rneuropeptidos
pudieran reprecentar puntos de regulacion. A continuacion ze analizaran
Mmés detalledamente eetos Procesons para uno de Jos peptidos
Mipotaldmicos, aque == =1 objeto de esta tesie, &1 TRH.

1- Papel fisioldgico del TRH

El TRH se encuentra en alta concentracidn en la sangre portal v es el
estimulo mas potente en la secrecidn de tirotropina (TSH). El tripéptido
que €2 libera de las terminaciores nervinsass de la eminencia media en
rezpuesta a un estimulo, es conducido por los vasas portales y estimula
la sintesis vy secrecidn de TEH vy de prolaciina (FRL) en la hipdfisis; la
TEH liberada alcanza la tiroides donde estimula la secrecidn de hormonas
tiroideas, mientras gue la PRL ejerce sus acciones sobre el proceso de
la lactancia (crecimiento vy diferenciaciéon de la glé&ndula mamaria,
iniciacidn de la secrecidn de lesche y mantenimiento de la lactancia)l.

l.a PRL a diferencia de otras hormonas periféricas, =sta involucrada en
aran wvariedad de acciones como: la reproduccion, interaccidn con las
hormonas ezteriodales, la regulacion dezl balance hidrico v
electrolitico, el crecimiento y desarrollon. Tiene esfectos sobre las
=

estructuras del ectodermo, el metaboliesmo y el sistema inmune (Lambert
v col. 19700,

2— Distribucidn de TRH

La localizacion del TRM ha sido estudiada principalmente utilicando
técnicas de inmunohictoquimica. EL TRH se encuentra ampliamente
distribuido en el cerebro y en drganos perifericos; en el hipotialamo, es
la eminencia media la rona donde existes el mayvor numero de terminales
del péptido. S encuentra tambieén en cerebro anfterior, tallo cerebral
y en el diencéfalo posterior (Browntein y col. 1974, Wirmokur y Utiger
1974, Kiger vy col. 1976). Fibras y terminales TRHergicas se encuentran
en eminencia media, area predptica (en 21 drgano vasculoso de la lamina
terminalis, OVLT), amigdala, septo lateral, tallo cerebral inferior,
neurcohipéfisis (Lechan vy Jackson 1982, Palkovits 17984, Harkness vy
Brownfield 1985%), asta ventral y dorsal de la medula espinal (Palkovits
1984, Harkness vy Brownfield 1985). Somas TRHérgicos se han aobzervado en
2l hipotdlamo anterior, en los nacleos hipotaldmicos
paraventricular, ventromedial, supraguiasmatico y supradgptico; en la
médula oblongada, é&drea predptica, bulbo olfatorio, amigdala, substancia
gris, corteca cerebral y médula ecgpinal (Hokfelt y col. 1978, Lechan vy
Jackson 1982, Johansson y col. 1983, Palkovits 1984, Lechan vy col. 1785,
Harkness y Brownfield 1%945).

Utilizando la técnica de hibridacidn "in situ" y la sonda Pro-TRH DNAc
para hibridizar 21 Pro-ARNm se ha obtenido informacidn concerniente a la
localizacidn de la zona qgue delimita & la neurona TRHérgica: E1l nlucleo
paraventricular (PYN) cortiene wun gran nimero de cé&lulas positivas
distribuidas en una configuracion trianmgular en los limites dorsales del
tercer ventriculo; la reqgidn parvocelular media parece contener mayor
numera de c#lules positivas que la regidn parvocelular anterior (Lee vy
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col, 198%)., rona en la gue Nishiyama v col. 1985 han observado cambios
morfoldsoicos estudiendo animales hipotiroldeos.

En cuanto & la distribucion suhr@lulpvs =& gabe oue un alto porcentaje
der TRH tanmtc mipotalémico coms erxtrahipotaliamico de encuentrs Jjocalirado
ern vesitculas sinapticas dentro ch. 1a terminal nerviosa (Barnea vy cal
1976, Wirmokur v col, 1977, Johansson v col. 1983

lLa diestribucion del TRHE en zonas no relacionadas con cu activadad
Fipofisiobtredpica v su localizacidn principalmente en las terminaciones
rerviosas ha llevedo a proponer oue el peéeptido no solo actua coma

&
hormona cuyo Groano blamcm ez la adenohipdfielrs, s1n0 tambien como

nedrotrancemisnr.
S5~ Biosintesis de TRH

£l TRH ez sintetizado a traves de un  precursor  proteico de 225
aminoacidos  (aza) cuva secuencia ha oido deducida de la secuenct
nucleotidice del DNAc (Z9.2 kDal. Esta proteina fLiene una secuvenci
lider caracteristica de proteinas szecretadas y cinco copias de la
spcuencia del precursor de TRH. Gln-His-Pro-Gly, flangueado por pares
de aminoécidos basicos (Lechan y col. 1986). {(La umidad de franscripocion
del TRH contiene Z.6 kb, incluye ftres exones 1interrumpidos por dos
intrones: el exon uno codifica para la region &% no traducida del RNAm,
el ewon dos, la secuencia sefal y la mavoria del peptido amino-terminal
y el exon tres, el resto de la porcion amino-terminal, las Ccinco coplas
de TRH y la regidn carboxi-terminal del peptido, En la region 5/ del
gen de TRH se encuentran presentes la regidn promotara y reguladora. La
secdencia consenso TATA se encuentra a 26 baszes del sitio de iniciacion

w
a
a

0 sitio cap; la secuencia entre -1946 y -203 pb (pares de bases) del
sitio cap es idéntica & la region consenso propuesta para la union del

receptor de glucocorticoides. La regidn rica en GC de -111 & ~120 pb
contiens el hexanucledtido GGBGLGES caractericiico de la region de unldn
del factor de tramscricién Sp-i (que junteo con la proteina fos activa
gernes tras la activacien de la PEC) (Curran y Franze 1988). Finalmente
existe una secuencia de 10 pbh en &1 lado S terminal del gen de TRH (v en
el gen de TSH subunidad beta), cuyas cinco primeras bases son homdlooas

con una porcion del receptor & 78 de placenta, c-erb A en base a gstas

ohservaciones &8s posible que esta secuencia este involucrada en la
regulacidn de estos genes por hormonas tiroideas (Lee v col. 198%). '

El precursor del TRH es procesado postraduccionalmente en la secuencias

dibAsicas (lys—-arg, arg—arag) reconocidas por enrimas del tipo
guimotripsina (convertasas) vy por carboxipeptidasas que cortan log

aminodcidor basicos, generando la secuencia Gln-His~Pro-Gli que por la
accian de una enzima, forma un hetercoclico en  la molécula del Glno

(Maing v col. 1990):; el ladeo carboxile terminal de la prolina, e
amidadao por lz peptidil glicina monooxigernaca alia— amidante (PAp
util:cands el orupo am:ino de la glicina Eﬁnpmr v ocol. 198B). Estas

-

i
reacoiones conducen & le obtencidn del peptido maduro (TEHDY. Ehl%t@ﬁ
otraz formas  de procesamiento gue nruﬁn"-u pentidos cuva  fo
bioldgica ez aun desconocids (Cockle vy Smyth 19889,

lLa biogsintesis del TRH comprende varias etamas, hasta este momento las
evidencias sugleren aue la trqnacrzpc1én del ge asi como el
procesamiento del precursor estarian sujetas & regulacion.



Jd.1- Regulacidn de la biozintesis de TRH

La cantidad del péptido &n la terminal nerviosa s el resultado de
diferentes eventos metabdlicos (sintesis, transporte y procesamiento del
precursor, liberacidn y degradacidn), de tal suerte que la determimacidn
de la cantidad del péptido maduro no refleja unicamente la actividad
sintetica de la celula., For esta razon, el estudio de 1a
retroalimentacian de las hormonas tiroideas sobre la biosintesis,
evaluado por la cuantificacidn del péptido =n el hipotdlamop ha dado
resultados contradictorins (Childs y col. 1281, Mori vy Yamada 19487,
Flardon vy col. 1977).

Cuantificando RNAm del precursor de TRH mediante la técnica de

hibridizacidn "in siftu", fue posible mbtener recsultados mas
reproducibles: en animales hipotiroideos., la concentracian de ProTRH-
RMNAM e incrementa al doble en la regidn que circunscribe al nlcleo
paraventricular y este svento no perece estar mediado por el aumento en
los niveles de TEH Y & que tambien se obssrva  en aminales
hipofisectomizados. El incremento en ProTRH-RNAm se ocheerva en la
zona de las neuronas del nidcleg parvocelular medio vy no se observa en
otra regién del hipotdlamo, lo gue cugiere que Jlas hormonas tiorideas
ejercen una retroalimentacidn negativa sobre las rmeuronas TRHérgicas
tuberoinfundibulares del nUclea paraventricular (Segerson v col. 1987,

El ciclo circadiano observado en Jla secrecidon de TS8H (Jordan y col.
1980), sugirid la posibilidad de que su hormona libheradora (TRH) se
secrete también de manera ciclica. El estudio de las regulacidn de la
tasa bilosintética del péptido durante la ontogenia v €l ciclo circadiano

sugiere que el nivel de péptido (TRH) estd determinado principalmente

por el nivel de su RNAm por regulacidn a nivel transcripcional (o

estabilidad del RNAm). Por la coincidencia en los niveles de RNAm a
TRH, de TRH en hipotdlamo asi como de TSH &n sangre durante el ciclo
luz~obscuridad vy el desarrollo postnatal se propons gue la sintesis y la
liberacion son procesos acoplados (Covarruvias y col. 1988 vy  en
preparacidn).

Durarte la lactarmcia y el ciclo estral (en el dia del proestro) se
observan patrones de secrecidn de PRL y se ha propussto &1 TRH COmo
responsable de este efecto. El andlisis del RNAm de TRH en estas
condiciones fisioldgicas ponen en evidencia Jla existencia de elementos
de regulacion de la actividad sintética de la célula productora del
peptido. Durante &1 ciclo estral, el nivel de mensajero es méas 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 dia del ciclo estral (Fink y col. 1982,
Uribe y col. sometido). Durante la prefez vy la lactancia la mayor
cantidad de mensajero se encuentra al final de la prefez e inicio de la
lactancia y disminuye hacia el quinto dia para después permanecer
constante mientras que,=2l contenido de péptido en el hipotdlamo medio
basal disminuye el primer dia de lactancia y se recupera a lo largo de
la misma para wvolver a caer al momento del destete (Uribe y col.
sometido). |

Estos resultados sugieren que no solo la transcripciédn del gen de TRH o
la ectabilidad de su RNAm esta sujeto a regulacidn, posiblemente tambidén
el procesamiento. Ademés, la neurona TRHérgica responde a cambios
hormonales ligados con la funcidn hipofissria (liberacién de prolactina)



L- Liberacidn de TRH

El TRH, &asi como otros peptidos hipoficintrdficos que alcanzan la
adenohiopdfisis, se libera de las terminales localiradas en la eminencia
media & la sangre portal donde viaja hasta la adenohipdfisis y afecta
la acividad de las célulaz blanco. * - ' -

2l TRH =e libera de las terminaciones nerviosas hipotaléamicas por un
mecanlsmo dependiente dea calcio &en respuesta =1 Lun estimulo
despolaricante (Joseph-Bravo y col., 1979, Masda vy Frohman 1980, Warlberg
1982, Méndez y col. 1%87) y de fragmentos de hipotdlamo, por histamina
via su receptor H2 (Charli y col. 1978, Joseph-Rravo y col. 1979, Rennet
1781). Las neuronas noradrengrgicas ejercen una influencia estimulante
zobre la secrecidn de TEH aparentemente incrementando la sintesis v/
liberacidn de TRH hipctaliamico. No es clarc 1 mecanismo por el cual la
noradrenalina estimula la csecrecidn de TRH-TSH pero dado que las
terminales asferentes hipotalamicas no farman verdaderas sinapsis con las
neuronas, es posible gue la noradrenalina actue como neuromodulador de
la actvidad de otros compuestos sobre las neuronas TRHérgicas (Nishivyama
y col 1285). La liberacidn del TRH s inhibida probablemente por la DA
in vitro (Joseph-EBravo vy col. 197%) e in vivo (Tuomisto vy col. 1945),
por el ERIF (Hirooka y col. 1978) y por los péptidos opidceos (Jordan
vy col, 1988).

La DA inhibe la sscrecion basal y estimulada por TRH de TEH (Foord vy
col. 1986) =2si como el incremento en TEH provocado por tiroidectomiag
la bromocriptina, uoun anmnalogo dopaminérgico, inhibe el irncremento
provocado por =21 fric. Estas observaciones apovan la proposicidn de la
DA como un inmbhibidor de la secrecidn de TRH y/o de la liberacidn de TEH
a nivel hipofisario (Simpkins y col. 1982).

La DA inhibe la secrecidn de PRL basal y estimulada por TRH (Macleod vy
col. 1974, Fagin vy col. 1982); péptido intestinal vasoactivo (VIP)

(Emjalbert v col, 1928003 angiotensina II (AIY) (Enjalbert y col. 1286);
Yy neurotensina (NT) (Memo v col. 198&4). _ - S

Aunque se conoce el efecto de las hormonas tiroideas sobre el nivel de.
RNAm de TRH, no se cabe si ellas afectan la liberacidn del péptido. En
condiciones de estres por frio, se produce un incremento en el nivel de
TRH,TSH vy hormonas tiroideas, evento en 81l que g propone la
participaciédn catecolaminérgica (Arancibia y col. 19e3). |

El analisis de losz neurotransmisores gue controlan la liberacidn del TRH
23 sumamente complejo, ya gue ésta depende del modelo v la preparacion
vtilizada. Quiza cada neurotransmisor es capas . de liberar diferente
cantidad ce péptido alcanzando pozas diferentes cuya digponibilidad en
TRH csea determinado por eventos como por ejemplo el estado tiroideo.
Otra posibilidad es gue dependiendo del 2stimulo (estres por frio, ciclo
circadiano, ciclo estral) la via neurcnal y por lo tanto g1
neurotramnsmisor involucrado responsable de la liberacidn varia (Hordon vy
col. 1974)

S- Degradacidn del TRH

El mensaje que una molécula—-seral lleva de un lugar a otro, es recibido
y la informacidn procesada de acuerdo a las caracteristicas del
receptory en este momento la secuencia de eventos metabodlicos continda vy



la molécula cefal termina su accidn.

lLos neurctranemicores clégicos, tienen mecanismos para terminar con su
artividad, tales como la difusidn, la recaptura vy la degradacidn
enzimatica. Esta Oltima perece ser el proceso responsable de la
inactivacidn del TRH.

En la hipdfisis se han descrito fenamencs de intermalizacidn para. el TRH
v la LHRH =n células mnormales (Morel v col. 1285, Duello y col 1983) v
en celulas tumorales GH2 para ) TRH (EBErunet vy col. 1974%)g con
respecto a la captura como mecanismo  inactivador, se  encontrd  un
mecanismo de "acumulacién' para 21 TRH &n rebanadses de cerebelo (Pachecoo
y col. 1981) y de hipotdlamo (Charli vy col. 1%84), sin a2mbargo la baja
velocided de eszte mecanismo cue:tzona s relevancia en el fenomeno de
inactivacidn.

e han caracterirado dos enzimes solubles que degradan al TRH: La
piroglutamato amimo peptidasza I (F&A X)) (E.C. 3.4.12.3.) vy 1la
prolilendopeptidaza (PRCE) (E.C.32.4,21,248), (Fig 5).

PGA I | PPCE
PiroGlu————— His————Pro————R~NH=
PGA II

Tiroliberinaca

Fig & Degradacion primaria del TRH, PEA-piroglutamato amino peptidasa:
I-enzima soluble, IX enTima membranal; FPCE~ prml:1endaompt3d:5 ]
Tiroliberinssa—enzima sérica.

lLa PGA I &5 uma encima =zensible a los agenteg gue reaccionan cen los

grupos sulfhidrilo; ha =sido aislada de hipédfisie de rata {(Bauer vy

Bleinkauf 1980) vy de cerebro de cuyo (Browrme y 0/'Cuinn 1983) vy posee
bajo peso molecular (286000d). Esta enzima hidroliza a otros péptidos que
poseen como residuo N-terminal al piroglutamato entre los oue podemos
citar: LHRH, neurotensina vy bombesina, Su distribucion en el cerebro es
muy homogériea (Friedman y col. 1985, Suen y Wilk 1989).

lLa PPCE es wuna serin proteasa sensible & agentes gque reaccionan con
grupos sulfhidrilo (Browne y 0‘Cuinn 1983, Wilk 1983) y posee un peso
molecular de 77000d. FEeta enzima hidroliza péptidos como el LHRH,
Neuroternsina, EBEradikinimna, Anoiotensina II vy puede =er inhibida "in
vitro" por bacitracina.

Ambas enzimas solubles s encuentran en baja proporcidn en la terminal
nerviosa (menos del 10% del total) donde <& enguentra una alta
concentracidn de TRH (Joseph-BEravo y col. 1979, Torres y col. 198673 la
administracidn in vivo de inhibidores de las enztimas solubles no cambian
€l contenido hipotalémico del péptido ni la liberacidon del mismo &n
condiciongs basales o tras ecstimulacién con E+ (Charli y col. 19870,
Estas enzimas no parecen ser liberadeas al medio extracelular (Faivre-
Bauman y col. 1984, Merde:z 198%9) por lo que es posible suponer que
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BEauman y col. 1986, Mende:z 1989) por lo gue = posible suponer gque
ellas no participan en la regulacidn de la concentracidn del peéphtido
intrac=lular (en la terminal nerviosa) o una wver que el peptido ha =ido
liberado. -

£l metabolito His-Pro-NH2 generado por la accidn de la PGA sobre 21 TRH,
puede ser degradado a His-Pro (Bauer vy Kleinkauf 1980, FErowne vy -0'Cuinn
1983) por uwuna enzima liscsomal, por 1o que s probable gue ésta ses
liberada durante la prepseraciodon de la fraccidn a ensayar. For otro
lado, el His~-Fro-NH2 puede formar un heterociclo (de manera no
enzimatica), el His-Fro-dicetopiperacinag (DEP), metabolito gque inhibe
la liberacidn de PRL in vivo 2 in vitro (Erabant y cCol. 1981, Enjalbert
y col. 1979).

Ademés de las enzimas =0olubles que se enceentran. en la terminal
nerviosa, cuya participacidn en la regqulacidn del nivel del peptido ha
sido descartada, existen mecanismos an membranas de cersbro y otros
Sroanos y en el suero que inactivan &l peéptido una ve: gque este &8s
liberado.

Tiroliberinasa

& tirpoliberinasa es una metaloenzima que poesee  actividad de
piroglutamato aminopeptidass (PGAY gue e encuentra en el suero (Taylor
y Dixon 1978, Bausr y Novak 1979, Eauer y col. 1%81); a diferencia de la
PGA citosdlica, posee un alto peso molecular (2800004, se inhibe por
DTT vy EDTA pero zu actividad no se afecta por los agentes gque mnodifican
los grupos —-SH., Esta enzima posee una alta especificidad de sustrato vy
no degrada otros péptidos oue pozeen el piro-glu-% como el LHRH.

Pirocglutamato aminmopeptidasa 11 ~PBA II- (E.C.2.4.1%.

——

Erowne v col 1981 mostraron la existencia de urma actividad de PGA
=0luble que requiriere DTT y EDTA para cu expresidn (PGA I) y otra
actividad particulada imhibida por EDTA en el cerebro de cuyo (PGA I11).
La asctividad de PGEA II fué posteriormente encontrada en membranas de
sinaptosomas de cuyo (3/'Connor vy 0/Cuin 1984), asi como en la fraccion
particulada del cerebro de rata, en los sinaptosomas (Garat y col 1985,
Torres y col., 1286) y en la adenchipdfisis (Fauver 1987). Esta enzima
posee mayor especificidad de sustrato que la PBA I (O'Conneor y 0'Cuin
1785), Elmore vy col 1989); es inhibida por el LHRH y aunque no lo
degrada, la enzima es mucho mas afin por el decapéptido gue por el TRH
(ki LLHRH 20 uMy TRH W2 uf).

Emn el cerebro, la FGA II ce encu=ntra como una ectoenzima (Charli vy col.
1988), restringida a las células neuronales y no a las gliales (Bauer vy
col. 1988, Cruz vy col. 1970); sy actividad especifica en cerebro
completo es cuatro veces mayor que para 21 pulmédn o el suero. Bu
distribucitn en el cerebro es mucho mas variable que para la PGA I
(Friedman v Wilk 1986) auncue su localizacidn no coincide con la
distribucidn del péptido ni con la de csus receptores (VYargas y col.
19847, Martino v col. 19860, Tayler y Burt 198Z2).,

La actividad de la PGA II parece tener mayor importancia en 1la
regulacidn de la concentracidn de péptido liberado a nivel de las



terminacioneg:s nerviosaes del hipotalamo, yva que zu inhibiclidn con el LHRH
0 con un Inhbidor eepecifico (CPHNA sintetizado en el laboratorio del
Dr 5. Wilk}) idncrementan el nivel de TRH liberado de rebanadas de
hipotdlaomo medio basal (Charli vy col. 198%9).

Urna vez lihersdo el TRH y antes de difundir hacia la sangre paortal,
enfrenta 2n primer lugar la accidn de la PGA II (de la membrana de la
terminal nerviosa) vy en segundo lugar la de la tiroliberinasa serica, de
tal manera que durante 21 tramnzporte del TRH hacia la hipdfisis, la
cantidad de péptido activo podria disminuir considerablemente. |lLa
degradacidn del TRH puesde generar metabolitos cuya actividad bioldgica
es contraria a la del péptido ocriginal en cuanto a la secrecion de PRL
(Brabant vy ceol,. 1981, Enjalbert y col. 1979).

S.1- Regulacidn de la degradacion de TRH

Se ha investigado si la retrogalimentacion gue l&as hormonas tiroideas
eiercen A nivel hipofisario & hipotaldmico medulandeo la actividad del
TRH, pudiera ser un evento regulable en relacién a la inachtivacidn del
peptido.

La actividad de la tiroliberinasa cambia en relacidn directa al estado
funcional tiroiden, se incrementa durante el hipertiroidismo y disminuye
en la condicidn contraria (White v col. 1974, Bauer 1974, Dupont v col.
1974) . Ademéds existen también diferencias debidas &l sexo vyva oue la

actividad en hembras putiroideas €5 menor que en loe machos (Bauer

1976) .

La actividad de la FPGA I e incrementa por T3 en ceélulas tLtumorales GH3
(SBuen vy willk 1987). En la adenchipdfisies, 1a PGA I (enzima snluble)
participaeria en la degraedecicdn del TRH qgue va ha interactuado con su
receptor {(la enzima no se secreta) por lo que la importancia de esta
actividad enzimidtica quedaria restringida a la “eliminacidn® del
péptido que va ha ejercido su accidn, Suen vy Wilk 1989 han reportado
incrementos en la actividad de la PGA I en hipotdlamo, hipocampo,
tdlamo, bulbo olfateorio y adenohipdfisis tras administracion de grandes
dosis de T3, |

Exieten otras enzimas cuya actividsad cambia de acuerdo al estado
tiroideo; por ejemplo, la piruvato carboxilasa =n higado (Weinberg vy
Utter 1979) v la snzima malica en células de embridn de pollo (Goodridge
y Adelman 19746) incrementan en condiciones de hipertiroidismo, En |
lineas celulares de neuroblastoma, algunas enzimas involucradas en el
metabolismo de las catecolaminas (la tirosinahidroxilasa y la
monoaminoxidasa A) disminuyen su actividad durante =1 hipotiroidisemo
(Safel y Timiras 1985). En células fetales de cerebro de raton la
actividad de la dipeptidil peptidasa I se incrementa en condiciones de
hipotiroidismo mientras qgue la enzima que convierte a la angiotensina
disminuye cuando T3 esta presente en el medio (Davis y Pieringer 1947).
No es claro i estos camhios egstan relacionados a un efecto especifico
sabre las neuronas productoras de neurctransmisores o son cambios
metabdlicos generalizados) tampoco es evidente gue ellos esten
involucrados en el control de la actividad de las neuronas relacionadas
con la newrona TRHérgica.

bL— Control de la secrecidn hipofisaria



lLos lobulos anterior y posterior y £n algunas especies, el intermedio
constituyen la hipdfizis; la hipdéfisis anterior o adenohipdfisis esta
compuesta por diferentes tipos celulares productores de hormonas que
controlan diversas funciones del organismo como el crecimento,la
lactancia, la reproduccidn, .etc. Las . células | hipofisarias e han
clasificadn de acuerdo a la familia de hormonas que producen: los
lactotropos, prolactina (FRL)j; los saomatotropos, hormona de crecimiento

(GH) 3 los tirotropos, tirotropina (TSH); les gonadotropos, hormona
foliculo estimulante v hormona luteinizante (FEH vy LK) vy los

corticotropos, peptidos derivados de POME  (ACTH, LFH vy
endorfinas)., -

El principal aporte sanguineo de la adenchipdfisis provieneg del sistema
porta-hipofisario, esta sangre trangsporta los difesrentes factores
hipotalémicos. La adenohipdfisis recibe flujo sanguinen proveniente
del loébulo posteriory este lédbulo esta constituideo por terminales
nerviosas de los ndcleos supradptico, paraventricular '
supraguiasmatico y liberan a la circulacidn gereral hormonas como 1a
oxitocina vy la vasopresina. En el ldbulo posterior se encuentran otres
corpuestos camo la dopamine (DAY, la serotonina (5HT) asi como péptidos
oplaceos como la leu-encefalina.

En la hipdfisis ankerior, la PRL es controlada por difesntes factores
Mipotalémicos (Enjalbert y col., 1984, UWeiner vy col. 1988, Lamberts
1988), Entre los factores estimulantes de la secrecidn se encuentra el
TRH (Tashjian vy col. 1771), el péptido intestinal wvasoactivo (VIP)
(Ruberqg y col. 1978, Emjalbert y col. 1580), la angiotensina II1 (AII)
(Tteele v col. 1%981) vy la neurotensina (Enjalbert y col. 1982, Memo vy
col. 1984&). Por otro lado podemos citar entre los inhibidores, el
fisinldgicamente més importante: la dopamina (Macleod y col. 1974), el
SRIF (Male vy col. 1974, Lambertes vy col. 1988), la noredrenalina (NA),
el dcido gamma amino butirico (GAEBA) v la acetilcolina (Martin y col.
1978, Rudnick vy col. 1981, Eeach vy col. 1988):; finalmente cabe cefalar
oue uno de los metabeolitos del TRH (His-Pro-dicetopiperacina) pueds
tambieén inhibir la secrecidn de la PRL tamto in viveo (Brabant y col.
1781) como in vitro (Enjalbert v col. 197%).

Los diferentes factores hipotalamicos pueden afectar la secrecidn de
acuerdo al balance de sus efectos individuales, por ejemplo, la DA
inhibe la secrecidn de PRL inducida por TRH (Fagin y col. 1%82), por VIP
{(Enjalbert vy col. 1980), por la AJI (Enjalbert vy col. 198%) vy por la
seurotensina (Memo y col 198%). lLos opiaceons hloguean el efecto de la
daopamina scohre la szecrecidn de la PRL sin afectar la secrecidn basal
(Enjalbert v col. 1979). El1 SRIF inhibhe la secrecidn de PRL inducida
por VIP a por TRH (Enjalbert vy col. 1982)., '

A nivel de la hipdfizsis existen <cistemas de regulacidn entre los
diferentes tipos celulares (efecto paracrino)d: por ejemplo, la
ectimulacidn de la secrecidn de PRL por hormona  liberadora de
gonadotropinas (LHRH) ez evidenciada cuando e cocultivan lactotropos
con gonadotropos (Denef y col., 17F81,1982,1%84) mientras aque con Al
(angiotensina II) ze incrementa cuardo en el cultiveo hay gonadotropos y
/0 tirotropos (Denef 1986, Denef vy col. 1985, 1984). Cobre la secrecidn
de PRL actuan VIP (péptido intestinal vascactive) y SP (substancia P),
miemos que @ producen en el lactotropo; ecste efecto es un ejemplo de
la comunicacidn auteccrina (Deschepper ey col. 1384, Jones y col., 1988,
Faes y col. 1987, Deref y col. 1988, Carmeliszt vy col. al 1988), lLas
celulas foliculoestelares -no secretoras— (Baeey col. 1987, Findell vy
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col 1988), @i Como log factores de crecimiento liberados a nivel
Fipofisario tiernen mposiblemente un papel regulatorio (Brockes y col

19860, Baird vy col 1985, Ze

afecta n por las hormonas de
los organas blancog; el 17 b-estredicl afecta la respussta de los
lactotropos al TRH (Bershengorn vy col. 1979y, a la BA (Raymond y col.
1978, West v Dannmies 1580, Eorgundvaag y Gecorge 1588, Munemura -y col.
1989, Mavs y col. 1989) vy al ERIF (MHimura v col. 1286&). Las hormonas
tiroideas afectan la sensiblidad de los tftirotropos &l TRH (D2 Lean vy
col, 1977y, a la DA (Foord vy col. 1984) vy también al SRIF (Lamberts vy
col. 1988).

lLa rezctividad de la hipdfisis &5
£

La respussta secretora de la hipdfisis implica eventos mucho méas
complejos que la sumatoria de estimulos @ irmhibiciones, tal 3 el caso
g2 la secrecifn de PRL en la aue participan varios efectores
hipotaldmicos afectando diferentes vias de comunicacién intracelular
(Lamberts v col. 1%90). Martine:r de la Ezcalers y col. 1988 nuestran que
guitar el +fono inhibitorio dopaminérgico a los lactotropos, es
syficiente para observar incremanto en la =actividad de dosn de laos
mensajeros intracelulares que median la respuesta de DA, la adenilato
ciclasa vy el metabolismo de fosfolipidos. En seguida, vya gque la
reactividad del lactotropo puede ser afectada por hormonas perifericas,
los patrones de secrscién de éstas (durante la lectancia, ciclo estral)
repercutird 2n la secrecidon de PRL,

7= Mecanizmo de accidn de loe factores hipotaldmicos

El inicio de la tramsmisidn del mensaje gue portan las hormonas .
hipotaldmicas (primer mensajero, ligando) ocurre al interactuar con sus
receptores sobre la membrana plasmatica de la cédlula hipofisarias; tal
interaccién provoca cambios en el metabolismo de biomoléculas (o en la
concentracidn de idnes) que s han deromirado segundos mensajerosy estos
zon responsables de la amplificacidn del mensaje dentro de la celula.

L.a interaccidn ligando-receptar QeENera nEARAlEs intracelulares
R b - $ :
principalmente de dos MANSD /St la primera es la activacion o

inactivacidn de enzimas azociadas & la membrana, gensradoras de sefales
intracelulsares solubles que median la respuesta celular; 2n otros casos
@l ligando estimula la actividad esnzimdtica (cinasa) del receptor. La
segunda, s a traves de la apertura (o cierre) de canales idnicos lo que
provoca cambios ligeros y rapidos en el flujo de los idnes alterando
brevemente el voltaje a traves de la membrana plasmatica o provoca la
entrada de iones en mayor proporcion iniciando asi la sefal
intracelular.  En algunos casos el receptor esta asociado (no
covalentemente) al efector generador de segundos mesajeros por medio de
una proteina de acoplamiento (Berridge 198%)3 los sistemas efectores
amplifican la sefal activando sistemas encimdticos gque concluyen con la
respuesta celular. La fosforilacidn de proteinas parece la via final
comin & multiples factores de regulacién de la respuesta celular
(Lohmann 1984, Nishizuka 1984).

/.1-Los receptores involucrados

l.os receptores de moléculas hidrofilicas son proteinas integradas en la



< membrana, de ndmero variable, cuya localizacidn puede ser difusa o
restringida a determinada region sobre la membramna plasmética. Para la
mayoria de las neurchormonas, sus recephtores han £ido caracterizados a
partir de membranas de adenomas, lineas tumorales o hipafisis entera.
Existen receptores & TRH en los lacotropos y tirotropos (Grant y col.
1972, Labrie v col. 1972, Foord vy col. 19283,Wilber y Seibel 1972) cuyas
caracteristicas bioquimicas son similares a las de los receptores de
alta afinidad encontrados &n el cerebro (Taylor y Eurt 1982, Ugswa v
cnl. 1252, Rostene vy col. 1984) ., En la hipdfisis existen receptores para
AIT (Hauger vy col. 1982) y DA (Caron vy col. 1978, Cronin y col. 1978);
Los receptores dopaminérgicos se encuentran sobre los  lactotropos
(Kebabian y ool, 1979, Caron vy col. 1978, Enjalbert vy col. 1983), asi
coma sobre las ceélulas a TEH (Foord v col,. 1983, 1984).
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7.2 Proteinas de acoplamiento

Las proteinas gue unen rnucledtidos de guanidina = denominan proteinss B

o N, ze han encontrado como intermediarias &n la relacidn entre =1
receptor v el efector. Son una familia de proteinas cuvyas funciones
son muy diversas. Las proteinas G fusron descritas inicialmente para =1
sistema efector adenilato ciclasa v dependiendn del efecto final
(estimulacidn o inhibicidn) fueron denominadas Bz (estimulante) o &1
(inhibitoria). En seguida, ze encontrarcn proteinas 5 asociadas a otros
sfectores como las fosfolipasas C v A2 (Gp), la fosfodiesterassa |
ecpecifica de BMPc asi como asociadas a algunoe canales idnicos (Sasaki
Yy Sato 1987, Yatanmi v ceol. 1987 a,b, Neer y Clapham 1%88r, Axelrod y
col. 1988r), la transducina (Gt) que media la transduccidn de sefales
luminosas en la retina (Locherie y col., 198%) v G olf gue madia la |
transduccidn de sefales olfatorias en las neuronas bipelares clftorias

(Jones vy Reed 1989).

Existen en el cerebro v en menor cantidad en la hipdfisis, las llamadas
alfa o (Bo) cuya fumncidn &un no es claras; en el cerebro podria estar
implicada en la regulaecion de la actividad de los caneles de calcio
(Heschelsr vy col. 198&871), | |

Las proteinas 6 son hegterotrimercos cuyas subunidades caracterizadas se
denominan alfa, beta, gamma; las subunidades beta y gamma parecerian
comunes a diferentes proteinas, siendo la subunidaed alfa, la ezspecifica.
Ezta =zubunidad alfa posees un sitio de unidn para =21 GTP y también posee
activdad GTR&sica sensible al MgZ+ (Bipnbaumer 1990). |

La unidn del ligando a su receptor es seguida por la acltivacidn de 1a
proteina G, sy actividad es regulada de manera ciclica por la
asociacidn de BTP a la subunidad alfa, la hidrdlisis de GTP en GDP y Pi

Y la disociacidn del GDP. Con la unidn del BTP vy la activacion de la

proteina 6§ se activa el efector correspondiente. La unidn del ligando a
su receptor y la interaccidn ligando-receptor con la proteina G provoca
la disociacidn de la subunidad alfa de beta—gamma 1o gque provoca un
cambio en la afinidad del receptor (de alta a baja afinidad) y estimula
la activacion de alfa tras asociacidn al BTP, esta es la forma activa
capaz de .-asociarse al efector, La relajacidn del sistema se produce
tras la hidrdlisis del GTP, la disociacidn de la subunidad alfa del
efector y la reasociscidn de las <subunidades a,b y g que provoca el

regresoc a una forma de alta afinidad del receptor (Birnbaumer 19%0) (fig
1),
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1 Activacidn de proteinas G mediada por receptor; el papel de los
receptores es promover el intercambio nucleotidico y estabili -
zar la forma activada dependiente de GPT. La proteina G sufre
reacciones de disociacidén-reasociacin y oscila entre diferen-
tes estados de asociacidn a: GDP, libre de nucledtido y GIP. El
receptor posee alta afinidad por el agonista (Ry) cuando esta
asociado con la forma triméricaep¥ libre de nucleotldo de la
proteina G y tiene baja afinidad por el agonista (R,) cuando
éste se encuentra libre. Posteriormente el receptor tiene ma-
yor afinidad por la forma trimérica«¢¥ de G que por G-GDP. El
dimero p¥se requiere para la interaccidn de & con R, después de
la formacion de G-GTP no hay formacidn de G*. En este momento,
el receptor posee mayor afinidad por G*-GTP que por la proteina
G libre de nucledtido. Como consecuencia la disociacidn del
receptor es dependiente de la reaccidn 3 (disociacidn de las sub-
unidades). Mediante la reaccidon 4, *GTP pierde su capacidad
para permanecer asociado con el receptor y se disocia en « *GTP
activado mis el receptor libre; razén por la cual en condiciones
de saturacidn de GTP y hormona, solamente una pequena proporciodn
de receptores se encuentra en estado de alta afinidad asociado a
la proteina G. El ciclo de la proteina G es conducide no solo
por el ciclo de la GTPasa sino también por la reaccidn de diso-
ciacidon de las subunidades. Se asume que las reacciones 1,2 y
3 son reversibles/ (tomado de Birnbaumer 1990).



Existen otros W tipos diferentes de subunidades alfa s. Una alfa p
acociada a la activecidn ge la fosfolipasa C vy de la fosfolipasa A2, En
el campo de las alfa inhibiltorias, =ze han caracterizado 4 alfa 1 : alfa
i-1 (41 kD), =alfa o (29 kD), alfa 1i~2 vy &alfa 1-3 (ésta vltima
corresponderia a G alfa k asociada a la conductancia de k+ en 21
corazdn (Sakesi v Sato 19847). .En la hipdfisis anterior de la rata-se han
caracterizado 3 diferentes alfa 1 gue on substrato de la toxina
Pertussi=z: alfa i de 39 kD, alfa i de L1 kD vy alfa i de 40 kD,

l.a toxina Pertussis (de Bordetella pertussis, PTX o JAP) vy la del cdlera
(Vibrion del cdodlera CT) han sido de gran utilidad en la caracterizacion

v  estudio de las proteinas G, Estas toxinas provocan la  ADP-
ribosilacidn de la subunidad alfa: la toxina del chdlera active alfa s lo
que conduce a la activaecidn del efector; mientraes que la toxina

pertussis  bloquea el acoplamiento entre Giy, GCo vy los recephores (Ui vy
col. 1948y, Birmnbaumer 1990) blogueando la inhibicidn., El recsultado de
la actividad de wuna u otra toxina es &)l mismo: la achtivacidn del
efectar.

7.3~ Lo siztemas efectores

Los receptores se encuentran ascciados a los sistemas de transduccidn de
la informacion (genersdores de sefales intracelulares) que amplifican la
sefal tranemitida por el ligando (efector). Existen varios mecanismos
de transduccidn descritos & la fecha, entre los gue @2 encuentran la
produccidn de nucledtidos ciclicos por medio de la adenilato ciclasa
(AC) v la guanilato ciclasa (GC), que median wuna gran cantidad de
respueshas bioldgicas.

l.a categoria correspondiente a log fosfolipidos incluye el metabolismo
de fosfoinositoles (IPs) por la fosfolipasa C (FLCY, la produccidn de
acido  araquiddnico (AA)Y vya e=2a por la accidén de la PLC vy la
diacilglicerol lipasa (DGL) o directamente por accion de la fosfolipasa
A2 (PLA2) sobre una variedad de fosfolipidos (PL). El AA es metabolizado
por enzimas intracelulares y algunos de sus productos poseen actividad
hiolégica. En la misma cateqgoria se encusntra la metilaciédon  de
fosfolipidos v )l metabolismo de la fosfatidilcolina (RPCH.

£l calcio proveniente de reservorios intracelulares o del medio
extracelular ha 5ido ampliamente involucrado en lags respuestas
hiocldgicas relacionadas a los mecanismos de contraccidn muscular vy
secrecidn. Su mecanismo de accidén implica cinasas dependientes de calcio
0 suU acidn como cofactor induciendo cambios conformacionales de las
proteinas lo gue sctiva algunas enzimas.

7.3.)— Produccidn de nucledtidos ciclicos

El sistema adenilato ciclasa (AC) esta compuesto de 3 subunidades: el
receptor que une especificamente al agonista, una proteina G (inhibidora
o estimulante) que acopla al receptor con su efector y la enzima misma
que cataliza la formacidn de AMPc a partir de ATP-MgZ2+. El AMPc se fija



ey

a la subunidad reguladora de una proteina cinasa A (PEA) dependiente del
nucléotido ciclico, la subumidad catdlitica de esta cinasa fosforila
proteinas involucradas &n la respuesta biologica (fig 2). El nivel de
AMPc en l1a ceélula depende de dos actividedes: la actividad de la AC
generadora de AMPe v la actividad de la fosfodiesterasa que lo degrada.

En la hipdfisis exsiten acoplamientos de tipo estimulatorio con la AC:
del VIP ( Gourdji y col. 1979), del CRF (Aguilera y col. 19838) , del GRF
(Harwood y col. 1984, Labrie y col. 1983) y de’tipo inhibitorio con la
ALT (Marie y col. 1985%), la DA (Jam y col. 1981, Enjalbert y col. 1%943)
y el SRIF (Dorflinger vy col. 1%983)

El GMPc se sintetiza a partir de GTF vy es responsable de  la
fosforilacidn de proteinas cuya funcion no esta muy bien definiday su
actividad no esta asgrciada a la @ractivacidn de algin receptor, sino gue
@s paralela a la estimulacidn de la hidrdlisis de fosfolipidos, ya sea
por la PLC o por la PLAZ. El GMPc activa a la cinasa (G que fosforila
proteinas relacionadas con la respuesta celular (Corbin y col. 1988r);
ze ha sugerido gue =1 producto de reacidn participa en la regulacidn de
corrientes cdlcicas (Hartzell vy Fischmeister 1786). En cultivos de
astrocitoma, el péptido atrial natriurético incrementa la cantidad de
GMPec v este efecto esta directamente relacionado con la activacidn de
receptor (Lyall v ceol, 1988).

La enzima guanilato ciclasa (GC) s activada por acidog grasos
insaturados como &l AA (Azakawa y col. 1978)Y. En celulas de
neuroblastoma, la activacidén del receptar histaminérgico 1 (H1) estimula
la produccidn de BGMPc (efecto mediado por los metabolitos del AR de la
via lipoxigenasa) (8nider vy col. 1984), |

7.3.2- Metabolismo de fosfolipidos

La fosfomlipasa C (PLC), teniendo como <sucstrato a1 fosfatidilinositol

b4,5-bifosfato (PIPZ), genera diacilolicerol (DG) e inpesitol 1,4,50-
trifosfate (IP3). El IPZ2 vy los oftros foszfatos de inositol son

dearadados hasta inositol gque es reuvtilicado para la sintesis de
fosfoinositolesy el IP3 puede también ser fosforilado para formar IPL,

IPS, IP& (Rajerdra vy Lowesll 19%0), El D35 es hidrolizado por 1la
diacilglicerol vy en seguida por la monoecilglicerol lipasas (DG y MGL)

liberando &cidos grasos; puede cer fosforilado por la DbBocinasa formando
Acido fosfatidico que se reintegra a la sintesis de fosfoinositoles o
convertirse en sustrato de la fosfolipasa A2.

La generacidn de IF3 vy el incremento en CaZ+ intracelular es la sefal
que inicia la respuesta, mientras gue el DG activando a la PKEC modularia
la sefal intracelular iniciada por el incremento en Ca2+ o por alguna
otra via generadora de segundos mensajeros (Nishizuka vy col. 1984,
Pozzan y col. 1984, Albert y col. 1985, Anderson y col 1985, Albert vy
col. 1947, Herridge 19289, Kikkawa y col. 1988). '

Existen multiples formas de PEC , que pertenecen a un grupo de & genes
que codifican para 7 formas con reguerimientos diferentes. l.as FPECs
posean una regiéon catalitica, una regidén regulataria y una tercera que
=@ supone ocupa el lugar del sitio catalitico en ausencia de estimulo
(Parker y col. 198%9r). La regiodn amino terminal de 32 kDa interactua
con el Ca2+, los fosfolipidos y con el ester de forbol/DG; la regian
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carbaxitermimnal de S0kDa (dominio catalitico) interactua con el ATP v
las proteinas sustrato (Yasuf 1970). Los reguerimientos de la PEC
activada por el DG son: Ca2+ y fosfolipidos acidicos de los cuales la
fosfatidilserina (PE) es la mas sfectiva,

En la hipdfisis s2 han caracterizado receptores a IFP3 (Guillemette vy
col. 1987) v s2 conoce que tipo de PRC se encuentra en ella (Hirota vy
tol. 1985, Hermon v col. 1986, Makowske y col. 198&6). Desde el punto de
vista farmacoldgico (activacidn de PC con ésteres de forbaol) se han
logrado evidenciar diferencias en los requerimentos de las PHCs. La
enzima PHEC 11 de hipotédlamo es mernos sensible gque la de la hipotisis
mientras gue la I hipotaldmica es muy resiztente a la activacidn por TRA
y puede s=r activada por AA adn en auvsencia de CadZd+, FS y DG, aungue el
DG las activa de igual manera (Naor 1990).

e han caracterizadn acoplamientosz de tipo estimulatorio a la PLO
(E,.C.3.1.%.3) para =1l 7TRH (Gershnogorn 1985, Folesnick vy Gershengorn
19846) a traves de una proteinma § insensible a FTX v CT (Albert y col.
1987, Journct y col. 19287, Yajima y col. 1%88)3 para la AIYT (Canonico
y Macleod 1984 v de manera inhibitoria poesiblemente para la dapamina
tras estimulacidn por A IT (Enjalbert y col. 1986) vy por TRH (Simmonds
v Strange 1985%). La proteina G gue media este efecto es sensible a la
PTX (Journot v col. 1987). Alounos resultados indican que la DA no tiene
efecto sobre la hidrdélisis de 1Pz (Canconico y Mackeod 198&); la DA
aztuaria preferentemente <obre la fosforilecidn del IP y del IPW4 que
sobre la hidrélisis de los fosfolipidos (Jarvis vy col. 1988). Sin
embargo €2 ha propuestno que &£ la ausencia de DA la gue provoca 21
incremento en la hidrédlisis de IPFs v no un efecto inhibitorio propio de
la amina sobre la actividad de la PLD (Martine:z de la Eescalera vy

Weiner 1988). Vallar v col. 1988, cuestionan el acoplamiento del

receptor de la DA a la PLC vy proponen que el efecto de la amina sobre
el metabolismo de IPs estimulado por TRH se debe al blogueo del infujo
de Caz+. o

lLa actividad de la PLC asi como la de la DG lipasa puede ser modulada.
por loe esteroides. En el endométrio de rata, 1los esteroides que
incrementan la actividad de la PLC disminuyen la actividad de la D@3
lipasa. Este efecto contrario de la ectividad de dos enzimas sobre la
miema via metabdlica quizd participe en el control de la produccidn de
sustratos generadores de segundos menszajeroz (Bonney y col. 19488).

Otra manera de oenerar DG es mediante la hidrélisis de fosfatidilcolina
(PC) de los lipidos membranales; ésta es sustrato de la PLC, PLAZ2 y PLD..
El significado bioldgico de la existencia de este proceso degradativo de
PC estimulado por agonistas radica en su capacidad para generar DB; la
cinetica de produccidn de éste por hidrdlisis de los fostatos de
incsitol es corta y en pequefda cantidad, mientras que aguella producida
por hidrdélisis de PC puede prolongarse mucho mas tiempos; ademi&s 1la
cantidad celular de FPC es mucho mayor que la de fosfatos de inositol
(Exdton 1990).

La produccisdn de DB es especifica ya que no e produce movilizacién de
calcio intracelular, aungue existen pocos casos  €n los que Jla
hidrdlisis de PC no esta acompanada de la hidrdlisise de fosfatos de
imositol.  Por otro lado la hidrdélisis de PC provoca la acumulacidn de
Acido fosfatidico (PA) de manera paralela a la de DB con la consecuente
actividad de PA como iondforo vy movilisador de calcio intracelular o
como sustrato de la PLAZ.

La wvarieded de PECs reccocnocidas a la fecha sugieren gue ellas podrian



v,

zer activadas diférencialmente por los DG criginedos por la accion de
alguna fosfolipasa cobre determinado sustrato (fosfatos de inosital,
fosfatidiletannlamina, fosfatidilcolinad.,

7.3.3~ Metilacidn de fos=folipidos:

En algunos tipos celulares, la metilacidn de los fosfolipidos
membranales provoca la entrada de LCaZ+t, la liberacidn de RARA vy

desencadena la respuesta secretora.

La secuencia de reacciones oue conmvertirian a la fosfatidiletanolamina
en fosfatidilcolina  implica esnzimas  localizadas en la  membrana,
transferidoras de radicales metilo (—-CH2) A partin ge la  &-
adenosilmetionina (8AM), al radical amino de la fosfatidiletanolamina
(Hirata v col, 1978).

A nivel hipofisario, exizte una actividad metil-transferasa (Fragcad vy

Edwards 1%81) cuya activided puede ser moduleda por los estrogenos
(Drouva vy col. 198&a,b). En celulas tumorales GH3 Folesnich 1947,

mostrd que el TRH v laos esteres de forbol inducen la sintesis de
fosfatidileolina v posiblemente la PHC media sste efecto 3 sin embargo
ni el TRH ni =21 TPA estimulan la degradacion de la fosfatidilcolina.

Ee pPropone un mecanismne por = mual la metilacion de la
fosfatidiletanolamina a fosfatidilcolina participaria en la respuesta
celular: el cambio en la fluidex membramal producido durante la
translocacion de la fosfatidiletanolamina del lado citoplasmatico a la
parte externa de la membrana plasmdtica (Hiarta y Axelrod 1978), los
cambions producidos bajo esta situacidn podrian desenmascarsar receptores
normalmente ccultos (Strittmatter y col. 1%81). -

7.2.4= Produccidn de Acido araguiddnico

Alogunos fosfolipidos tienen en posiciédn 2n esterificado al AR, #cste
puaeds ser hidrolizado por la PLAZ (E.C.3.1.1.4» ern presencia de
Caz2+; otra manera de producirlo es a traves de la accion de la PLO, DGL
/MGl sobre los fosfatos de incsiteol o saobre otros fosfolipidos (Rajendra
y Lowell 1990). - |

La actividad de la PLAZ (asi como la de la PLC) puede ser &fectada por
las hormonas esteroidales; en endometrio de rata, los estrogenos.
incrementan la acividad de la PLAZ (Bonney y col. 1%9&87).

Fl1 AA y sus metabolitos han zido involucrados en la potencializacidn a
largo plazo (Dumuis y col. 1988, Barbour y col. 198%9), en la inhibicion
presindptica (Piomelli 1987, Buttner vy col. 198%9) vy al parecer el
responsable de este efecto es g1l 12-HEPTE. Los metabolitos de la via
lipoxigenasa (S5-HEPTE, LTA4, LTC4) provocan la activacidn del canal de
b+ muscarinico cuya actividad esta mediada por una proteina G sensible a
la PTX (Kurachi vy col. 1989).

7.2.4.1- Metabolismo de Acido Araguiddnico

R



raquiddnico pusde Zer metabolizado por 3 vias

£1 dcido &

giliferentes, la cicloxigenaza, productora de proctaglandinas vy
tromboxarnosy la lipoxigenasa, CUyos productos de reaccidn =zon los
HPTEs,HETEs v LTsy v la epoxigenasa, productora de epoxiderivados
(fig 3).

En la hipdfisis completa, Pillote vy col. 1982 - han reportado la

formaczion de 12 y 15-KHETE HHT, PGE2, PGD2 y PGFZ2alfa principalmente,
mientras que en la fraccidn microsomal se han @ncontrado derivados de la
via lipoxigenasa asi como de la spoxigenasa (Capdevila vy col 1584).
l.as células GHS producen vy liberan una vari=sdaed de HETEs . (5,9,12,1&5-
HETE siendo éste Oltimo mayoritario) mientras gue tras estimulacidn con
TRH prevalscen los HETEs 15 y 9. Dentro de la celula no se detectan
HETEs, por 1o gue se ha propuessto que éstos son producidos vy liberados
=in ser almacenados (Rabier vy col. 1987).

En wun ecstudio realizado con fracciones enrigqueclidas =2n tres tipos
celularses se detectan, £n gonadotropos., metabolitos de la wvia
lipoxigenasa (11,12,15-HETE), BHT, TxEB2, PGE2Z y PGDZ2, En mamotropos vy
somatotropos en cambio, no se detectaron metabolitos del AA aungque =i sea
identificod al AR esterificedo e2n los fosfolipidos. Ya que =21 producto
relacionado con la secrecidn de la LH =23 el 5-HETE, 25 probable gue este

provenga de otro tipo celular (Vanderhoek vy col. 1284), Generalmente
ze asume aque Jos efectos dsl AA y/o suse metabolitos son debidos

principalmente a la participacidén de los lactotropos (ya gu2  su
porcentaje de éstos es mayoritario)d.

Es necesario concocer la relevancia del AA vy sus meltsbolitos en la
secrecion hipofisaria asi como el origen de los productos, es decir si
ellos son producidos por la misma célula sobre la que actuan (efecto
avtocrine) o si son producidos y liberados afectando =21 funcionamiento
de otro tipo celular (efescto pardcrino)d. |

De los metabolitos del AA, la PGEZ estimula la secrecidn de GBH actuando

‘a nivel hipofisario (Dray vy col, 1280). Indirectamente esta

prostaglandina estimula la secrecidn de LH al estimular la liberacidn
de LH-RH a nivel hipotalédmico (Ojsda y col. 1979). |

Emn general parecen ser los metabolitos del AA de la via lipoxigenasa los
relacionados con la secrecion hipofisaria. Asi por ejenplo 21 LTCH vy el
E-HETE estimulan la secercion de LH vy de GH (Hulting y col. 198%, Naor
1784y, Wisner-Provost y col. 198ér, bKiesel v Catt 1987, Canonico y col.
19860h) . En cuanto a la secrecion de PRL los derivados lipoxigenados
parecen estar involucrados vyva que la i1nhibcion de la via lipoxigenasa
conduce & Jla inhibicidn basal de la secrecidn de PRL asi como 1la
estimulada por TRH, A II, vy NT (Canonico 1983,1%98%, kKoike 1985, Jdudd
1948), Aungue la via epoxigenasa ha sido poco explorada, existen
evidencias que indican la participacidn de productos de esta via en la
secrecidn de LH (Snyder vy col. 1%983)3; el derivado 5,4-EET parece estar
involucrado 2nla secrecidn de FRL en células GHZ (Cashman v col. 1987).,

7.3.5- El calcio como mensajero intracelular

Existen proteinas (calmodulina, calpactinas, lipocortinas, endonexina,
calcimedinas, sinexina, calelectrina, cromobindina y sinhibina) gue
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uren al calcio provocando 1a easctivacidn de enzimas, proteinas
contractiles o proteinas relacionadas con los procecsos de secrecian. La
interaccidn de algunos ligandns con  =su receptor vy el consecuente
incremento en calcio intacelular provee de un mecaniemo para incrementar
la baja afinidad de @stase proteinas por el calcio, lo gque puede resultar
en la unién cooperativa del idn, permitienda gue las proteinas respondan
a pequeros cambios en CaZ+ intracelular (como ocurre en al caso de la
interaccion calcio-calmodulina durante la activacidn de la
fosfodiesterasa de AMPc) (Klee 1788). Estas proteinas cuya asociacion
a la membrana depende del CaZ+, han sido involucradas an &) acoplamiento
del estimulo—-secrecidn por su capacidad de promover la fusidn membranal.

Dentro de los efectos “directos" del calcio,se ha encontrado  la
activacidn de la FLC que 2e sensible a las veariliaciones de calcio
intracelular, aungue no e% Claro si e una conzecusncia del calcio sobre
la 2nzima o si1 el galcio es uwun ¢ofactor =ustituible por alogdn otro
catidn divalente. “

7.3.&6&~ Actividad eléctrica de canaleg

Se han caracterizado difsrentes tipos de canales dependientes de voltaje
(Hofmann 1988, Eean 198%9). Los canales que més se han estudiado son
los canales de tipo L sensibles & DHP (EBean 1984%) que genesran
corrientes calcicas de larga duracion cuando el potencial ce membrana
alcanza los O mV. Los canles de tipo T generan corrientes calcicas de
corta duraciédn va oue el potencial de membrama se encuentra entre -70 a

=40 mV. Existe otro tipo de canal calcico denominado N, encontrado
hasta la fecha solamente en neuronas, gue =@ abre cuando el potencial
de membrana =e situa entre —-100Q a 0 mV; e=zte canal es szensible a la

w—cronotoxina (Cruz y Olivera 1%84).

En la hipdfisis se han caracterizado 2 tipos de canales utilizando
lineas tumorales: el canal tipo T v el camnal que ez inactivado por DHP,
2l canal tipo L. Estos canales se encuentran en celulas normales y son
inhibidos por los activadores de la PELR (RBean 1989). '

LUtilizando la técnica de patch-clamp se pudo mostrar gue existe una

actividad eléctrica ezpontanea gque implica corrientes cdlcicas &n

lactotropos (Taraskevich vy Dowuglas 1978, Vincent vy col. 1985),
somatotropos (Israsl y col. 1983, Vincent y col,. 1985) vy gonadotropos de
rata (Croxton y col. 1988). -

La entrada de calcio en la célula pusde también afectarcse al activar los
canales de K+ que al modificar =] potencial eléctrico modifican la
actividad de los canales cdlcicos dependientes de voltaje (Tsien 19867).

La dihidropiridina EBay-K 8444 (Ek) ez un agonista del canal de calcio
que incrementa el tiempo de apertura de los canales ya activos. En la
hipdfisis existen sitios de unidn a Bk (Titeler y col. 1%985) a traves
de 1los cuales puede estimularse la eecrecidn de PRL, ACTH y GH de
ce2lulas normales y tumarales (Enyeart y Hinkle 1984, Heisler 1945,
Enyeart y col. 19&&).

En los tirotropos, 1los canales calcicos dependientes de voltaje,
(sensibles a DHP), parecen encontrarse en estacdo inactivo en condiciones
basales ya que los agonistas de VMECC afectan la secrecidn de TEH
solamente en presencia de un =2stimulo dezpolarizante (Muscet 19%0).



Drouva v col 1988 han puesto en evidencia la diferente sensibilidad de
log WVWECC en los diversoe tipos celulares hipofisarios, siendo los
lactotropoe los mée censibles a la activacidn por agonistas del canal
calcicoy ademas la estimulacidn con DHP solo se obessrva en las ceélulas
provenientes de hembras y la actividad de éstos pueden ser regulados por
estrdgenos.

7.b— Interaccidn entre las diferentes vias de transduccidn

El hipetdlamo libera diferentes neurchormonas que estimulan o inhiben la
secrecidn de las células hipofisarias. Una neurohormona puede afectar la
secrecivn de mas de una hormona en la hipdfisis vy ura hormona
hipofisaria puede zer influenciada por varias hormonas hipotalamicas asi
como por efsctos paracrinos v/o autecrinos. En este sentido, . la
respussta que evaluamos en un momento dado es la resultante de
ecstimulos, inhibiciones de la concentracidn de los mensa jeros
intracelulares vy de las interaccieones de estos dentro de la célula. La
fig 4 muestra las posibles interacciones entre las diferenmtes vias de
transduccidn, Se ha observado la retroalimentacidn negativa de los
sistemas adenilato ciclasa vy foefolipasa C. El Acido asraquiddnico puede

movilizar calcio intracelular (Wolf v col. 1986, Holesnick y col. 1984),

mientras gue los metabolitos del AR 12 vy 15 HETE inhiben la formacion
de acido fosfatidico (PA) & partir de discilglicerol (D5E) inhibiendo a

la DO cinasa (Setty y col. 17287); lJos leucotrienos pueden activar la
guanilato ciclaga (BC) y las preostaglandinas la adenilato ciclasa (AQ)
(Abdel-Latif 198646). LL.a PEC a traves de la fosforilacidn ejerceria un

control (homdlogo u herterdlogo) a nivel de receptores (Sibley y «ol.
1988), de la porteina 6 (EHell vy col. 1%98&, Brock y col. 1985%) o de los
canalss ionicos (De Riemer v col. 198&%, Galizzi vy col. 12987, Navaro vy
col. 1787). Cuando se desencibiliza a la PEC se sengibiliza la via de
los fosfoinositoles va gque se pilerde la retroalimentacidn negativa de la

PHC sobre la PLC (Hepler v col. 1988&4). La activacidn de la PKD podria

también intervenir en la formacidn de AA a traves de la fosforilacidn de
las lipecertinas (Parker vy col. 1987). En la hipdfisis, la activacidn de
la PEC activa los canales de calcio dependientes de voltaje sensibles a
las DHP (Tashjian vy col. 1987, Dufy v col. 1987). o

7.5- Mecanismos de transduccidon y actividad celular

La actividad celular puede ser regulada por los diferentes efectores y

las interacciones que entre ellas ocurre. ‘A nivel hipotaléamico se
integra una gran cantidad de informacidn cuya resultante es traducida en
secreciones que van a repercutir en la actividad sintética y secrectora
asi come an la capacidad de respuesta de las celulas hipofisarias.

7.5.1- Sintesis de TSH

La TS8H es una glicoproteinma compuesta de dos subunidades alfa y beta
sintetizcadas a partir de dos RNAm diferentes. Las hormonas tiroideas
retroalimentan negativamente la sintesis de ambas suwbunidades. El
hipotoroidismo proveoca grandes incrementos en el nivel de RNAm de las
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subunidades alfa vy beta, mientras gue la terapia restitutiva en animales
hipotiroideos lo dieminuye; estos cambios ocurren méas rapidamente y son
de mayor macgnitud en

la subunidad beta. El 2fecto de las hormonas tiroldeas sobre la sintesis
de TEH parece implicar cambios en la transcricion del gen de ambas
subunidades (Weintraub vy col. 17892,

El TRH participa también en la regulacidn de la sintesies de TEH. En
células normales vy tumorales, el TRH indgce incrementons en  la
Lranscripcidn del gen asi como en el nivel de RNAm de la glicoproteina.
S han obesceravdo efectos de TRH a nivel postraeduccional: cambios en el
perfil de glicosilacidén principalmente de la subunidad beta que estan
fuertemente relacionados a la biloactividad de las moléculas de TEH
(Weintraub v col. 1989). |

7.5.2- Sintesis de PRL

En el lactotropo, la sintesis de PRL esta reqgulada por diferentes

factores. En células GH el TRH estimula la transocripcidn del gen en
tiempos muy cortos (5 min o menns). Evidencias experimentales

indican gue cambios en la concentracidn intracelular de calcio originan

este efecto, sin alterer la sintesis de GH o de proteinas en general. La

activaciodn no hormonal de la PEC induce la transcripcion del gen de PRL;
aunque se desconoce la participacidn relativa del calcio y la PELC, es
indudable que ambos 2etan asociados & la requlacidn de la sinftesis
de la PRL (Hinkle 1989). o

Los estrdgenos estimulan la s=intesis de PRL actuando a traves de

receptores nucleares induciendo la transcripcidn del gen de PRL e

incrementando el nivel de RNAm pre-PRL  (Lieberman vy col. 1978)

incrementando el nivel de PRL (Wiklund vy col. 1%981). Por el contrario,

'la progesterona  inhibe la sintesis y la liberaciédn de PRL provocada por

los estrégenos (Bethea y col. 1968, Chen vy Meites 1970). Las hormonas

tiroideas (T3) Lambidén tienen un efecto inhibitorio (Maurer 1782)

mientras que 21 hipotiroidismo incrementa la acumulacion del RNAm asi
como la liberacidn de la hormona (Wood v col. 1987).

7.5.3- E1 receptor de TRH

Las regiones enriquecidas en receptor a TRH =on &1 bulbo olfatorio

accesorio, el complejo amigdaloideo, el hipocampo, la regidn peririnal
de la corteza cerehral vy la adenchipofisis . Aunque las
caracteristicas de unidn de los receptores a TRH en cerebro = hipdfisis
son similares, la funcidn del TRH estaria determinada por el tipo de

‘relaciones postreceptor gue cada tejido posee. Existen diferencias en la

sensibilidad de los receptores a los nucleotdtidos de guanidina; Jla
hipdfisis, cerebelo, estriado y retina se encuentran entre las regiones
de mayor  sensibilidad (Sharif 198%).

La concentracidn de receptores a TRH es regulada homdloga vy
heterolagamente. La presencia de TRH induce la pérdida de csitios
receptores de TRH y a este tipo de desensibilizacidn se le denomina
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incrementos de calcio vy quizd per la produccisdn de acido araguiddonico v
eus metabolitos. | -

homdlogay eéste es un proceso lento gque requiere de la sintesis de
proteina y occurre tanto en el firotropo como en el lsctotropo. Dentro
de las hormonas gue de manera heterdloga desensibilizan el receptor de
TRH, e encu=sntran las ° hormonas tiroideas, st as g jercan
retroalimentacidn negativa disminuyendo = numero de receptores
hipofisarios al tripéptido. El tiempo reguerido para la observacidn de
este efecto es de 2u-48 h y 25 totalmente reversible; se ocbserva tanto
en lactotropos como en tirctropos. ' ‘

Aunque se descornoce €)1 mecanismo molecular implicado en la regulacidn
del receptor de TRH en la adenohipdfisis, el AMPc esta fuertemente
involucrado en este sfecto. El incremento =n los niveles de AaMPoC lleva a
la reduccidn del namero. de receptores a TRH; este efecto no es mediado
por fosforilacién yva gue los efectes de ésteresz de forbol o bien son muy

rapidos v relacionadns a cambins en afinidad del receptor o mas lentos y

relacionados al ndmero de receptores al peptideo (Hinkle 198%9).
&- Corolario

El TRH ez liberado de la eminencia media y viaja por =21 sistema porta-
hipofisario hazta alcanzar la hipdfisis, donde interactua con los
receptores del tirotropo o del lactoiropo afectando la szintesis y la
liberacidn de TEH y PRL respectivamente. Las hormonas tiroideas
liberadas por la accidn de la TEH =obre la gléndula tiroides
retroalimentan negativamente el zistemas; a nivel hipofisario la sintesis
de TS8H y del receptor de TRH; a rmivel hipotalamico la sintesis vy .
posiblemente la liberacidn de TRH., La enzima sérica responsable de la
degradaciédn de TRH, la tirpliberinasa, =n cambio es activada por las
hormonas tioriodeas (fig &) . |

Ce conocen algunos de los mecanismos intracelulares que median la
respuesta del TRH. En particular los relacionados a la liberacion de
FRL que son mediados por la degradeacidn de fosfatos de inositol,

,

Uno de los aventos que podria participar en la regulacion de los niveles
de TRH accesibles al lactotropo o tirotropo, s la degradacidn del TRH

por la snzima membramal presente en la hipdfisis. La actividad de la

PEA II pedria estar regulada por las hormonas del orgamo blanco o por
las neurohormonas hipoctaldmicas, a traves de los mensajeros que ellos
gQeEneran. |

Entre los mensajercs intracelulares generados por los efectores
hipotaldmicos que controlan la secrecidn
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de PRL, el 4cido araguiddnico puede ser producido por TRH y tal
produccidn inhibida por la DA, sin embargo las caraceteristicas de estos
procecsos se desconocen. El estudio de la sencsibilidad a la toxina
pertussis asi como la participacisan de otros seqgundos mensajeros,
contribuirda a la comprensicn de la fisiologia del lactotropo.

-y
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FPLAON DE TRARAJIO

Se sabe gue =21 TRH eztimula la secrecion de hormonas hipofisdarias.
Especiticamente, en el cas de  la PRL, & nivel ‘intracelular la
activacidn del receptor a TRH esta relacionado con la actividad de la
FLE, de los canales calcicocs asi como de la produccidn de &cido
araquiddnico (AA), La activecidn del receptor a DA v la consecuente
inhibicidn de la secrecidn de PRL, esta relacionada con la inhibicidn de
la actividad de la adenilato ciclasa, de la PLC, de la produccion de AA
y de la actividad de canales idnicos. Ademas se ha demostrado que Ja DA
inhibe la =zecrecidn de PRL provocada por =1 TRH v este efecto aesta
senciado a la inhibicidn de la hidrdlisise de fostatos de inositol y /o
la la actividad de los canales idnicos.

La regulacidn de la concentracion de segundos mensajeros gue  las
moléculas sefal afectan, s solamente uno de los eventos que participan
e la regulacion de la actividad hipofizaria, sin embargo como antes aGe
menciond existen otras etapas zuscepitibles de regulacidn v una de ellas
25 la terminacidn de la sctividad del "primer mensajero".

lta primera parte de este trazbajo =e diserd para analizar la posible
regulacidn de las enzimas gue degradan al TRH, por 2l producte final del
eje hipotdlamo~-hipdfisis—tireoides, las hormonas tircideas en =1 SHNC vy
la hipédfisis; también estuvimos interesados en conocer la participacicén
de algunos segundos mensajeros en la regulacién de la actvidad
degradativa de TRH en células hipofizarias. ESabemos que en el
metabolismo del TRH existen otras etapas que ze encuentran bajo control:
si la degradacidn también lo esta, va sea por las hormonas perifericas
o por los factores hipotalédmicos (y los mensajerns que median sus
respuestas), podria ser un factor que contribuya a la regulacidn de la
actividad del péptido. -

El modelo de trabajo lo constituyen en primer lugar las preparaciones
(fraccion soluble o membranal) de diversos tejidos de rata en diferente

" ecetado tiroideo y en segundo lugar los cultives primarios de células

hipofisarias disper=as.

La segunda parte fuéd enfocada al estudio de la posible participacién de
algunas hormonas hipotalamicas (TRH, DA v A II) en la produccion de AA
relacionada con la secrecidn de PRL.

El modelo de trabajo lo contituye en primer lugar las preparaciones
(fraccidn soluble o membranal) de diversos tejidos de rata en diferente
estado tiroideo y en sequndo lugar los cultivos primarios de células
adenohipoficarias disper=as.
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En el laboratorio de Neurcendocrinologia Molecular del CIIGE (dirigido
por el Dr J.L. Charli y la Dra. P. Joseph-Eravo) se planted desde hace
algunos arfns @l interés ene @l estudio integral cel peptido
hipofisiotrdpico TRH, por lo que diferentes subgrupos de trabajo han
estudiado cada una de las etapas implicadas en en metabolismo vy funcidn
del TRH.

El efecto retroalimentador de  las Mormonas tiroideas b a =1do

identificada sobre diversas etapas involucradas en la =sintesis vy

Jiberacidn de tirotropina, la modulacidn de los receptores a TRH vy en
los niveles de RNAm a TRH.

En esta tesis se aborda

i
sometido & regulacidn y relacionado con la actividad hipofisiotrépica

del TRH, e¢=to e=s, la degradacidn como un evento que regula la
concentracion de péptido activo responsable del funcionamiento del eje
hipotalamo~hipdfisis—-tiroides. La primera estrategia consistid  en

estudiar en condicicones de hipo 2 bhipertircoidismo la actividad de las
enzimas responsables de  la  degradacidn del péptido liberado (la

tiroliberinasa sérica y la piroglutamato aminopeptidasa membranal, aei

coma las enzimas citosodlicas).

Otra posible etspa de regulacidn, a mivel hipofisario, es el eafecto de
factores hipotaldmicos sobre la &actividad de la peptidasa membranal.

Para ello, se optimizd un sistema de células hipofisarias en cultivo en

2l gqgue se estudid la actividad de PGA II en presencia de algunos de los

efectores involucrados &n la SECracion tle TEH v prolactina,

particularmente TRH, dopamina y angiotensina. Se estudis el efecto de
las diferentes familias de ssgundos mensajeros, ya gue la enzima podria
estar regulada por otro efector hipotaldmico diferente a los
mencionados. | |

a degradgacidn del TRH como un posible evento



MATERIAL Y METODOS

1- Optimizacidn del método de obtencion de membranas
a— Metodo corto

El tejido fué homogeneizado con homogeneizador de vastago ( o sonicador
segqin se indigque) en buffer Tris-HCl 50 mM pH 7.4 (10% peso/vol) y se
centrifugd durante 15 min a 42 C vy 3000 rpmy el sobrenadante s2 retird vy
el sedimento fué homogeneizado repitiendo la operacidn de centrifugacidn
bajn las mismas condiciones. Se rednieron los dos sabrenadantes y se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 min a L8 C, El sobrenadante de
esta preparacion fué llamado "fraccidn soluble" y 21l sedimento "fraccidn
membranal . .

b- Método laroo

Este método es similar al antes descrito hasta las dos centrifugaciones
consecutivas a 2000 rpm. Posteriormente los dos sobrenadantes reunidos
fueron centrifugados a 25,000 rpm durante 1h 10 min. Terminada essta
etapa se sapard 21 sobrenadante que fud llamade "fraccidn soluble". EL
sedimento fud rehomogeneizado en buffer PO, 50 oM pH 7.% y se repitic
la operacidn de centrifugacion a 25,000 rpm. El sobranadante fue
desechado v el sedimento  fué llamado “fraccidn membranal". Las
fracciones membranales fueron encayadas en precencia de los inhibidores
inepegpecificos de las enzimas =olubles (bacitracina y N-etilmaleiminda)
o, losg especificos (Z-Preo-Prolinal, ZPP v pircglutamil diazometilcestona,.
PDMED . |

2—- Determinacidn de la actividad enzimatica

Los animales en la condicidn indicada (hipo, hiper o eutiriodeos)
fueron sacrificados por decapitacidon a las 10:00 a.m.. Se colcto la
sangre del tronco para la obhtencidn de suero (coagulacion Zh a 4R C vy
centrifugacion a 5,000  r©pm durante 15 min, ) Yy los tejidos:
adenohipbdfizis, nucleo arcuato-eminencia media, resto del hipotalamo,
septo lateral-nlcleo accumbens, corteza, ldébulo olfatorino, higado vy
pulmén fueron dieecados vy congelados a ~702 T hasta la determinacidn de
la actividad enzimédtica. Despuégs de la optimizacidn del método todos
los tejidos fueron procesados como se indica en el "mébtodo corto" tras

‘homogeneizacidn por sonicacidn, El sedimento final fu#® recuperado en

buffer PO, 50 mM, La mezcla de reaccidn fué preparada dependiendo de
la actividad enzimética a ser evaluada, de la siguiente manera:

PGA I PGA 1T
Tris~-HCl1 50 mM pH 7.4 | fosfatos SO mM pH 7.4
DTT-EDTA 2mM bacitracina/
bacitracina N-etilmaleimida

N-etilmaleimida 2.5 mhM 2.5 mM
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Tiroliberinaca

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

En los tres casos en presencia de TRH 1075 M y 100,000 cpm de 3 M-Pro-
TRH. La cantidad de proteina dptima para la deteccidn de la actividad

enzimatica (cuantificada por &1 método de  Lowry 1951) para los
diferentes tejidos fud:

Proteina mg/ml (X + SEM)

FGEA X FGEA T1

Adenchipdfisis 3.20 + 0.30 3.78 + 0,32
M. arcuato-E. mesdia 1.30 + 0,30 D.&0 + 0,04
Resto del hipotal. 1.66 + 0,24 EoD + 0,15
Slateral—-N.accumbens 1.91 + 0,17 3.4 + 0,326
Lébulo ofatorio e o e &.15 4+ 0,22
Corteza ———— 10.86 + 0,51
Higado ————

Fulmdn ' e

Euerao 7.0 + Q.30

=

3= Optimizacidn de la determinacidn de Tiroliberinasa

La actividad de tiroliberinaza fué ensayada en el suero diluideo 1:3 (2%
ul) 2n las siguientes condiciones: |

a- Tris-HCL 100 mM pH 7.6

b= Tris-HCl 100 mM, DTT 0.5 mM pH 7.4

c- Tris~HC1l 100 wM, Bac-Nem 2.5 mM pH 7.6

d= Tris-HCl1 100 mM, DTT ©.5 mM, Bac-Nem 2.5 mM pH 7.6

b- Cinética de la actividad de FGA II en animales hipertiroideos

Los animales fueron inyectados (0%:00 a.m.) con Tg (20 ug/100 g peso
corporal) administrada por via subcutdnea en aceite de maiz, durante 0.5
s 1,3.,5 o 7 dias . Terminado #2) tratamignto fueron sacrificados por
decapitacion recuperando la sangre para la obtencidn de suero
(determinacidén de la actividad de tiroliberinasza) vy los tejidos
disecados y congelados a -70 @ C hasta la determinacién de la actividad
enzimatica.

5~ Curva dosis-respuesta de la actividad de PGA II en animales
hipertiroideos |
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Los animales fueron inyectados(09:00 a.m,) diariamente durante 7 dias
con diferntes dosis de T @ 0,5, 1,5,10,20 v 40 ug/l00 g p.c. Terminado
el tratmiento los animales fueron sacrifiicsados, la sangre recuperada vy
v los tejidos procesaocds como se describild antes.

1

i

&- Efecto de la T4 adicionada "in vitro" sobre la actividad de la PGA II
en  adenchipdfisis : ' - oL _ "

A una preparacidn membranal 5e le zdiciond Tq en diterentes
concentraciones que corresponden & la concentracion de To | determinada
por RIA en el suero de animales en diferente estado tiroideo:

Hipotiroideo 0,18 na/ml
Cutorocideo 0,70 na/ml
Hipertiroideo 10,00 ng/ml

7- Liberacion de TRH

e analizd la liberacidn de TRH de rebanadas de hipotdlamo medio basal o
de eminencia media fué evaluada de acuerdo al matodo descrito por Mende:
y col. (1987). LLos hipotélamos fusron diszecados ,rebenados (250 um) vy

depositados en el dispositivo de- liberacidén (jeringa cortada por el

extremo inferior vy sellada con una malla de nylon). La Jeringa fue
sumergida en un vial con SO0 wl de REB pH 7.4a 372 C, bajo atmdsfera de
O, / €05 95/5% y con agitacion lenta duarnte 10 minj esta operacion fue
repetida & veces, El TRH liberado en el sexto wvial, correspondid a la
liberacién basal; el zeptimo vial contuvo 500 ul de RER con  E+4 56 mM.
El TRH liberado en este vial correspondid a la "liberacidn estimulada”.
Después de cada Ltramsferencia se adiciond Acicn acético al medio de

imcubacivdn (20% concentracion final). Despues de la Glitima incubacion

los tejidos se sonicaron en acido aceético 20%. El medio acidificado se

centrifugd durante 30 min a 4@ C y 12,000 rpm Yy el sobrenadante se

evaporde a sequedad, El residuo fué extraido dos veces con metanol al
F0% v decpues de evaporarlo a sequedad el residuo fue utilizado para el
RIA. Los tejidos homogeneizados en &cido acetico &l 20% 0 fueron

centrifugados 10 min a 48 L vy 12,000 rpm ,el sobhrenadante fueé evapcrado'

y extraido dos veces con metanol al P0%, el residuo fue wutilizado para
el RIA. |

8~ Radiocinmuroanalisis de TRH

El RIA de TRH 52 efectud de acuerdo al método descrito por Joseph P

(1979). En 50 ul de buffer POy 50 mM pH 7.5 se hizd reaccicnar el
péEptido 2.5 ug 0.5 mCi de 1311 en presencia de 50 ug de cloramina
T con agitacidén suave durante 30 sec, la reaccidn es terminada por la
adicidn de 150 ug de metabisulfito de sodio disueltos en 10 ul de

buffer. La purificacidn se realizd por cromatografia en columna sobre

sephadex B5-10 uvutilizando como eluyente buffer
POy, 50 mM con 0.25% de REA.

La mezcla de incubacidn contuvo B0 ul de anticusrpo Rg (1:20,000-
1:40,000 dilucidn final) diluido en le buffer de RIA (PO, 50 mM, NaCl
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150 mM, albomina 0,28%), 50 ul de 1211-TRH (zprox. 7000 cpmly el
residuo del extracto de tejido resuspendido &n 200 vl o el residuo del
medio resuspendido en LOO ul de buffer de RIA sin NaCl. Despues de 36—
U8 h de incubacidn a 4 C el complejo TRH-anticuerpo fué precipitado
con etanol abszoluto (0% final). La sensibilidad del ensayo (90% EB/Eo)
fué de 10 pg.

- Radioinmunoandlisis de T3
H

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

10~ Determinacidn de la actividad de PGA II en celulas adenchipofisarias
en cultivo '

Las células dispersas (la metodologia de dispersion se describe en el
articulo 2) fueron sembradas a 1 millon por pozo y se adiciono hormona
Liroidea (concentracidn indiceada). Los cultivos de Y% dias con la Tgq
adicionada fueron llamados "control" a diterencia de los pozos qgue
fueraon pretratados con diferentes compuestos con el objetivo de
estimular la formacidn de sequndos mensajerons intracelulares gue fuéron

llamnodos cultivos “tratados".

En un primer intento de evaluacidn de la actividad enzimatica probamos
3 concentraciones de hormona tircidea (1077 ,10"6, 10™%7 ) en dos medios
diferentes DMEM y PES (Mg++, Ca++, gluconsa) obteniendo resultados mas
reproducibles en PEE, solamente para la determinacidn de la actividad
enzimatica. -

La duracidn del pretratamiento de las células con Jlos diferentes
compuestos fué muy variada ya que se inentd hacer un tamizado de las
moléculas bioldgicas relacionadas de alguna manera con la secrecidn de
PRL y que pudiesen estar involucradas en el mecanismo de regulacion de
PEA II. A continuacidn =se listan los compuestos y tiempos de
preincubacidn con los diferentes efectores, previo a la determinacion de
la actividad encimatica: |

Tratamiento tiempo(min) concentracion (M)
TPA - 30,60,14-16 h (o.n.) 107°
AR3Le7 15,80 1076
Forskolina 15,60 1073

Y~Er AMPc 15,60 107
Eromocriptina 15,60 104
Melitina 15,60 0.5 ug / ml
Alto potasio =0 56 mM
Peptidos

ATI 15,80 1076

SRIF ) 15,60 1076

VIP | 15,60 1075



------

De acuerdo & los resultados obtenidos en =1 experimento anterior, se
eligieran agquellos tratamientos que precentaron algin efecto sobre la
actividad de PGA II con el disefn experimental descrito & cantinuacidn:

TPA(LO™®) cindtica de 5-120 mih vy toda la noche(o.n.)?
Bromicriptina dosis respuesta 1077 —107% M

Melitina (0.5 ug/ml) cingtica de 5-30 min

Forskolina (1072 ) 120 y 180 min

Estrogenos 1077 y 10710

Estrdgenos sobre cultivos tratados o.n. con TRA
Eromocriptina (1077) sobre cultivos tartados o.n. con

PTX (100 ng/ml)
PTY / TRPA (1076

TPA sobre cultivos tratados o.n. con

A IT (1079)
TRH (107%)

Angictensina JI sobre cultivos tratados o.n. con

A TI
TPA

TRH EQbPE cultivos tratados o.n. con  TRH
TPA / A II =obre cultivos tratados o.n., con TPA
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RESUL. TAaDOS
1= Optimizacidn del método de cobtoencidn de membranas

Fara determinar las condiciones experimentales que permitisran una
adecuada cuantificacidn de la FGA II se compararon primero los metodos
de obtencidén de membranas (corto contra largo). Se realizd una cingtica
a diferentes concentraciones de proteina con el objeto de derimir las
condiciones de Jlinearidad que aproximaran a velocradad inicizls esto se
hiro en presencia de inhibidores de las enzimas colubizn (hacitracina
para la PPCE v N-stilmaleimida para la PGA I); en incubacianes paralelas
se estudio también el efecto de inhibidores especificos de eshtas enzimas
(ZPP vy LCPNH) . l.a fig 1 y 2 muestran gque no hay diferencia entre el
método corto y 21 largo en un rango de 9.68 a 2.88 mg / ml de pra+@1na.

La actividad de la PGA II cuantificada directamente en el homogenado
(homogeneizacidn por wvéastago) fué lineal en un rango de proteina mas
restringido 0.6~1.2 mg /ml; no e observaron diferenciasg por el uso de
inhiibidores sspecificns o no especificos (fig 2).

Se compard también el método de homogeneizacidn: vastagn contra
sonicadors en las preparaciones membranales cuya homogensizacion se hizo
con sonicacidn y procesados por 21 llamado método "corto" la actividad
fueé 4 veces mayor que en el resto de las preparaciones utilizando el
inhibidor especifico y 2 veces mayor con @l wuso de inhibidor no
especifico (tabla 1). Se elegid asi la homogenelzacion por sonicacion
y &1 método corto de preparacidén de membranas. Debido & la dificultad de
obtener cantidades suficientes de los inhibidores especificos decidimos
utilizar los no especificos conociendo gue la evaluacidn de la actividad
enzimdtica de esta manmnera daria valores numéricos gue son la mitad de
aguellos obtenidos con =21 wuso de inhbidores espec:ficos. | .

2~ Determinacidn de la actividad de la tiroliberinasa

l.La evaluacidn de la actividad de tiroliberinasa en las condiciones
reportadas (Bauer 1976 no dieron resultados reproducibles en los
ensayns realizados en el laboratorio, peor lo gue la actividad de la
enzima sérica fué evaluada en diferentes soluciones. l.a figura 3
muestra oue la ausencia de inhibidores (exista o no DTT) provocd gque la
formacion de 3H~Hi5-Pro—NH2 rno fuera lineal a lo largo del tiempo. La
tabla 2 indica que es 2n las soluciones 3 y 4 (sin y con DTT
respectivamente, pero en presencia de inhbideores de las enzimas
solubles) donde la actividad de la tiroliberinasa es aproximadamente
lineal . En base a estos resultados elegimos la soluccidn 3 (Tris-HCL
/ Bac—Nem) para la evaluacidn de la actividad de la enzima sérica. No se
observo diferencia por la temperatura a la cusl fué colectada la Jangre

para la obtencidn de suerao (tabla 2).
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RESILIL._TADOS
1- Optimizacidn del método de obtencidn de membranas

Fara determinar las condiciones experimentales que permitieran una
adecuada cuantificacidén de la FPGA I1 se compararon primero los métodos
de obtencidn de membranas (corto contra largo?). S realizd una cinstica
a diferentes caoncentraciones de proteina con el objeto de definir las
condiciones de linearidad que aproximaran a velocladad inicial; esto cse
hizao en presencia de inhibidores de las enzimas solubles (bacitracina
para la PPCE v N-etilmaleimida para la PGA I):; en incubaciones paralelas
se estudio también el efecto de inhibidores especificos de estas enzimas
(ZPP v CPNH) . lLa fig 1 vy 2 muestran gue no hay diferencia entre el
método corto y 21 largo en un range de 0.68 a 2.88 mg / ml de proteina.

La actividad de la PGA II cuantificeda directamente en el homogenado
(homogeneizacidn por wvastago) fuéd lineal en un rango de proteina mas
restringido ©.4-1.2 mg /m)l; no se ochszervarcon diferenciase por el uso de
inhiibidores esspecificos o no especificos (fig 2).

Se compard también el método de homogenelzacidn: vastago contra
sonicador; en las preparaciones membranales cuya homogensizacidn se hizo
con sonicacidn y procesados por el llamado método "corto" la actividad
fué 4 veces mayer gue en el resto de las preparaciones utilizando el
inhibidor especifico y 2 wveces mayor con @]l uwuso de inhibidor no
especifico (tabla 1). Se elegid asi la homogenelizacion por sonicacidn
y el método corto de preparacidén de membranas. Debido a la dificultad de
obtener cantidades suficientes de los inhibidores especificos decidimos
utilizar los no especificos conociendo que la evaluacidn de la actividad

enzimdtica de esta manera daria valores numeéricos gque son la mitad de

agquellos obtenidos con el uso de inhbidores especificos.

2— Determinacidn de la actividad de la tireoliberinaza

La evaluacidn de la actividad de tiraoliberinasa en Jlas condiciones

reportadas (Bauer 1976) no dieron resultados reproducibles en los
#nsayos realizados en el laboratorio, por lo que la actividad de la
enzima sérica fué evaluada en diferentes soluciones. l.a figura 3
muestra que la ausencia de inhibidores (exista o no DTT) provocd que la
formacidn de 3H—His—-F’ro-—NHg no fuera lineal & lo largo del tiempo. La
tabla 2 indica que e en las soluciones 3 vy 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 soluccidn 3 (Tris-HCl
/ Bac~-Nem) para la evaluacidn de la actividad de la enzima sérica. No se
observd diferencia por la temperatura a la cual fué colectada la sangre
para la obtencién de suero (tabla 2).



‘‘‘‘‘‘‘

2~ Actividad de PGA en condicicnes de hipo, hiper o eu— tirocidismo
Nlgunos de estos resultados se encuentren en la publicacidn 1 y solo s
mancionaran brevemente,

a— Actividad de la PGA I (enzima coluble)

La tabla 3 muestra la actividad de FGEA I evaluada en animales
hipertiroideos; en ningun, tejido e observaron cambios debidos al
tratamiento con Tg durante 7 dlaa comparado con.la respuesta de los
tejidos sin tratamiento.

b- Actividad de la PGA ITI (enzima membranal)

Es en la adenohipdfisis (uno de los drganos blanco del TRH) donde se
observaron los cambios mé&s signpificativos; durante el hipeotiroidismo,
ésta disminuye (80%) v se incrementa durante @21 hipertiroidismo
(B&7%)Y (tabla W), lLos efectos de la hormona tiroidea €obre la actividad
enzimatica ze observan desde las 12 h despues U administracidng la
actividad de la FPEA 11 sigue incrementandose a lo largo del tratamiento
alcanranda su mé&ximo a los 3 dias tras lo cual paresce estabilizarse,
para disminuir un poco & los 7 dias de administracion de T3

(fig 4). La dosis a la cual se aobserved un efecto significativo fud de 10
ug de Tg / 100 g de peso corporal, aunque del analisis de la curva
dosis respuesta se presume cue dosis meEnores provocarian yva un efecto
sobre la actividad de la =nzima. Ee notable gue la actividad parece
aumentar sin alcanzar un méximo por lo menos hasta WO uwug / 100 g p.c.
de Tg (fig W),

Como se 1ndica en el articulo la terapia restitutiva en animales
hipotiroidens muestra que doeis de 2.2 wg / 100 g p.c. recuperan la
actividad de PGEA 11 encontrada en animales eutirocideos (verificando el
pstado tirocideo mediante RIA de Tg en sangre). | |

A nivel del SNC la actividad de la enzima membranal en algunas regiones
(tabla 4) rno parece responder al tratsmiento hormonal. Aungue en el
caso del ndcleo arcuato-eminencia media se observd tendencia al aumento

en la actividad de PGA II en animales hipertiroidecos, este cambio queda

en el limite de la significancia estadisticas. |
La actividad de la PGBA II evaluada en la corteza de animales
hipertiroideos parece resistente al cambio yva gue ni en la curva dosis
spuesta ni en la cinética & lo largo de 7 dias se observaron cambios
significativosg (fig 533 &l ligero incrementg ‘"relativo" en la
actividad de la encima observada al septimo dia es debido a que el wvalor
numérico del control en este dia es menor aunque no difiere de manera
significativa del resto de los controles | |

En contracste la actividad de la PGQ II evaluada en el léhulo olfatorio
durante la terapia restitutiva se incremento de acuerdm a la dO:IS de TS
administrada (tabla 5). .

N
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b— Actvidad de Tiroliberinasa

Como se menciond en la introduccidn,la actividad de la enzima s&rica
varia en los diferentes estados tiroideos por lo que @ utilizd como
control. Confirmamose aue la actividad de la tiroliberinasa se
incrementa durante el hipertiroidiemo y dieminuye en el hipotiroidismo.
A diferencia de la enzima hipofisaria a tiempos de tratamiento de 12 o
24 h no hubo incremento significativo de esta actividad; es a los 3 dias
(no evaluada entre 24 y 72 h) de tratamiento gue ésta aumentd. La
maxima actividad se observo a log 5 dias de tratamiento para despues
dieminuir & los 7 dias (fig &). ’

La dosis minima de Tq a la cual responde la tiroliberinasa fue de 20 ug
/100 g p.c. La magnitud de respuesta de la tiroliberinasa a las
hormonas tiroideas es menor que aquella de la adenchipdédfisis cuando los
arimales <on llevados del estedo eutiroidec al hipertironideo (los
cambios en la curva dosis-respuesta  fueron menores para la enzima
zerica) (fig &),

El comportamiento de la +tiroliberinasa durante la terapia restitutiva
con Ty fue cdiferente al "“mostrado por la aderncohipdfisis; la
disminucidn observada durante el hipotiroidismo es menor a la observada
2n la PGA I (solo 25% de disminucidn contra &0% en la adenchipdfisis).
La dosis minima de Tg ensayada (1.4 ug /100 g p.c.) restituye vy
sobrepaza la actividad de PGA II presente =zn los animales eutiroideos
(fig 7). |

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

Algunas encimas requieren de cofactorss para expresar v actividad,

eztos pueden ser idnes mono o divalentes o bien biomoléculas de tamafo

molecular variable. Para estudiar un posible efecto de la T3 como
cofactor, a traves de un mecanismo no mediado por sintesis de la
enzima, estudiamos su efecto "in vitro" sobre la actividad de la PGA 17.

Tomando en cuenta la concentracion de T4 cuantificada por RIA en el

zuero de animales en los diferentes estados tiroideos, adicionamos la
concentracidn correspondiente de T3 a las preparaciones membranales en
el ensayo de PGA II. lLa figura & muestra gue en ningdan caso
obtuvimos cambios en la actividad de la PGA 1II bajo estas condiciones,

6&- Cuantificacidan de TRM por RIA

Ya que en condiciones de hipo e hipertiroidismo la actividad de PGA Il
cambio en la adenohipéfisis estudiamos la posibilidad de que se tratara
de una respuesta enzimdtica 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 dnicamente en
el hipotdalamo (tabla 4&). '
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7= Liberacion de TRH

Se realizaron 2 experimentos con diferente manera de provocsr el
hipotiroidismo: el primero fue con 211 (Porce vy col, 1988, experimento
2 de tabla &) vy la liberacidn fus evaluada en hipotalamo medio baszal en
rebanadaz. La tabla 7 muestre cue con esta estrategia no se observaron
cambios en la cantidad de péptido liberado. Es importante recordar gque
esta manera de provocar 21 hipotirolidismo permite que el animal
permanezca n "espera’ perilodos de tiempo largos hasta alcancza esta
condicidn. ;

En el sequndo experimento los animales fuercn llevados al estado
hipotiroideo mediante la adminisetracidn de propil tiouracil en el agua
para beber durante wvarios dias (PTU, agente goitrogénico que disminuye
la actividad de la gl&ndula tiroides) . La liberacidn de TRH fue
evaluada & partir de eminencia media; la tabla & muestra la diferencia
en la concentracidn de TRH liberado al medio de incubacidn tras
estimulacidn por alto potasio y el basal, UnicaméEnte a los 3 dias de
administracidn de PTW se observd incremento significativo de la
liberacion del péptido, & tiempos de administracidn mayvores no se
ob=zervaron cambios. |

& Determinacidn de la actividad de PGEA II en células adenohipofisarias
en cultivo

Las hormonas Gtiroideas retroalimentan =1 eje hipotadlamo-hipdfisis-
tiroides afectando la actividad celular de sus componentes. Los efectos
=2 manlfiestan a nivel hipotdlamico sobre la sinmtesis vy posiblemente la
liberacidn del TRH; mientras que a nivel hipefisario las hormonas
tiroideas cambianr la capacidad de respuessta de las células blanco del
péptido alterando los procesos biosinteéticos de la célula hipofisaria
asi camo la degradacidén del TRH. Fste mecanismo de retroalimentacidn
del eje implica gue las hormonas itiroideas =sean tranesportadas en la
sangre hasta alcanzar los droganos gque afectan.

Existe una ~variedad de péptidos hipotaladmicos gue alcanzan la
adenchipdfisis vy afectan las secreciones de la gléandula; esta actividad
requiere de receptores membranpales gue acoplados a diversos efectores,
generan sequndos mensajeros regponsables de los Procesos

intracelulares.Este mecaniemo generador de segundos mensajeros podria

representar para la celula la posibilidad de regular los procesos
degradativos del péptido de mamera més rapida y local. Con el objieto
de explorar esta posibilidad,se estudiaron los efectos de los compuestos
que afectan la secrecidn hipofissria sobre la actividad de la PGA II.
Se eligieron familias de compuestos relacionados a la activacidn de la
PLC v a incrementos en: AMPc, calcio intracelular y 4cido araguiddnico.
También se evalud el efecto de peptidos que al atfectar alguna de la(s)
vial(s) antes mencionadal(s) provocan la zecrecidn de prolactina,

e estudid el efecto gue los estrdgenos provocan sobre la actvidad
enzimatica. Finalmente se evalud el efecto de 1la toxina pertussis
(posible participacion de uma proteina Gi, Go) sobre la actividad de FGA
IT.

La figura 9 muestra la actividad de PGA II determinada en celulas
adenohipofizarias en cultivo de 4 diasy tal actividad fue determinada
en dos medios diferentes DMEM y FES. La activided de PGA II fue
ligeramente menor cuando se determind en DMEM para todas las
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concentraciones de Tq utilizadas. Con estos resultados elegimos el
PES caomo medio para la determinacidn de la actividad de PGA ITI vy 10-8 de
TB.

Las manipulacianes gue provocan cambios =n la concentracidn intracelular
de calcio no cambian (0 ligeramente) la actividad de la PGA I1I1I; el
A231487 (iondforo cdlcico) no cambid la actividad de PGA 11 evaluada a
los 15 y &0 min (tabla 10). ' la despolarizacidn por kY provocd un. ligero
cambio en la actividad aunque ésta solo fué evaluada a un. tiempo de
gstimulacidn (tabla 2).

El imcremento en AMPc ya sea administrando directamente el analogo no
degradable 4-EBr AMPc o, esstimulando la subunidad catalitica de 1la
adenilato ciclasa ocon . forskolina tampoco parecen  provocar cambilos
significativos en la actividad de P3A II (tabla 10).

El tratamiento con &l éster de forbol TRFA, gque= mimetiza los efectos del
DG producido en la ceélula tras sctivacidn de la fosfolipasa C, provoco
cambios sorprendentes en condiciones de deplecion de la actividad de la
cinasa C. El tratamiento prolongade (l4-16 h) con TFA resulta 2n una
fuerte dieminucidn de la actividad de PGA II de aproximadamente 5H1%
(tabla 11).

El - tratamiento prolongado (14-146 h) de las células con estrdgenos
parece "amortiguar" el efecto provocado por el TPA, va qgue en las
celulas pretratadas con Ep /TPA la inhibicidn de la actividad de la PGA
11 es menor (Ep /TPA  22% Ys TPA 51% de inhibicidon), mientras que el
tratamiento con Eo 10-9 prorocé un ligero incremento en la actividad
enzimatica (tabla 12). |

De losz péptidos estudiados ninguno provocd cambioszs significativos de la
actividad de PGA IY cuando se incuba por tiempos cortos (1lh 30min)d, s1i
bien elleos estimulan la actividad de la PLC (A IIXI), de la AC (VIP) o
provocan la inhibicidn de esta dltima (SRIF)Y (tabla 13).

La incubacidn con dos de los péptidos gque provocan la activacion de la
PEC provocaron a tiempos largos, efectos diferentes a aguellos
provocados por =1 TPA. En =1 caso del tratamiento con A I rno parece
haber mas gue un ligero incremento en la actvidad de la PGA 11 mientras
gue 21 TPA provocd disminucidn de aproximademente 50% (tabla 14).
Cuando las ceélulas fueron tratadas con TRH (1h-14 h),la actividad de la

PGA II <=e inhibe pero esn menor proporcion que la provocada por el TPA
(tabla 1i4).

Es claro en este momento que &1 Acido araquidénico participa en el
complejo sistema de regulacion de la actividad hipofisaria. En nuestro
modelo, la melitina (enzima que activa la PLA, incrementandso la
concentracidn de acido araquiddnico) incrementa Jla actividad de 1la
enzima a tiempos cortos de sstimulacidn (5 y 15 min) misma que tiende al
valor comtrol a tiempos superiores (fig 15).

La bromocriptina (EC) &l agonista dopaminérgico provocd grandes cambios
@en la actividad de PGA II con 30 min de tratamiento, dosis de 1078 M
disminuyeron 1la actividad 21% mientras que 1076 hasta &4 % respecto al
control (tabla 14). El pretratamiento de la células con IAP (1k-146 h) no
parece modificar la respuesta de la BO ya que la inhibicidn de la
actividad de la PGA 1IJI observada en células tratadas con IAP es
ligeramente mayor a aguella provocada por la BC sola (tabla 17). lLa
accion conjunta del IAP/TPA sobre las células, muestra un efecto mayor
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Cinética de la actividad de PGA 1II determinzda en fracciones
mewbranzles con diferente concentracidn de proteina, prepa-
rzdas por el método corto (&,b) o método largo (c,d). gs

membranas fueron incubzdas en presencia de bacitracina y N-
etilmeleimida (inhibidores inespecificos de las enzimes so-
lubles PGA I v PPCE) (eg,c vy d) o PDMK y Z-pro-prolinal (in -
hibidores especificos) (b)., La actividad esta expresadz en

-3 \ . . oz
cpm x 10 His-?Pro~NH, producido, Lz eactividad enzimiti

e
cg se cetrmind en presencia de 10— Nde TRE y 100,000 cpm de
E =-pro-TKRH, '

crpeng s



cpm x10~3

3H4His—Pro-NH2

3 ~His—Pro—NHp  cpm x10™3

Método corto inhibidor no especifico

T— mg prot/ml
5.44
5
2.72
3
1.36
~A 0.68
!
b
Método corto inhibidor especifico mg prot/mi
272
3 1.36
0.68
1

3H~His~Pro—NHy

Actividad (pmol/min)

cpm x 1073

0.50
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Método largo Inhibidor no especifico

mg prot/ml
576

5 ' 15 30 MmN
Cinéticade la octividod de PGAT

Métode largo inhibidor no especifice

mgqg prol/ml
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Cinética de la zctividad de PGA 11 determinada directamente
en €l homogenado en presencia de los inhibidores no especi-

ficos (&) o especificos (b). Actividad enzimiticea de PCA-

I1 en homogenado (c¢) y en preparaciones wmembranales prepara
des por el método corte (d) celculadas a partir de la fig 2
eybydeleybda 30 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 Comparacidon de diferentes métodos de

homogeneizacién y obtencidn de membra-
nas. Actividad total de PGA II en ce-~
rebro de rata (pmol de His-Pro-NH2 /
min); V: homogeneizacidén con vastago,
Son: sonicador, Hom: homogenado, NE: a-
dicidn de inhibidores no especificos de
las enzimas solubles, E: adicidn dein-
hibidores especificos (n=2).
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Determinacidon de la actividad de Tiroliberinasa

[rERveT—

en diferentes buffers

~ tiempo 1 2 3
(min)
b 22 by 22 b 22 L 22 °C
15 163 294 285 200 304 275 287 283  x 107°
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 centrifugacion a 5,000 rpm durante 15 min se recuperd el
suero., El suero fué diluido 1:3 con Tris-HC1l 100 mM pH 7.6

l: Tris-HC1l 100 mM

2: buf 1 + DIT 0.5 mM

3: buf 1 + Bac/Nem

4: buf 2 + Bac/Nem

2.5 mM

[ S —




Actividad de PGA I evaluada en animales hiper

tiroideos.

Adenohipdfisis 90 + 13 (4) H
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 determind
en fracciones solubles de tejidos
de animales hipertiroideos trata -
dos durante 7 dias con 20 ug / 100
g de p.c., de T,. Los datos son el
porcentaje respecto al control no
tratado, X + SEM, n se indica en

~ paréntesis,

Actividad de PGA II en animales hipertiroideos

et - Adenohipdfisis 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 determind
‘ en fracciones membranales de teji -
e - dos de animales hipertiroideos. Los
resultados son el 7 de la actividad
especifica con respecto al control
sin tratamiento, X + SEM, n se indi

ca entre paréntesis.

il




.Fig.'4

Actividad especifica (pmol His-Pro-NH, /min/mg prot) de
PGA II durante el hipertiroidismo. AY cinética de 1la
respuesta; B: curva dosis respuesta. Los animales fue-
ron inyectados con 20 ug /100 g de p.c. de T, (a) o la
concentracidn indicada (b). Los datos representan la
X'+ SEM (n=4). |
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Fot
Fig. 5 Actividad especifica 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: cin@tica 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 PGAIL en 1l6bulo olfatorio de anima-

les hipotiroideos y terapia restitutiva con Tj

Hipotiroideo 0.74 + 0.061 ***
Eutiroideo 0.53 + 0.081
Hipo + 1.4 ug T3 0.91 + 0.086
Hipo + 3.2 ug 'I‘3 1.0 + 0.162
Hipo + 6.4 ug T3 1.16 + 0.109 w

Tabla 5 Actividad especifica de PGA II (pmol de
His-—_Pro'—NH2 /min/mg prot). Los animales

fueron llevados
por tratamiento
agua) durante 7
do hipotiroideo
de T, indicada.

X + 2 SEM (n=4).

al estado hipotiroildeo
con PTU (250 mg / 1t de

dias. A partir del esta

se administrd la dosis
Los datos son la



Fig. 6

Actividad especifica (pmol de His-Pro-NH, /min/mg prot) de

tiroliberinasa durante el hipotiroidismo. A: cin€tica de

respuesta; B: curva dosis-respuesta., Los animales fueron
inyectados con 20 ug/100 g p.c. de T, o con la dosis indi-
cada (b). Los datos son la X + SEM ~ de 6 determinaciones
independientes,
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Liberacidén de TRH de hipotidlamo medio basal

| TRH

‘pg/ mg prot
CONTROL 295 + 48 (3)
TRATADO 264 + 52 (4)

Tabla 7

La liberacion de TRH fué evaluada co
mo se describe en materiales y méto-
dos. Los animales fueron llevados

al estado hipotiroideo por adminis -

tracidn de 1311 y dieta baja en iodo.
Los datos son la X + SEM, n se indica

“entre paréntesis,

Liberacién de TRH de eminencia media de animales
hipotiroideos

dias de trat, TRH estimulado -

con PTU TRH basal (pg)
0 28 + 4
1 54 F 14
3 67 + 7 kkk
7 29 +° 8
10 53 + 14

Tabla 8 Los animales recibieron en el agua para
beber PTU (250 mg/ 1lt). La liberacidn
fué evaluada como se indica en material
y métodos. Los datos son la X + SEM,
(n=4).



s,

oy pg/drgano pg/ mg prot.,

Hipotdalamo C 4902 + 301 ( 7) 1002 + 60

) T 6048 + 420 (13) 1300 + 86 ***
N.aracuato- C 558 + 89 ( 3) 6278 + 1152
B E. media T 508 + 144 ( 9) 4066 + 730
S.lateral- C 1011 + 80 ( 5) 399 + 33
- N.accumbens T 1121 + 132 (11) 406 + 52
; Adenohip. C 64 + 15 ( 3) a3 + 9
Gy 57 + 3 ( 7) 39 + 10
Neurochip. 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 radioinmuncanalisis
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 adénohipofisarias en cultivo

en presencia del iondforo A 23187 o alto potasio,

min

15
30
60

control alto potasio' A 23187
100 + 6 (10) ———————————— 106 (2)
100 (2) 140+ 2 (3)  —-=mmmmmm-
107 + 7 (10) —-=—-=--mem—- 118 + 3 (3)

Tabla 9 Las cé&lulas fueron estimuladas durante el tiempo

Efecto de la estimulacidn del sistema adenilato ciclasa so-

indicado con A 23187 (1 uM) o potasio (56 mM).
Los datos son el porcentaje de la actividad espe
cifica con respecto al control (c=100%), X + SEM
n, se indica entre paréntesis, |

bre la actividad de PGA II en células en cultivo

min
15
60
120

180

control Fk 8-Br AMPc
100 + 6 (10) 113 + 12 (3) 79 + 4% (3)
107 + 7 (10) 98 + 14 (3) 126 + 8 (3)
100 + 4 ( 4) 110+ 6 (3)  ——=mmemme——-

100 ( 2) 112 4+ 7 (3) e

Tabla 10 Las c&lulas fueron estimuladas durante el tiempo in
' dicado y la PGA 1I determinada en presencia 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 cantrol, n se indica
entre paréntesis. |
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Actividad de PGA II en células en cultivo, efecto del TPA

tiempo control TPA
. min ;

0 100 + (2) 91 (2)

. ©s 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)
| 0.n 100 + 6(6) 49+ 3 (6) kKN

Tabla 7jlas c&lulas fueron tratadas con TPA (1 uM) duran-
te el tiempo indicado (o.n 14-16h)., Los resulta-
dos estan expresados como el 7 de actividad con
respecto al control, X + SEM.

Actividad de PGA II en células en cultivo pretratadas con

estrdgenos
o control pretrat(14~16h)
y | E, 107 100 (2) 124 (2)
| E, 10717 100 (2) 89 (2)
iE | '1'1’&’&/13210"9 100 + 6 (4) 77 (2)
- TPA/E210'10 100 + 6 (&) 54 (2)
S TPA 100 + 6 (6) 49 + 3 (6)*kk

Tabla 12 Las células fueron pretratadas con estrdgenos,
TPA o ambos., El1 7% de actividad fué calculado
contra su proplo contrel no tratado, X + SEM.

9
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Actividad especifica de PGA II en células en cultivo

15 60 min
CONTROL 100 + 6 (10) 167 + 7 (10)
A I 107+ 4 (3) 92 + 6 ( 3)
SRIF 92 + 17 ( 3) 113 + 6 ( 3)
vIP 98 + 11 (3) 121+ 3 (3)

Tabla .13 Las células fueron incubadas con el péptido
durante el tiempo indicado. Los datos repre
sentan el 7 de actividad con respecto al con
trol, X + SEM,

Actividad de PGA II en cé&lulas adenohipofisarias en cultivd
“en presencia de melitina (activador de la PLAZ)

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 j5 Las cé&lulas fueron tratadas durante el tiempo in-
dicado con melitina (0.5 ug/ml). Los datos son
el 7 de actividad respecto al control, X + SEM,
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Actividad de PGA II en células adenohipofisarias en cultivo

Efecto del pretratamiento con TRH , A II o TPA.

tratamiento control
. TPA/ AIX 93 + 6 (4)
A II | 100 + 2 (6)
TPA 100 + 6 (6)
A II 100 + 2 (6)
TPA 100 + 6 (6)
TRH 100 (2)
TPA 100 + 6 (6)

pretratamiento
TPA

50 + 2 (4)***
44 + 2 (4)***

49 + 3 (6)***

A II
115 - (2)
120 (2)

TRH
72 (2}
75 (2)

T

\
LrJ

i Tabla 714 Las células fueron pretratadas 14-16 h con TRH, A II
o o TPA (luM). Los datos son la X + SEM 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, and
logo dopaminérgico (BC).

CONTROL

BC 10™°

1"t 10"8

100 + 6 (5)
112 + 6 (3)

79 + 2 (3)*%*
74 + 8 (3)%
36 + 5 (3)*kx

Tabla .4 El agonista d0paminerg1c0 fué adicionado
30 min antes de la determinacidn de 1la

actividad enzimatica.

Los datos son el

%4 de actividad respecto al control,
X + SEM.

Actividad de PGA 1II, Efecto de la bromocriptina en cé&lulas pretrata-
das con TPA (éster de forbol activador de PKC) o PTX (t. pertussis).

control
-7

BC 10

TPA

100
86

100

control PTX PTX/ TPA
+ 2 (4) 91 (2) 36 (2)
+ 6 (4) 69 (2) 31 (2)
+ 6 (6)  —----om—- 47+ 4(4)%**

Tabla 17 Las células fueron pretratadas (l4-16h) con TPA (1 uM)/ PTX
(100 ng/ml) o PTX, Los datos son la X + SEM del 7% de actividad.
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DISCUSITONRN

=1 funcionamiento integral del arganismo implica LUna intensa
comunicacion entre los diferentes sistemas gque lo componen. Entre ellos
s necesaria la comunicacién constante entre . los arganns que se
encuentran constituidos por diversos tejidos y exigen gue el conjunto
celular trabaje en coordinacién para responder a las necesidades
puntuales y/o a larga duracidn gue la homeostasis del organiemo demanda.

El sistema neurcenddécrino es wun complejo constituido por divercos
tejidos regulades por. una amplia gama de bhiomoléculas. Uno de los
mecanismos de regulacion del sisztema se ejerce. a traves de las
hormonas cuya liberacidn depende de las secreciones hipofisarias; las
hormonas de los organos blanco pusden afectar el sistema tanto a nivel
hipofisario como hipotalamico cambiando Ja actividad sintetica,
secretora o degradativa de las células, efectuando asi su  papel
retroalimentador sobre el sistema neurcenddcrino. |

=l papel regulatorio de las hormonas periféricas ha sido evaluado
utilirando estrategias experimentales que Provocan cambios poco
fisiolagicos de las concentraciones hormonales. Sin embargo es esta
sstratenlia la que ha permitido evidenciar la participacidn de las
hormonas periféricas 2n el control de la actividad celular.

Muestros resultados muestran gue en la adenohipdfisis v en el suero, las
hormonas tiroideas incrementan la actividad de las enzimas que degradan
al TRH; enzimas de gran especificidad por @l tripéptideo , la PBA II y.
la tiroliberinasa (Bauer y col. 1979, 1981, O'Connor v col. 1985, Elmore
v col. 1589). Las coaracteristicas de la respuesta de estas enzimas a
las hormomas tiroideas es difersnte.

La actividad basal de la PGA II en adenohipdficis, es ligeramente menor
gque aquella de la enzima sgrica y la sensibilidad a las hormonas
tiroideas parece también diferente va gue la misma dosiz de T3
incrementa la actividad de la PGEA 11 en adenohipéfisis U veces, mientras
que en la sangre la enzima aumenta su actividad solamente 1.5 veces. Se
ha observado el efecto inverso cuando diegminuye el nivel de hormonas
tiroideas: el tratamiento con PTU (agente goitroogénico) disminuye la
actividad de la PGA XI 85% a los 16 dias de tratamiento en la
adenohipofisis, mientras que Jla enzima =érica disminuye solo de 235% a
LO%  (Bauer 1988 y este trabajo). £l nivel méximo de enzima sérica
alcanza el mismo valor en actividad especifica que la PGA II hipofisaria
solo que con 48 hr de retraso; al final del tratamiento con hormonas
tiroideas se obsgserva el mismo nivel de ambas enzimas .

Simultaneamente a este trabajo, Bauver (1988), reportd una cinética
diferente de la activacion de la FPGA II por hormonas tiroideas; el
maximo de actividad estd a las 24 h después de la administracién de T3,
En nuestros resultados no se observa el madximo sino 72 h despues. En el
caso de la curva dosis-respuesta, la FGA II incrementa de manera
paralela a la dosis de T3 y, aungque 2n gste trabajo se requisre de una
dosis de T3 mayor (5 wveces mayor que la reportada por Rauer) la
actividad correspondiente a la dosis méxima es similar en ambosz trabajos
(700% RBauer Vs 800% észte). Existen diferencias en los protocolos de
administracion de T3 y es posible que el metabolismo de écstas tenga una
cinética diferente lo que pudiera explicar esta discrepancia. Suen vy
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col. 1989 abservan incremento en la actividad de la PGEA II hipofisaria
zolamente tras tratamiento agudo (24h)Y con T3 pero no con tratamiento
crénico (40 ug /100 g p.c. durante 10-14% dias). Es posible que entren en
jusego otros mecanismos en el control de la expresidn de la FGA IIX
hipofisaria en condiciones de estimulacidn crédnica, o bién gue las
diferesncias sean debidas a que estos investigadores realizan sus
mediciones de actividad enziméatica utilizande la hipdfisis completa.

E2 ha propuessio gue la enzima cerica vy la membranal por sus similitudes
biogquimicas tengan el mismo origen. Es posible que la enzima membranal
fusra liberada al torrente sanguineo por algor mecanismo especifico.
Los resultados de nuestro laboratorio indican que la enzima de cerebro
no se libera cuvando e incuban rebanadas de hipotidlamo medio basal en
presencia de alto potasio, <in embargo, la despolarizacion 28 un
estimulo inespecifico que no provoca  la  liberacidn de la enzima
membranal y nudiera estar implicado otro por ejemplo, la estimulacion de
algin receptor especifico. Esto’ sucede en las membranas de hipocampo
donde, la =zcetilcolinesterasa se encuentra asociadada a la membrana de
las terminaciores nervicsas de manera na idnica v 25 la activacidn de la
PLC la gque conduce a la liberacion de la enzima (Carrol y col. 1990).
Este seria un mecanismo de aprovisionamiento de la enzima sérica tras
liberacidn de la enzima membranal durante la estimulacién por un
agonista determinado.

En animales eutiroidecs la actividad de PGEA JI en lobulo oliatorio es
mayor que la de la hipdtisis (es importante recordar que ] ldébulo
olfatorio es una zona rica en TRH, Kreider y col. 1985); resultados
similares fueron resportados por Suen vy col. 1989, =in embargo estos

autores o encuentran incremento en la actividad enzciméatica tras .

administracidn de T2, contradiccidn que podria estar originada por el

tipo de animal “"hipertiroideo! utilizado. Suen y col 1989 wuwtilizan

animales esutiroideos llevados a hipertiroidiemo por administrac:ion de

grandes dosis de T3 durante tiempo prolonogado. En nuestros experimentos,
log animales fueron llevados &8l estedo hipotiroideo vy restituidos en

hormona tiroidea. El protocolo para provocar hipotiroidismo @ (13171)
implica cambinos ®n al dieta y largos periodos de espera; aguiza, esto
cambia las condiciones generales del organismo en un  proceso  de
"adaptacidn" al nuevo estado por lo gue estos resultados no pueden ser
comparados &aun sabiendo que ambos protocolos proporcionan animales

hipertiroideos.

Resultados previos (Suen y col. 1%8%9) muestran incrementos en la
actividad de PGA II en la cortera frontal; nuestros resultados no

muestran cambio significativo de la actividad enzimdtica y quiz& el

ligero incremento cbservado al final de la cinetica sea el resultado
ararozo de la diseccidn de una porciédn de la corteza frontal ya gue
nuestras disecciores se hicieron €in considerar ninguna rTegion
particular de la misma.

Dentro de los efectos mejor conocidos de las hormonas tiroideas <e
encuentran sus efectos cobre la sintesis de proteinas, mediados por el
receptor nuclear (Oppenheimer y col. 1983). Este tipo de efectos
reguiere de un tiempo "lag" para la induccién de proteinas particulares;
el periddo "lag" observado entre la administracidn de T3 y el efecto
sobre PGA 11 sugiere que media un efecto nuclear de T3 involucrando
sintesis de proteinas. Esto se apaoya en la falta de efecto "in vitro"
durante la determinacion enzimatica (Rauer 1988, y este trabajo).

Estos cambios hormona dependientes no estan aislados de los que ocurren
a otros niveles en la organizacién celular., El nivel de RNAm Pro-TRH asi
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como el de pro-TRH e incrementan durante el hipotiroidismo en las
neuronas que circundan la regidn hipofisiotrdfica v no en otros nlcleos
hipotalamicos (Segerson vy col. 19487). Los cambios producidos por las
hormonas tiroideas en determinadas =zonas y no =@n otras. esta quizé
relacionada al tipo de receptor a hormonas tiroideas (Izumo § vy col.
1288, Vera y col. 198%) , &l metabolismo local de é&stas (Fukuda y col.
1980, Valverde vy c¢ol. 1989) o bien a la presencia de factores
regulatorios intracelulates propios de la EXpTresitn de aenes
particulares.

Recientemente <2 ha caracterizado un tipo de receptor a hormonas
tiroideas especifico de la adenohipdfisis (Hodin vy col. 1289), lo que
podria permitir respuestas diferenciales caractesristicas de efectos
drgano-especifico. En el caso de la neurona TRHérgica, responsable de
la actividad ftirotrdpica, la especificidad de respuesta pddiera estar
tambien asociada al tipo de aferencias gque éztas reciben (Liposits vy col
1987, Terry 1%846) o bien, a la presencia de ssgundos menzajeros cuya
capacidad de respuesta fuera diferente en determinadas rzonas (como se
ha observado en el caso de las PECs de hipotdlamo o hipdfisie) (Naor
1990), ~

En aress comd ©l hipotdlamo, estriado y cerebro medio, €l TRH estimula
la formacion de AMPc sin observarse =fectos a nivel de la corte:za,
hipocampo, c=rebelo o meédula pons; mientras aus =n el cersbelo, el
peptido incrementa la hidralisis de fosfatos de inositol sin provocar
cambios en otraz regiones del cerebro (Iriuchijima 1989). : |

El efecto de las hormonas tiroideas sobre la secrecion de TRH ha sido
evaluado en diferentes modelos: en el nuestro, =1 incremento en el
contenido de peptido 2n animales hipotiroideos a nivel hipeotalamico, no
esta acomparado de incremento en €l nivel de péptido liberadn cuando se
analiza la liberacidn proveniente del hipeotdalamo medio basal; sin
embargo, en el hipotdlamo medio basal existen terminales nerviosas que
no estan relacionadas a la regulacion de la actividad del tirotropo.
Cuando se observa la liberescidn de TRH de eminencia media de animales
hipotiroidens logramos observar un incremento =2n el nivel de péptido
liberado tras estimulacion por potasio.

De manera que i consideramos todos los efectos en conjunto podriamos
visualizar los cambicos fque ocurren sobre diferentes estructuras. del
organismo: las hormona tiroideas inhiben la sintesis de TRH en la
negronas de la zana hipofisiotrdpicay la disminucidn en concentracidn de
T3 imcrementa la cantidad de péptido liberado de la eminencia media v,
en la hipdéfisizs, dieminuye la actividad de la snzima que lo dergrada lo
que permitiria mayor efectividad del TRH que alcanza la hipédfisis
provocando la activacidn de la gliandula tiroides, reestableciendo asi
el equilibrio del sistema.

Rhora s claro gue la actividad de la PGEA IT puede ser regulada por las
hormonas del organo blanco de la T8H, lo que podriamos denominar
regulacion de "largo alcance'". Ademas, la actividad de la PGA II podria
ser regulada por las neurchormonas hipotaldmicas (o los mensajeros que
2llas generan), de manera paralela (o consecuente) a la estimulacidn
hormonal, De los mecanismos intracelulares que regulan la actividad de
la PGA II existe poca informacion! en células de retinoblastoma Y-79 la
presencia de TPA prdvoca la répida disminucidn de la PGA II (Suen y col.
1991 en prensa). En nuestro modelo de células adenohipoficarias en
cultivo observamos un efecto solo a tiempos de tratamiento preolongados
que de acuerdo a los recsultados de Suen vy col. 1990 coresponderia a
efectos tardics del TPA; gstos implican sintesis de proteina. A



s,

Yoompnot o corvion of estoagpulacron con RS no olRnorvamtn cambions en La
sotivaoad de e FRE OIT A exn embargo nusstro protocolo de incubacion
nuede ser coriticable. _a fesforilacion es un proceso reversible v oa

.
tiemoos tan largos como 60 min 2c muy probable que yva no observemns el
efecto cde la fosfaorxlacion eobre la activided oe FiGEAR I (kKrebs 198&)%,

El uso del TPA para eotimula la actividad de la PEO v aln parea
dessznszibilizear & las ré‘u"EE cde  la tﬂ“im;, = un procedimiento
rarmacologloo quc rnamounc s loe peptidos aque utilizan 1a vie de la PHC
pueden  imitar. En un intentoc os enmﬁyér e eepecificidad d= la
dleminucion dh la artividad de la PGEA IT por TRPA, decensibilizamos &

FEC celular 1ncubando lase celulss ddurante 1h-14& h con dos peptidos que
activan @ la PLO v por tanto a le PEC,  Solo la incubacion con TRH v no
con A II disminuyve la actividad de la FPEAR IT, surnaue €)1 efecto no
aleanza de ninguna manera le megnitud de aguel prm«ﬁcadm nor el TFA.
Ezto apova una eatrecna relacidn entre TRH-FOA 11 de manera especifica
va gue la AL no provoca ningun cambilo sobre la sctividad enzimatica vy
i estimula la actividad de la PLC (Canonico 1%84&5.

La inhibicidn de la produccion de &cido araguliddonico afecta la
ERCTEC1I0NEsE hipofisarias. En este +rabaja exploramos la partilcipaciadn
del MM en loz mecanismos de degradacidn del TRH, La adicidn de melitina
(activador de la PLAZ productora de AR incrementa la actividad de la
PGA I cuando se ncuba por tiempos cortos. Este podria ser el
resultado de alouno de lor efectos del AR cobre la celulas &1 AR posee
actividad de. 10nq£mra calcico v &5 posible gue este 160n active de alguna
mamera a la PGA II. El andlisis de los pocos resultados experimentales
obtenideoz por estimulacidn de las celulas con el iondforo céloico A
23147 o con alto F+  guglieren gue los cambilos en concentracidn
intracelular de CaZ+ afectan (activan) la actividad enctimatica de POGA
IT. Debe recordarce que la PGA Il es una metalooroteasa, de la que se
desconoce el metal involucrado en la actividad.

No parece haber participacidn del sistema adenilato ciclasa en. la
regulacidn de l& actividad enzimdtica ya oue ni la estimulacion de la
subunidad catalitica de la AD por forskolina mi1 el incremento en los
miveles de AMPC inducen cambiocos en la actividad de PGA I1 o bién estos
podrian ectar enmaszcarados por los largos tiempos de incubacion con los
compuestos. | | |

Utilirzando fracciocnes enriguecidas en 1los diferentes tipos celulares

hipofisarios, Fauver 1990 localizd la enzima PGA JI principalments sobre

1oe lactotropos v sorprendentememte sstas celulas responden a la
activacién por hormonas tiroildeaz. La aparente ausencia de PGA IT en
log tirotropose concede mavor importancia fisioldgica a la regulacitn de
1a r*ividad entimdtica 2 nivel del lactotropo en relacidn con  la

serrecidn de la PRL.

Multiples factores afectan la actividad del lactotropo, de entre ellos,
log estercide=z, juegan un papel importante tanto a nivel hipotalamico

come localmente en la adenohipéfiers (wiklund v ool. 15981 Lieberman vy

col, 1978) ya ague ellos incrementan lea intesis, almacenamiento v

liberacion de FRL.

lLos esteroides disminuyen la actividad de PGEA IT tanto "in vivo" como
"in vmtrm . ectos efectos parecen contraponeree en un dialogo
concertador que modularia la secrecidn de PRL. A nivel hipofisario, lo=
estrogenos antagonizan loz efectos de las hormonas tiroldeas "inm vivo'" e
"in vitro' y aun en animales ovariectomirados se observa un fuerte
incremento de la actividad de PGA II (Bauer 1988,1990)., Nuestros
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resultados muestran un ligero incremento en la actividad de FPGA II en
celulas tratadas 24+ h con  1la hormona. Eztos resultados aunque
contradictorios sugieren que los estrdgenos requieren de mayor tiempo
para mostrar su efecto inhibitorioc ceobre la expresicon de FGA 11 (72-120
h Bauver Vs 24 h 2ste trabajo).

Durante &) ciclo e=ztral, las estrdgenos ejercen un efecto
antidopaminérgico csaobre los lactotropos, gue muestran menor capaclidad de
respuesta a la DA durante =1 proestro (algunas horas despues del pico
maximo de estrdgenos) y durante 21 diestro 1 (D1) despuss del
incremento en E2 observado la tarde del estro (Brandil y col. 12700,

Drouva y col 19920 muestran que alounos de los efectos de los estrdoenos
al incrementar la sensibilidad vy capacidad de respuesta a nivel
hipofisario, estan mediados por la PEC; en efecto, el tratamiento

prolongado con estrdédgencs incrementa la cantidad de FEC tanto a nivel

citoplasmitico como membranal. Este =fecto podria contribuir al efecto
"amortiguador" que observamos en las c&lulas pretratadas con TPA/EZ en
donde la actividad de PGA I1 ro disminuye tanto como en los tratados
unicamente con TPA.

La actividad del lactotropo esta regulada por una gran cantidad ae
factores estimulantes e inhibidores (Lamberts y col 1990); entre estos
Utimos se encuentra la DA, cuya concentracion disminuye 2n sangre portal
durante la succidn sn animales lactantes y en animales ciclicos durante
el dia del proestro, 1o gue coincide con la maxima secrecidn de PRL en
estas condiciones (RBen-Jonathan y col. 1977, 1%80)., La =zctividad de la
PGA II wvaria a lo largo del c¢iclo estral, observandose la menor
actividad en el dia del D2 y proestro (Uribe v col. sometido), dias en
los que disminuve también la concentracidn de DA en sangre portal (Ben-—
Jonathan 1977, 1980). |

Existen otras correlaciones interesantes entre los niveles de DA vy la
actividad de PGA TI. lLa activided de la PGA II, asi como la de la
tircliberinasa, es menor en hembras que en machos (Eauer 1988) mientras
aue, tanto la sintesis como el recambio de la amina y 1la concentracidn.
de #sta en sangre portal, son mencrese &n el macho (Ben-Jonathan y col..
1977, Demarest v col. 1981, Budelsky vy col. 1%81),

En nuestro modelo, la bromocriptina (andlogo dopaminérgico) inhibe, de
manera dependiente de la dosis la eactividad de la PGA IXIs esta
inhibicidn no parece ser efectada por tratamiento con la toxina
pertussis vy cuando se desensibilizan las celulas de PEC, no se abserva
mas el efecto. Dentro de las vias intracelulares que la DA inhibe
parece ser nuevamente el influjo cA&lcico el involucrado en esta
respuesta va que cambios en el nivel de AMPc o la estimulacidn de la PLC

o PEC a tiempos cortos no alteran la actividad de la PGA IX. Sin embargo

es posible que en nuestras condiciones de cultivo e incubacidn (con T2)
estemos muy cerca de la estimulacidn méxima lo gue nos permitiria
observar mds facilmente inhibiciones que efectos estimulatorios.

En sinmaptosomas de hipotdlamo, la incubacidn con DA "incrementa' la
liberacidn de TRH; sin embargo es posible que el incremento en el nivel
de TRH pudiera deberse a la inhibicidn de la degradacidn de éste, vya
que, el contenido de péptido en los sinaptosomas no cambia, lo que
contradice la interpretacidn del autor de que 21 incremento es debido a
la mayor liberacistn del péptido (Marcano de Cotte y col. 1980); ademas
s2 ha demgstrado que las preparaciones de sinaptosomas no responden a
estimulos liberadores (Joseph-Bravo y col. 1979).
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Decde el punto d= viste fizioldorco. 1a @ﬂvpciiic<r5ﬁ de la FGA I vy eu
reculacidn por las hormonas tireoideas v estrdoenos ds gran importancia a
esta enzima en &1 control de la actaividad hipofisaria. Por otro lado los
efectos del TPA (imitados parcialmente por el TRH) invitan & proponer

gue cuando e TQQULETf del estimulo de TRH por tiempo prolongado, &1

mismo evite su degradacidn permitiendo mayor concentracidn etfectiva del

pepticao alrﬁjﬁﬁgf i ld celuls blancao

En comnclusion, a actividad de la PGA 1T a mivel hipofisaric es
retroalime Pcha oposirtivamente por las hormonas tiroldess  aparentemente
actuanda & traves de su receptor nuclear, resultados gue concuerdan con

aguelleo:s de Bsuer 1987 y  Buen y col. 1949, La actividad de PGA II es
atectade via receptor por ] mismo TRH vy por la DA cientdo ostos fusries
cutimulante & inhibidor respectivamenite de la secrecrdn de PRL. A nivel
intracelular, los incrementos en CaZ+ (estimulan) y la disminucidn en
oz niveless de PEC (inhiben) afectan la actividad enzcimatica. Es
importante ahora saber sl los efectos de TRH (que estimula la PLC vy por
tanto la PEC) v los de las hormonas tiroideas (o0 la carencia de ellas)
estan mediados por la PEC, %z necesario el estudio mas profundo de lm»

cambios en concentracion de calcio intracelular y su efecto sobre la

L

ctividad de PGA 1] asi como el mecanismo a travee del cual dzta se
eferta. '

La importancia de la actividad de la PGA 11 en =1 funciconamiento de las

células blanco del TRH, el tirotropo y el lactotropo requiere de la

aevaluacidn de la actividad secretora de éotaz en condiciones  de
inkiibicidrn de la enzima.
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A PRODUCCION DE ACITITDO AaARACUIITIDONITICO
ErN LA SECRECION DE PRL

OBJETIVOS

La inhibicidn de la secrecidn de prolactina por dopamina es un evento
sansible a la toxina pertusesis. Dentro de los mecanismos intracelulares
relacionados a esta inhibicidén s  encusntra la hidrolisis de
fosfoinositoles, la actividad de Jla adenilato ciclasa y la de 1los
canales cdalcicos dependientes de wvoltaje vy sensibles a DHP. La
inhibicidn dopaminérgica tle la formacian de estos mensajeros
intracelulares es un evento también sensible al tratamiento con la
toxina.,

En  ftrabajos previos del laboratorio de Dindmica de los GSictemas
Neuroendocrinos, U-159 del INSERM en Paris (Musset 1990), s analizd la
respuesta diferemcial de las células hipofisarias a factores inhibidores

‘de la secrecisén; se observd gue 21 tratamiento con la toxina pertussis

revierte totalmente Ja inhibicién de la secrecidn de PRL  por
somatostatina, Por otro lado, ®8l efecto de la toxina &n la inhibicidn
de la secrecién de PRL por dopamina 25 diferente, ya que la inhbicidn
dopaminérgica es solo parcialmente revertida por la toxina y la

reversidn completa se observa Unicamente en presencia de activadores de

la cinasa €C vy de iondforos calcicos. Una explicacion de estos
resultados seria la existencia de algln otro mecanismo responsable de la
secrecion de la PRL, inhibible por DA e insensihle a la PTX.

El aobjetivo de este trabajo &s el estudio de la produccion de Acido
araquidanico camo un posible candidato al mecanismo referido. | | |
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RESUL TADOS

En la literatura se encuentran descritas técnicas de incorporacieon de
acido araquidénico con diferentes tiempos de incubaciédn, concentraciones
del acido graso radiactivo,etc., por lo que =n primer lugar establecimos
las condiciones de incorporacién del &cido araguiddnico en nuestros
cultivos,

1- Optimizacién de las cond1c1unes de 1ncorporac1én del
SH-acida araquiddnico 3H-aA)

l.as células adenchipdfisarias (10 células) de 5 dias de cultivo fueran
incubadas en presencia de 0.5 uCi de 3H-AA  durante diferentes periddos
de tiempo. De acuerdo a la cinética de incorporacion de AA (fig 1) se
eligio un tiempo de incubacién de 180 min,

El tiempo de incubacidn con los diferentes agentes estimulantes fusd
establecido en funcidn de la respussta obtenida en presencia de 2
peptidos estimulantes de la secrecidn de PRL: el TRH vy la AIIL. De
acuerdo a la cindtica de liberacidn de AA (en presencia de albumina
bovina delipidada que al atrapar el Acido araquiddnico liberado, evita
5y reesterificacion) =se eligid un tiempo de estimulacidn de 5 min va
que en nuestras condiciones el tiempo de estimulacidn superior ensayado
no permitio detectar ninguna liberacidén de AA aungque si de PRL (fig 2) .

La liberacidn de AA por los péptidos estimulantes se ensayd en medio
RPMI-1640 v en Ringer-kKrebs bicarbonato (RER) y en este 0Ultimo se vario

la concentracidn de M92+ . No ze observaron cambios significativos en
la cantidad de AA liberado ni en la PRL secretada en los diferentes

. . . i R
medios de incubacidn para las 3 primeras concentraciones de Mg‘--'i

(tabla 1). Aparentemente altas concentraciones de MQE parecarian ser
inhibitorias de la liberacidn de AA aunqgque no de la secrecidn de PRL, En
RER 2 mM de Mg ninguno de los péptidos fué efectivo en la liberacidn

de AA pero si lograron estimular la secrecidn de PRL. _
La respuesta de liberacidnmn de AA provocada por ) TRH se maﬁtrb
dependiente de la dosis del péptido (fig 3).

La incorporacion prolongada del &acido graso radiactivo no afectd ni la

respuesta estimulada por los peptidos ni la inhibitoria por la DA (fig

4.

2— Inhibicidn de la liberacidn de AA y PRL

Coma se muestra en Jla figura 6§ la dopamira inhibid de  manera
dependiente de la dosis la liberacidn de ARA. La inhibicidn dependid
del medioc de incubacién utilirzado (RPMI~1640 o RER) asi como de la
concentracian de Mgt en el medio. La inhibicidn dopaminérgica de la

liberacidn de AA esta acompafada de la inhibicidn de la secrecitén de
PRLY es claro que el grado de inhibicidn de AA y PRL a la misma dosis
fué diferente. En RER ©.2 o 1.26 mM de M92 es posible observar la
inhibicidn inducida por la DA, sin embargo en precsencia de 0.5 mM de
M92+ asi como en medio RPMI cuya concentracidn de M92+ es de 0.406 mM
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La dependencia  gque la DA muestra del Mg2+ 2 la anhabicidn de la
liberescion de A0H v no de PREL, cific:ilimente podris explicarze por cambiloo
er 1o afinidad del receptor yva aue =olo @e 5E&cta Lo MoZ+ unc de los

< ntracelulare csuponen mediados por ! miszmo tipo de

ir
recentor dopamindroio

[
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Ce hizd una evaluacion del efecto gue sobre 1a liberscidn de AR y PRL
Lrenen: el TRH, la A JI v l1a DA (loz doo primercs ectimulantes vy
ttima 1rhibidors de la e

concentracion intraceliul
de APMo (forskolina, &-BEr

| )
M

aoresidn de PRLY: leos compuessios aus cambian la
de celoio (B, nmifedipine, A Z22147): el nivel
AMPCY en cultivos control v pretratados cond

T

a— £l eéster de forbkol TPS oue dieminuvye el nivel de
PEC celular, tratamiento <on 21 gue =25 Dosible
gvaluar la pthJL maci1on de la PED en los procesns
de liberacidm asi como la  participacidm de la FPLOC
va gue el tratamiento prolongsdo con TPA provoca 1la
perdida de la retroalimentacion negativa sobhre la
FLC.

i.-.J
nr

b- La toxina pE‘tUSEIE (PTX, IAP)Y, aue ADP-ribos:l
laz proteinas G que participan en las rezpuestas
inhibitorias dopaminérgicas gque men 1 an 1a
intiibicidn de la secrecidn de PRL por dopamina,

HE
e

y

- El ester de forbol TPA v la toxina pertussis juntos

G- Efecto de TRHQ ATT v DQ cobre la liberacidn de PRL v AR

El TRH v la AlI liberan PRL y AR aungue el tripeptido se mues tra mas
eficiente cuando se compara cu efecto a la misma desis. El tratamient

con TPALLIARP o anbos diseminuye la cantidad de Af v PRL cuando se Egtlmula
con ALy no oasy cuando =i hece con TRH (fi1g H) 1o gus apoya wn papel
masz imporitante de la PLA 2 =m la estimulacidrn de AR por TRHEH v de la PLD
pare la estimulacidn por AII. | | |

e DA Iinhibe la liberacidn de PRL en condiciones basales v E”‘:muladsr'

por TR o AII que es blocueads cuande se hace el pretratamiento corm IAPY

mientraz que, er todas las condiciones se observd el efecto inhibitorio

dex la DA sobre lo liberacidn dw Ay (Fig &2 e inhibician dopaminergica
de AR registente a todos loo rﬂ+am1en+oﬂ, gusiera gueE se trata de  un
efecto en el aous po particips ningun otro mencajero intracelular.

- Efecto de los compuestos que cambian le concentracidn intracelular de
calcio sobre la liberacidn de PRL vy AA. |

i

La presencra del agonista de canales calcicos (Bk) dependientes de
valtage v sensibles a dihidropiridinas  (DHP) o del antagonista

(nifedipinal no provocd ningidn efecto wobre la liberacidn de AR en lasw
diferentes condiciones ensavadas (fig 7)), aungque i manifiestan  su

e
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efecto estimulante (EBk) o inhibitorio (nife) sobre la secrecion de FRL
(fig 7}y la aplicacidn del i1ondforo calcico A 23187 incrementd de
manera altamente significativa la liberacidn de AA (fig /). Esta
respuesta diferencial a dos compuestos que 1ncrementan la concentracidn
intracelular de calcio refleja quizd requerimientos calcicos diferentes
de las fostolipacsas,.

La inhibicidn de la liberscidn de AA por DA se observa tras
estimulacidn por Bk o A 23187 ain en condiciones en las gue la
participacién de la PLC es blegusada (f1g, 7Y, 1lo aque apocya la

participacion de la FPLA 2 en la produccidn de AA inhibible por DA.

El tratamiento con PTX no afecta los cambins en calcio intracelular
provocados por &l Bk o el A23147, aungue <1 bloguea la inhibicion
dopaminédrgica de la secrecidn de PRL proveocada por estos compuestaos (fig
7Y, nuestros resultados muestran que no es a traves del blogueo de los
flujos cé&lcices que la DA inkbibe la liberacidn de AA ya que la
inhibicidn dopaminérgica de la liberacidn de AR no se ve afectada por el
tratamiento con la toxina (fig 7).

l.a recspuesta de liberacidn de AA 2 la entrada masiva de Cast fueé
dependiente de la dosie. Se encayaron diferentes dosis de A 23187
obteniendo una respuesta creciente parslela a la dosis del ionoforo (fig
&), En las dosies bajas de A 23187 la DA ain es capaz de inhibir tanto
la liberacidn de AA como la secrecidn de PRL, =in embargo =2n la dosis
m&ds alta de A 23187 la DA no inhibe ninguno de los dos parémetros (fig
&), Ez importante menciomnar gue la incapacidad de la DA para inhibir
ambas secreciones pudo ser oebida a la italta de integridad celular, ya
que la prueba de wviabilidad celular revelada por la permeabilidad al
azul de tripano, mostrd la existencia de celulas permeables al
colorante,

El iondforo provoca respuestas de liberacidn de AA mayores en cultivos
pretratados con TPA y es ia inhibicidn dopaminérgica, la que se mostro
de menor magnitud (fig 8). Las respuestas estimuladas fueron de mayor
magnitud gue en los cultivos control (fig &8); estos datos apoyan la
pres2ncia de un mecanismo productor de AR cuya seensibilidad a la
inhibicidn dopaminérgica s menar.

5~ Etecto del incremento de AMPc (por estimulacidn con forskolina ~FE-)
sobre la secrecidn de AR vy PRL

En todas las condiciones encayadas, 1la Fk provocd un ligero incremento
en la liberacion de AA mismo que es revertido completamente por la DA
(fig )3 la magnitud de la inhibicidn dopaminérgica es igual en
condiciones basales o0 estimuladas.

Como control de la efectividad del +tratamiento con IAP en nuestro

sistema, aprovechamos el conocido efecto del IAP zobre la inhibicion por

DA del sistema AMPC. La tabla 2 muestra la acumulacidn de AMPc en
condiciones control y bajo estimulo con FK asi como la inhibicion por DA
y el efecto del tratamiento con JAP sobre estos parametros. El

tratamientao con IAP provocd la esperada pérdida de la inhibicion
dopaminérgica tanto basal como sstimulada de la secrecién de PRL  sin
aftectar la liberacidn de RAA (fig %). Este control se hizo en algunaos
experimentos donde se imcluyd tratamiento con IAP,

Sobre la secrecidén de la FRL la Fk provocé un marcado efecto estimulante




revert:dn a miveles mormalec fras la incubacicos en o preceEnciae de la DA
(fig 9. E:s importante notar ouwe el tratamiento con IAF efectirvamente

blogues la 1nhibiciédn dopaminérgice de la secrecidn de PRL (fig 9).

El ncremernto del naivel de AMPc por forskolina no afecta la inhiblcion
dopamirgrgiocs de la liberscion de AR vy vya gue la inh:ibicion por DA de la
actividad de la AC e un fendmero semnsible a2 la FTX v en ruestraos
resultados - este treftamiento ro afecta la inhibicion dopaminergicea,
podemas dejar de lado la participescion del sistema ACD en elefecto de DA
zobre la liberac:iorm do AR,

6~ Efecto de la activacidn de2 la PLA, =sobre la libsrecion de AR y PRL

Una de las posibles vias de produccion de AA ec la activacion de PLAs.
lLa incubacidn de las celulas en presencliae de melitina (estimulante de 1a
actividad de le PLA, en dosis de 1 uvg /7 ml provoco lz liberacion tanto
de AR como de PRL O, Ambas liberaciones se 1ncrementan con el tiempo
ziendo estadicticamente significativas a tiempos tan cortos como & min
(fig 10,

For otro lado, le produccion de AR se mostrd dependiente de la dosis de
melitina utilizeda v en ningun caso la dopamina fue capaz de inhibir ni
la liberacion del ascido graso ni la secrecidn de PRL cuando la melitina
pcsta presente (ftabla 3).

7- Efecto de la DA sobre la liberacidn de RA a partir de membranas de
células hipofisarias en cultivo

La preparacion de las membranas e efectud con celulas a las ocus

previamente se les incorporo el SH-AA durante toda la noche. La figura
11 muestra la produccidn de AR, dependiendo de la cantidad de preoteina

en la preparacidn asi como la correspondiente inhibicidn dopamingrgica.
Se ensayvaron tambien diferentes dosis de DA sobre produccidn de AA
obteniendo inhibicidn significativa de la producion de AR con dosis de

la amina de 10_g uM en membranas preparadas @ partir de 1.5 millones de
12y, -

células( 2& ug de proteina) en incubaciones de &0 min (fig
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Fig. 1 Incorporacidn de 3cido araquiddnico en
células adenohipofisarias en cultivo de 5
dias. 0.5 pCi / ml de 3H-AA fueron incuba-

dos el tiempo indicado, al terminar la incu-

bacidon las células fueron lavadas 4 veces
con RKB y recogidas en NaOH 0.2 M / triton
0.5% y depositados en viales de centelleo
liquido. |
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Fig. 3 Curva dosis-respuesta de la liberacidn de
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Tabla 1  LIBERACION DE AA Y
| SE ADICIONG BSA (faf) A 0.1 % .

SE INDICA ENTRE PARENTESIS.

PARA TODOS LOS MEDIOS
LOS DATOS SON LA

% Acido lib. 0.2 0.5 1.26 2.0 mf Mg++ RPMI-1640
CONTROL 102 +  W(23) 9k + 3(27) 100 + 6(18) 100 *+ 6(3) 101 + 3(30)
| - - . ' Kk k
Y : . _
TRH 11, 18(18)* 138 + 8(19)*** 118 + 6(20) 98 + 6(3) 126 + 6(29)
- *kk . kkkk
ATl 1, (¥ ks + oo™ 132+ T(21) T 106 x U(3) 149 + 5(27)
PRL ng/ Ml ——==—=m—==—— = —m m e —— o~ — s T
~ CONTROL gh + 10 55 + 5 66 + 5 39 + 9 54+ b
TRH 37Th + L9 378 + 21 392 + 39 196 + 11 Lol +29
A II 375 + 16 307 + 37 368 + 39 370 + 20 375 +3b
2+

PRL EN RKB CON DIFERENTE CONTENIDQ DE Mg*Y RPMI-1640, EN TODOS LOS MEDIOS
EL TIEMPO DE INCUBACION FUE DE 5 MIN, -

LA LIBERACION DE PRL FUE ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA CON p < 0.0l
X + SEM, n

[EREnEY
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Fig. 4 Liberacidén de AA y PRL de c@lulas hipofisa-
rias, El dcido araquiddnico fué incorporado
toda la noche (o.n.) y el tiempo de incubacién
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 .
incorporacidén del acido graso durante 180 min,
aunque para el {dltimo caso las respuestas son 1i

geramente menores., Los datos son la X + SEM
(n=6),
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CONTROL PTX PRETREATED

C 101 + 8 (9) - Ter B (9)
DA 60 + 8 (9" 88 £ 6 (9)
3 1452 + 76 (65"]'"_. 1071 % 62 (6)
F/DA 994 + 90 (6) 1291 + 60 (6)

Tabla

2 Acumulacidn de AMPc., Inhibicidn dopaminér-
gica basal y estimulada por forrskolina. Efec
to del pretratamiento con IAP(24h) notese que
el tratamiento provoca la pérdida de la inhibi
cidn dopaminérgica. Los datos representan el
porcentaje de estimulacidn con respecto al con
trol(100Z) X + SEM (n se indica entre parénte-
sis). B
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Tabla 3 Liberacién de H-AA de células hipofisarias
dosis-respuesta de melitina, efecto de DA
Dosis % 1lib. AA PRL ng/ ml
‘ * %
0.1 126 + 6 (9) 131 + 21 (7)
¥
0.2 135 + 9 () 250 + 34 (9)"
" +DA 119 + 8 (9) 200 + 41 (3)
*
0.5 147 + 14 (9) 280 + 53 (9)**
+DA 148 + B8 (6) 310 + 45 (3)
-
1.0 279 + 16 (9)™** 615 + 36 (6)"" "
+DA 289 + 21 (6) ND
C 100 + 3 (12) 118 + 5 (6)
DA 77 + 1 (6)*** 55 + 8 (6)****
Las células fueron incubadas durante 5 min
con las diferdntes concentraciones de melli
tina en presencia o ausencia de DA. Los |
ﬁ datos son la X + SEM .Los resultados de AA
b y PRL en presencia de DA comperados contra
I los correspndientes sin DA no son signifi-
> cativamente diferentes. ND no determinado

¢f
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DISCUSITORN

e primcipal funcidon del lactotropo es la sintesie v liberacian de PRL.

Ferto =g lleva & cabo en respuecte & multiple: efectores,  tanto
hiﬁoﬁalami'.* comg  periferioos, e modifican  diversos  mensa JEros
trhtracelulares., Entre ellos se estudic & dos efectores estimulantes vy
LA 1mh1b1tor1&. El efecto esstimulador del TRH v la angiotensina 11
(GITy  =zobre la liberaciéon de PRL, como se menciond en ls introdoucoidn,
ectaria mediado por la activacion de las fosfolinasas PLLC (Gershenaarn
v ocol, 1985, Simmonds v col 198%, Carnonico vy col 1984, Enjalbert vy col.

1984, Folesnick vy col. 1986) v/o FPLAZ (Cenonico vy col. 198%. Maclecd vy
enl. 1988, Judd v col. 158619880 asi coma por el calcio (Albert v col.
19484, Gershengorn v col, 1984w, Schlegel v ool. 1984, Enjalbert v col.
1988, v en prensa 1991) L.a dopamina es= @] prlﬁclpal inhibidor de la
secraecion de PRL por &)l efecto inhibitorio que presenta sobre los
rniveles de OMPs, PLE v canales idénicos: estos efectos estan mediados por

proteinas B sensibles a la toxina pertussis (Canonico y col. 19835,

Cronirn v col. 1982, Enjalbert y col. 198&) .

l.a participacidan de le cascada araquidonica en la seorecion de PRL se
zugiere por ) efecto gus tiene el &cido araguidénico adminlstrado
exdcenamente o bilen por el efecto cue produce la inhibicion de su
produccién (Danonice vy col. 1983,198%5, Grandaison vy col. 1984, Camorato v
col. 198%, keoike y col. 1985, Judd v col. 1988, Ross y cal. 1988y «in
embargs, el mecanismo por el cual actus e desconocido. :

Fl objetivo central de este trabejo consistic en estudiar loz evenitog
intracelulares oue median lo respuesta del lactotropo en la liberacidn

de PRL relacicenados con le produccidn de AA,
Loz regultados obtenidos en este  trabajo, utilizande cultivos de-

células dispersas de hipdfisis, muestran una inhibicion  en 1la
liberacidn de dcido  araguidonico por  dopamina. Este efecto ec
resiztente &l tratamiento con la toxinag pertussis, lo que sugiere que no
esta mediadn oo

e gopamina So

hre la secrecidn de PRL.

sl del AMPe como mediador del ofecto de DA en la liheracidn de PRL
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Qs Eatimula la seocrecitdn de PRL e ncrementa el nivel de AFPCc los=
cuasles fw reviertern por tratamiento con PTX (Cronan vy col. 1583,
Endaiber v o ocol. 19846, Jdournot v o ocol. 1987)., Nuestros resulisdos
mLe1111ﬂ ste ofecto en FPRL, a diferencia de los que ocurre con 18
likercian de AR, deccartando asi le participacion del AMPo en el efecto
de DAY sobra A6, | |

Uno de lom mecanismos . participantes en la inhibicién dopaminérgica sobre

la . secrecidn e FRL ' involucra los £lujos

nr AMPeo., calcio o PLC, como se describid para el efecto

sugerido entre otros paragiagmas, por 2] tratamiento con forskolina

1 %409
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cilocicos (Tareaskevich vy col. 1978, Smith v cel. 1982, &chofield y col.
19863, Israel y col. 1%985,1987, Enjalbert y col. 1%988). Manipulaciones
sobre los niveles de calcio intracelular causaron los efectos esperados

en la liberzcidn de PRL. LLa liberacidn de dcido sraqguidonico no fue
susceptible al tratamiento con &l &agonista de canales de calcio
(zensibles a DHP-nifedipina) o al agonista (Bk)., i se observd un

incremento en la liberacidn de AA a consecuencia del tratamiento con A
232187 cue incrementa fuertemente los niveles intracelulares de calcio.
Esto pudiera interpretarse como un efecto mediado a traves de la PLA 2
reguiriendn concentraciones de calcio mayores que las que se obtienen
con PBky esta interpretacidn cueda ocomo especdlacion ya gue no €8
determinaron las concentraciones de caloio. Fl efecto inhibitorio de

dopamina es reversible por PTX para la PRL pero no asi psara la

produccidn de RA,

l.a PLC produce IP3 y DG, #ste dltimo activa la FEC la cual ejerce un
efecto de retroalimentacidn negativa sobre la PLC. Nuesetra ecstrategia
para definir el papel de la PLC fuéd desensibilizar las celulas en PRC
mediante tratamiento prolongado con TPA. El efecto inhibidor de DA se
chserva tanto en la liberacidn de PRL como en AA en celulas pretratadas
cen TPA. Asimismo, la respuesta de calcio o forskolina no se vio
afectada por dicho tratamiento descartando asi la posible participacion
de la PLC en la respuessta a DA,

Los agentes estimuladores de la secrecieon de PRL, el TRH vy la AIIL,
causan también liberacidn de AA, PTY no tuvo nirmngun efecto tanto para
ezl TRH como para la AII en la liberacion de PRL y AA. Sin embsaraon, el
pretratamienta con TRPA, que no afecta la respuesta de PRL ni AA a TRH

dieminuye la respuesta de PRL vy AA a A II. La falta de participacicon de

la PLC sugisre nue e) receptor de TRH esta acoplado a la fosfolipasa AZ
como ha sido propuesto en otros trabajos (Ohmichi y col. 1990).,

La estimulacidn provocada por el TRH en la secrecidn de PRL ez inhibida
por DA (Fagin vy col. 1982) . e Jlos menszajeros intracelulares
caracterizades a la fecha, que median la este efecto, la inhibicion de
la PLC v de los flujos cdlcicos ha sido fuertemente involucrada (Israel
y col. 1985,1987, Simmonde v col. 1945, Enjalbert y col. 1%8&, Martin vy

col, 19&&, Jdournot y col. 1?87, Vallar y col. 1988). £l efecto

inhibidor dopaminérgico se observa también en la liberacion de AR
(nuestros resultados, Judd y col. 1288, Canonico 1989 vy col. Omichi v

col, 19%0). La falta de efecto con los tratamientos con PTX, TPA,
iondforos calcicos y AMPc en la respuesta de AA sugiere que la
produccidn de ptros mensajeros intracelulares que la DA inhibe, no

participan en la respuesta.

El conjunto de estos datos permiten proponer gue la liberacion de AA es
un efecto inmhibible por DA y estimulable por TRH a traves de la
activacion de la PLAZ, mientras gue la respuesta  a AII estaria mediada
por la FLC. Esto constituiria la primer evidencia en la cual la PLA 2
es regulada negativamente via receptor.

Uno de los intereses en identificar vias alternativas involucradas en
la liberacitn de PRL wviere de la observacidn de que el efecto
inhibitorio de la DA no es completamente revertido por PTX. Nos hubiera
oustado proponer al 4cido araguiddnico como responsable del efecto
remanente, sin embargo, en nuestras condicicnes si logramos obtener
reversidn total de la inhibicidn de PRL por DA aungue no asi de AA, &n
cantradiccitn con otros autores (Canonico y col. 198%, Ohmichi y col.
1990). Dicha discrepancia pudiera deberse a diferencias experimentales
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talee como:

1., Diferentes mediocs de cultivo utilizades (RPMI-16LO wvs DMEM-GIRCO),
uso de suero de caballo vs fetal bovino.

2. Tiempos de incubacidn en presercia de DA o de incorporacion de AR
radiactivo. En este trabajo e utilizd una dosis de DA muy alta (10-4),
sin embargo quizd exista menor cantidad efectiva de la amina en las
preparaciones ya gue no se utilizd &cido ascdarbico como antioxidante.
Por otro lado aungue en sangre portal se detecte una concentracidn mucho
menor de DA, la concentracidn local (al- rededor de la ceélula) podria
ser muy superior, como ocurre en el caso de la aceftilcolinma en la unidn
neuromuscular durante la estimulacidn (Matthews y col. 1978). Aungue a
tiempos de incorporacién corto se observa incorporacidn de AR en todos
los fosfolipidos (Dudley vy col. 1%984) no es claro si ellos pertenecen a
pozas igualmente accesibles a los factores inhbibitorios o estimulantes.
3. Tiempo de pretratamiento con PTX, ya gue se han descrito dos fases &n
dichos tratamientocs; uno que involucra la ADP-ribosilacidn de GI,Go (4-

5h) v otro, el decremento en el G beta (1:2-4&h). Nosotros utilizamos

Z4h por lo gue estamos en la segunda fase y por lo tanto al afectar 1la
relacidn de las subunidades de las proteinas 6 la respuesta podria
diferir (Wathkins vy cel. 19&89).

Para aclarar i las diferencias mencionadas son 2l origen de los
resultados, es necesario ensayar las condiciones reportadas en otros
trabajos y sobre todo extremar las precauciones en el useo de la toxina
va que podria provocar efectos que on condiciones fisiologicas no
ocurren. |

En conclusidn existe un mecanismo dopamirérgico de inhibicion de 1la
liheracién de AA. Este mecanismo es insensible al tratamiento con la
todina mertussis vy de los mecaniemos intracelulares conocidos que la DA
inhibe, ninguno parece estar involucrado en esta inhibicidn, '
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activided de lao peptidasas eszpecificas del TRA cambia de acuerdo &l

T opztado trroideos,. Fote camio ofurre unlcamente en la adenohipoficis,
carvicipancs siga er e regulacion de le actividad del péwﬂimu a nivel
ce 1o célula bDlamco.

El efecto de las hormonas fairoideas sobre la actividad de 1o FBGA I1 v La
taroliberinase Serica, 1mplics Sintesis 08 Droteinas,. va Que s regulers
de un tiempo largo antes de obzorvar cualourer cambilo v la adicion de T2
i ovitra® no tiene efecto oobres lz actwvadad d a PGEA TI. La carencia

N ( e 1
ge estas horsones disminuvye la tividad snzimatica, Otros grupos han
mozstracdo oue los eatrc“wnmg antau mican el erecto de las hormonas
tiroideas sobre la PGA LT (Boausr 199
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inmunohistoouimicas para icentif:icar el tipo celular, ayudaria =&
reszolver la aparente carencia de le PGA IT en 21 tirotropo. '

De las ceélulas hipofizarias el lactotropo €2 muestra como la oE&lula
hiperactiva de sistema, éste se encuentra constantemente bajo el tono
inhibitorio de la D& E.t. hiperactividad esta quiztéd relacionada a la

- mavor activided esponténea observadas en los lactotropos comparada con L3
7 menor actividad prpgentw en 1oz zomabtotropos v o la cagl inexistente en
low tirotropos (Drouva v col 1928, Musset, 15500, Estas ohservaciones
| a relevancia figioldoics dm la PBA T1 preferencialments zobre el

i lLa presencia de una enzima eszpecifica, para degradar a2l TRH zobre el
1fo?rtm o, contribuiria &  modular la  actividad gdel peptido &
condicioners i las qQue e secrets gran cantidad del mismo (stress por

tric, hlﬂQaJ“ﬁ1"l%mG De obtra manera, 1 solo eviste zobre el

inftm*rup;. 1ea &”*1“101w de PER Il seria parte del orupo de factores qu
regula la actividad de esta oeldagle; laz hormonas tiroideas, inhiben
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TRH v DA & la PLAZ.

Los factores  anvolucrrados en la respussta & TRE v DA com multiples, =in
smbhaergs e de llamar lo atencidn oue aaueliga JuEe afectan la activigad
ge la PiEA II afectan tambilieén la secrecion de PRL. Se podria proconsr
gus &l TRH activando gu receptor nivel membramal, estimula la

aotivadad ce la PLOC, FPLAZ v los flu)
meceEniams adn desconocido afectaria la sctividad encimdtica o maneras
local v ezpecifilica ve aue la angiotensina I1 adn cuando estimula la PLO

r
no cambhie la o arttivaidad de la Pbm I, =1 bienm la DA inhbibe los me
coion gue el TRH estimuls (la liberacidén de Aﬁ imciu'
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atects la actividad enzimatica, no parece cer la fosforilacion (=i o
descartsan low problemas metodoldgicos) va quo estas SOn reacciones
TAGIORE s ademds reversibles) que na - ochesbvamos en nuEstros

experimentos) efecto similar &l owe ocurre con el receptor del TRH. Los
esteres de forbol disminuven la cantilidad de receptores a TRH via
sinteers de profeinsg o camblan la arinidad del receptor {a lrempos
cortos) sin gue gaslte se focforile (Hinkle 1989,

Se percibe que el 1z ct tropo es una comoleja maguinaria en la gue varios
mensaleros  decodifican ls& sefal de un efector qgue e2jerce diversas
accrones (TRH: incrementa el RNAm de PRL y su liberacidn; disminuye la
actividaa de PGA IT y el numero de sus receptores) y varios efectores
hormonales o© pmptid*rmﬂ pueden actuar sobre un mismo mecanismo (TRH vy DA
sobre PLOC, ﬁluwor calciocos v FPLAZ)

Es necesaria la evaluacidn de la relevancis fisioldoica de la actividad
de la ,E?1 Il sobre la secrecion hipofisaria tanto del lactotropo como

g1
el$gs nal
imhimidar

oo mecany

ta, g3 pozible gue la peguefa cantidad de PGA I que se detecta en
articipe en 21 control dﬁ s actividad. Afortunadame ntp existe un

de la actividad de PGEA 11 (CPHNA) gque ayudard al estudic de
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actividad de las ce&lulas hipoficarias. En io gue podriamos clasificar
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ta hipotisis: ellse modulan negativamente loz recaptur9~ v pozitrvamente

la FPooy I7T. Los estrogenos sztmulan ftamnto la sintesics como la
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gue medis le respussta inhibitoria e 1ncremermta el rnimero de receptores

a ThHy & largo plaze digminuven la2 actvidad de PGA I, EL TRH sstimula
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Todo parsce indicar gue la actividad del lactotropo dehe reoularse de
manera concerteda, yva gue 21 bien alqunos efectores provocan eventos que
zon paralelos  en la direccidn de  la modulacidn  (por ejemplo la
modulacion negative por esteres de forbol de los receptores a TRH y de
la actaividad de PEA TII) estas colincidencias no explicarian claraments la
respuesta ficicldgica del lactotropo. Ez guicd més  importante la
secuencia en la gue oourren los cambios en la célula, la latencia v
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duracidon de &stos. De los mediadores intracelulares que hemos estudiado,
el calcino y la melitina (produccidn de AA) estimulan la actividad de
FGA II, sin embargo ellos median la reepuesta de diversos factores
hipotaldmicos por lo que no podemos rasponsabilizar a uno solo de la
actividad del lactotropo, aungue =i es posible remarcar la importancia
que el TRH v la DA tiermen en esta actividad.

Los rezultados de esta tesies invitan a plantear varias alternativas
para la continuvacidén del proyecto:

»
]

Ce requiere evaluar la presencia de la PGA I utilizando otras técnicas
que permitan obtener resultados concluyentes. Para la localizacion
celular de la PGA II en la adenohipdfisis, Bauer y col. 1990 uvtilizaron
la tecnica de separacidn de células a traves de gradientes de albdmina
que proporciona fraciones enriquecidas (no puras) en los diferentes
tipos celulares, razdn por la cudl existe siempre una proporcidn de
celulas que "contamina'" la fraccion separada.

Ee necesario evaluar la actividad secretora del lactotropo vy del
tirotropo en condiciones de inhibicidn de la PGA I1, posiblemente en
estas condiciones la actividad sintética de las celulas tambisén ce
modifique., |

Nocotros hicimos un andlisis general de los factores hipotalamicos v
periféricos gue afectan la actividad de la PGA ITI en la adenchipdfisis,
es necezario profundizar en estos estudio con la perspectiva de explorar
los mecanismos de accidn que median las respuestas.

£l TRH tiene otras acciones a nivel del sistema nervioso, resultaria
interesante saber si alguna de estas se afecta al inbhibir la degradacion
del TRH por la enzima que lo degrada en la terminal sindptica. E)
tripeptido ha sido involucrado en los efectos que provocan majoria en la
enfermedad conocida como esclerosis lateral amiotrépica y aunque se
desconoce su mecanism) de accidn es importante saber si la inhibicidn
de la degradacidn del péptido optimiza las accionees del TRH en esta

enfermedad.
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Fig 7 Acciones de TRH sobre el drgano blanco
Retroalimentacidon del eje hipotdlamo-
hipdfisis-tiroides por las hormonas pe-
riféricas y por el TRH. Participacion
de la PGA II
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Activity by Thyroid Hormones
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Adenohypophysis

Abstract. Among the enzymes capable of degrading thyrotropin-releasing hormone (TRH) in vitro, two pyroglutamate
aminopeptidases (PGA) are specific for TRH: thyroliberinase, a seric enzyme and PGAILL, 3 membrane-bound peptidase,
The effect of thyroid hormone status on the activity of these enzymes was evajuated in serum and various tissues, Only in
adenohypophysis, triiodothyronine treatment increased PGAII 10 376% of control: hypothyroidism produced the reverse
effect (decrease 1o 23% of control). As previously reported, similar changes were observed for thyroliberinase. TRH degra-
dation at the adenohypophysis level may participate in the negatjye fe¢dbuack control of thyraid hormones.

Thyroid hormones inhibit thyrotropin (TSH) secretion
[14], gene transcription of « and P subunits of TSH [18} and
regulate thyrotropin-releasing hormone {TRH) receptors in
adenohypophysis |10]. Regulation of hypophysiotropic fac-
tors’ metabolism is also involved in feedback effects:
thyroid hormones decrease TRH mRNA levels in paraven-
tricular nucleus of hypothalamus [17] and affect TRH deg-
radation in serum {1, 16].

Several enzymes degrade TRH: prolyl endopeptiduse
(PE; EC 3.4.21.26) and pyroglutamate aminopeptidase |
(PGAL; EC 3.4.11.8), two soluble enzymes [2], and a recen-
tly characterized [9, 15] membrane-bound PGA activity
(PGAILL; EC 3.4.11) that, in contrast to PE and PGAI, is
highly specific for TRH [15, 21}. PGAIT is mainly present in
brain and adenochypophysis [8], is enriched in the plasma
membrane of nerve terminals [13, 19] as an ectoenzyme {4}
and is probably present on the plasma membrane of adeno-
hypophyseal cells {1 1], Another PGA activity exists in se-
rum, with similar biochemical properties to PGAII, named
thyroliberinase [2].

Thyroid hormones increase thyroliberinase activity in
the rat {1, 7] and PGALI activity in GH3z cells {5), while no
effect is observed in either PGAl or PGAII activity of
whole brain in rats with altered thyroid status {7}. Since
PGATLl is not homogeneously distributed in brain [20], we

Received: July 30, 1987
Accepted after revision: May 4, 1988

studied the effect of thyroid hormones on PGAILI activity in
some brain regions and organs. '

Materials and Methods

Mate Wistar rats (90-120 days old), fed ad libitum, maintained
on a 12-hour light-dark cycle, were used in all experiments. Ani-
mals were made hyperthyroid by one daily (a1 9 a.m,) subcutaneous
injection with T3 (20 ng/ 100 g b.w,) for 7 days; control animals
received only the vehicle (corn oil); experiments were performed
I h after the last T3 injection. Animals were made hypothyroid by
feeding them on a low iodide diet for 2 weeks before an intraperito-

neal injection of 200 uCi 1/100 g b.w.: experiments were perfor-

med 2 weeks after injection of '*'I: controls were maintained on
normal iodine diet. Animals were sacrificed by decapitation at 10
a.m.: trunk blood was collected, stared 2 h at 4 C, serum separated
for T: measurement by RIA [6] and thyroliberinase activity deter-
mination. Tissues (adenohvpophysis, arcuate nucleus-median emi-
nence, rest of hypothalamus, nucleus accumbens-lateral septum,
kidney and lungs) were dissected, sonicated in 50 mAM Tris-HCI

pH 7.4 (10% w/v), centrifuged at 1,000 g for 1S min and superna-

tants centrifuged at 12,000 g for 15 min, Pellets were used to mea-
sure PGALI activity essentially as described [20]; membranes were
preincubated (5 min) a1 37 °C in 50 mAf sodium phosphate buffer
pH 7.4, containing 2.5 mAM bacitrucin and N-ethyimaleimide (final
concentrations) and incubated at 37 <C with 100,000 cpm of {*H-
pro]TRH (NEN) (10-¢ M TRH final concentration), in 50 ul final
volume. Five.microliter aliquots were taken at the beginning and
end of incubation, and assaved as described {20}, Membrane pro-
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Fig. 1. Effects of thyroid status an PGAIll and thyroliberinase
specific activities. For Ty replacement therapy, the number in the x
axis is the Ty dose administrated (in pg/ 100 g bow.). Resulis are the
mean £ SEM of the number of independent determinations shown
inside the histogram, *p < 0.00!; **p < 0,01 vs. euthyroids.

tein concentrations (mg/mi): 3.7820.32 for adenohypophysis;
0.57£0.04, arcuate nucleus-median eminence; 6.48 2 0.15, rest of
hypothalamus; 3,442 0.36, nucleus accumbens-lateral sepium,
Thyroliberinase activity was measured as described for PGAll ex-
cept that serum was diluted 1:3 with Tris.HCl 0.1 A, pH 7.4
(7.0£0.3 mg protein/ml), Activities were linear during incubation;
depending on the tissue, incubation varied rom 15 to 60 min. Lac-
tate dehydrogenase (LD H) activity [12) and protein {1 3] were deter-
mincd.

Results

As previously reported [1, 7], thyroliberinase activity was
increased by Ts and decreased by hypothyroidism (fig. 1).
After Ty treatment, PGAII activity was signtficantly in-
creased only in adenohvpophyseal membranes (fig. 1) and
it remained unchanged in kidney, lungs (results not shown)
and various brain areas. Expressing values as percent of
control taken as 100%, mean+ SEM for hypothyroidism
and hyperthyroidism were respeclively: arcuate nucleus-
median eminence, 198 246 (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 Ts
effects on adenohypophyseal PGAII activity were observed
as soon as 12 h after one injection, while thyroliberinase
aclivity increased only after several daily injections; hypo-
thyroidism produced a significant decrease (fig. 1). No ef-

fect of Ty was observed in vitro (not shown). Neither adeno-
hypophysis® weights nor LDH 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: PGAII activity localized on adenohypophyseal mem-
branes. High doses of Ta were used to induce hyperthyroid-
ism; however, the physiological relevance of the effect was
supported by the opposite behavior of PGAIL in hypo-
thyroidism, the effect of restitutive therapy with Ty and ub.
sence of effect on LDH activity, demonstrating a strict con-
trol of adenohypophyseal PGAIl by thyroid hormones.
Qur results are in agreement with a similar report [3], pub:
lished while these were submitted for publication, and by
studving several brain regions and other organs we cor-
roborated the specificity of the effect. If 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 feedbuck con-
trol, more than the delayed changes in thyroliberinase, or in
PGAI [5) whose contact with TRH in adenohypophysis has
not been demonstrated. The picture which emerges from re-
cent studies is that negative feedback by thyroid hormones
involves multiple levels of regulation: TRH metabolism
(biosynthesis, release and inactivation), TRH receptors and
TSH secretion. -
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Dopamine \nhibitvon o€ Arachidonic Acid relezse 1o not a pertussis
loxin sensitive process 1n cultured pituitery cells

Fone e b. Friam M, hLordon € ang Enjelbert A, -15%% INSERM Lentre Foul
Brora de l'{N&EHM. L Orer rur g'fAléevia 7E ulﬂ fFfari1e France)

AIEBIESTIRMACT

Dopamine inhibits PRL secretron and aracthidonlec ecid relesse 4rom
adenohypophyseal cells urnder basal or stimulated conditions. D&
inhabition of RA relesse oepends on medium Mg2+ concentretion , this
inhibition does not oepend on CaZ+ entranre beteuee nmifedipine tan
asntagonist of VS5CO) ie rnot sble to mimic DR etfect on AR release; nhor
on AMFr decrease. We have {+ound that DA anhibtion is not & pertussss
sGENSitive prosses.

'

INTROIDWET I ON

PRL release is elicited by & large eet 0+ neurchormones and
newrotranem tiers with didfdersnt action mechaniens (1,4-6,E8-157, Drne
of tre best known 1nhibitor of PRL relesce is dopamine acting through
D2 dopaminerglque receptor Jocated on Jactotrops 13-3), The activity
ot these DA receptors have been asesociated with xnh:b:t:on ot sdenylate
cyclase

t1,4-&), activation of K+ channels (7,B) and conseguent inhibition
of CaZ+ channels (9). Finally a negative coupling to phospho]:pn=e Cc
tPLC) is proposed (10-12),

_ All  these actions of D receplor &sctavation  on
mechan) sms involve several G proteins. (5
toxine sensitive (12~15).,

_ transduction
y Bor e&nd are pertussis

Some prospholipide (FLY contaip in the 2n position arachidonic acioj
‘A an AA metatolites have multiple actions on difient modele (1é~1E;
arachidonic acid can be produced +rom PL in severa) wave! Dy activity
of - PLC on phospholnosl tl oes L1IP) and succesive action ot
diacylglycerol Jipsse (DGR lipsse) and monoacylglycerol lipase (MRB
lipase) (1%}, or phosphorilation . oi  phosphatidic acid (PA) via
diacylglycernl kinase and. subsequent activity of phospholipase K2
(FLAZ ) The source of AR could &lso be phosphatidylcocholine (PC,
phosphatidyl -~ethanolamine (FE) and phosphatidyleerivre (FS),

The participation of A4 and 7/ or 1ts metabplites 1n the mecharn) ems
of PRI release has Dern Qemonre'rated 1h noraal telis (le, 0-70,79) &%
wiEll et am GHD relle (23,045, PMetabelites  of
ELOkYQENESEE pathweys LEEN L0 LE meinly responsitle for these st e
Al lyemis DY-bk o verepter sotivation hes slen been artocletetd with
inhibition o+ arachigdonic aci1d release induced by TRH, &1]1 and N1 4rom
priusttary celle previously loedea with the labelled eciu
‘27—30} .

Jipoyygenase  and

i

e

The  s1m0 of thie work was it stufy the mechaniems  (ORpLREnLs o

ORI NErQIC antabition, ke stutdicd the etdert  oF  drug sddecting:
yrtrarwllular celeium contentration such st Ae2IB7 calcium jonophore,
Bay-h and nitesipine, DR agoniet ant entagonist ot VECC reepectively
and AKMFE toncentration oty dorelbojan on i production 1N nor Al o
peErtusels torine pretreates cells, ihe roie ot FEL onc gopami nEr gic
intibition was studuied 1n cultures miesing largely of PrOC sclivity by
long tern trestment with phorbel cster TPRA,

M ERL AL AND METHODS

France)y Al
tphmrbol&i—myrzgtate—ll-

TEH  wae obtsired drom Hepsystem,S.d4. ¢ Strasbourg,
fengiotenesanelll, (23R &~ ridedipin, 1FRA
scetate) werg obtained fram Eaxgme

t Et Lois M) Forskolain and dopanmine were Dbtu:ned trom Calbrochen
{iLa Jolda, LA)} pertussis torine wes obtained irom Mallet Labs tWest
Haven, €1} and Hay~K-EB&<4 methyl-1,4-dihydro-2, &~ dimetyl =3-nitro-4-(2-
tri+lupromethyl -phenyl)-pyrigine~ 5- carboxilete was generously
proviced by Dr A, Scriebine ot the H:)les Institute (lget. Haven, C1).

el 1 wul Luaure

The anterior pituitaries were obtained rapidly atter decapitstion of

female rats(zO0-2zZH0 g, Eprague-bewley, Charles River Breecting
Laboratoties, St. Aubin Jes Elbeut. France)., cell disperﬁion‘ Wae
periormed 8c already described. '
(10), Anterior pituitaries were d:=sected in =m=ll pieces ang zncubatsd
{for 15 min wWith 0.5% trypsin in Duibecco’
(DMEM)  at 37 tC. DWhRege (2 uUgsml) was thEh aticed for -2 min to Lhe
medium, After erzimatic digestion, the medium wes removed and anterjor
pituitaries were incubsted 4or S min 1n DMEM with trypein inhibitor
timg/ml}. Medium was chsrged and pituitsries were incubated in Ca<+ds,
Fig++ free medium conteiming EDIA (2 mM sor 5 min followed by (18 min
incubstion in the same medium containing EDIA (1 mM). Cells were. then
mechanically dispersed in Ca++, Mg++ +ree medium conta:n:ng (r. 2% BSA
t4raction V). Cells were tounted using & Coutler counter Bl
(Coultronice, Hialeash, FL) ond plated imn multiwell plates (& wells,
Wunc. Foskilde, Denmark), Cells were mantaimed in DMEM supplemented
with 10% 4etal calt smerum pretrestred with charcosl (14) ,dertran
t0,1%) and with antibiotics (penicillin 1%, steptomycin Dmg/ml} 4or 4+5
Cays, : :

MRrachHhidomic acidad

imcorporati on

BRLErIOY  priwitery celle werg rrmoubatel inm RFNM —.:A\' rEZIUM i
presenmce ot 0,5 wli/ml well ot IH-Arschicomic eTi8 fe.a. 240 Dot WEN

Exston tese, USA) guring JBO min, Cells were rinced 4mur times with 1
ml oowéd G, 1% BE& Ffatty ecid dres REE 0,0 m" Mgl tor Mol conztentrelaion

65 i1Nncicated!. Finally tells were incubeted with 1 m)] U, 1% EBSA-RKE. +‘or
© min in the presente of the drug (o be tezted; HMedium wses recovered
and one third was frozen gt ~20 *C until PRL steay. PRL wae sssavEd inh

minimal essentisl medium

e R
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duplicated 4dor each sample os previobusly destrived (3103 the other /2
wEre put 1nto wviale 4or lyaquid woantillaetion ceunting, Lells weore

recovered 1n ) oml ot NaOW O,2 M/ triton » JOUOD O,%Y% , We worked with
cel)l thal ted incorporatcd SO-60% of labelled AR Intorporsted; reselitls
are expreseld as % ot 3H-AK release 1n o contrel conditions

thon preteated),

-y

27 X arnd TPA pretreatment

s

24 h before esperiment, cells were pretested with 100 ngiml of PIX
end /or 10-6 M TPA} Z4 h lster  3H-AA was incorporated as Oescribed
beiore. ) . .

AP acocumial atti ormn by SH—adermnllme
: iMmocorporation

Evaluation cd4 adernyletle cyclege sctivity 1n celle wes dpone by the
methode described in (327 asdepled to the hypophysire; brietly culture
- medium WaS changed tor H m} RPIMl-1640, 1 miY S-isnbutyl-1-
rethylrantine (1BRAY, Dula/well W _acening 1e.e, ¥0O,7 Li/ mit NEW) and
iz At srachigopic scid and cells were pntubeted for 3 h a3t 3740
Culture medium wss then substituted by 1 m)l of REKB Q.2 mM HMg2+ , 1 mM
IBMA with the substances to be tested; incubation time was 3 mim then
medium was removed ‘and 4rozen at -20° C until assay of PRL by RIlA,
Reaction was stoped by sdditon of 1 ml TCA 5% § sepsration oif JH-AMPC
end 3H-RTP was athieved on Dower (JH-ATP) and slumina (3H-AMFC)
tolumns, FResults were erpresed as ¥ of JIH-AMPc/3K-RTP dJormed &%
~ compared to control conditions without pretresatment,

Membrame preparat iomn

Cells were seemed at 10 x 10 & in petri dish tdiam) and cultived
during 4-5 days. 24 h betore erxperiment 3IH-AR wae 1ncorporsted 1nto
cells. The day siter cells were rinced with FES solution and placed on
‘fce glass during 5 min in preserce cf 2 ml 10 mM Trie-HCl, 1| mM EGTA
pH 7.4 bufier, scraped and homogenized. with glass potter 110 tinmes,
Ftter homogenization the same volume ef )0 mM Tris-HCl, | mM EGIA, Z0%
sucrose was added. The preparation was centrifugated D min at 1000 rpm,
Sn was recovered and centrifugated curing 60 min at 15 000 rpmy pellet
was resuspended in 702 ul 100 mM Tris-HCl, } mM Ca++, O.1% ESA buifer
~and mantsined at 4 C unti) esssy. Vehicle or DA were adceg and
" incubated during 6U min; reaction wss stoped by accition of 40 ul G.l N
HCIL. Surnagesnt wse recovered sfter centridugetion st 14,000 rpm and
TPt o amtoc wvisles 4o liguid  scirtillstion counting, Frote:rn  wes
tuahti4iEd by Lowry 23, Kesultls were Erpreseg &z % ot control 2H-Ak
production (c= 100%}.

Statistical ArMnal ysils

A o s, N e i,

USRS s

Dota of IH-Af relcase were caeltulated from Lhe radiactivity releaced.
Ly wull corirol  twithpout  pretreatnent)y they  wer e ‘elarderized Lo
fatilitate tompsrestion. lats 4rom dose-r CsponsE curves were submitted
to one Jattor erslysis ot variante (ARRNOVAP Data sre ¥ + EEM tn) and
WEerE COompared Ly t-student test '

RESUILLT S
DA inhibition of AR relesse and PRL secretion
Arachidonic acid release was inhibited in a dose-response manner by |
DA tdig 11, 1nibition wes dependent on Mg++ (0,2 and 1.26 aM), ke were

unable to inhitit JH-A4 relesse in FRbB 0.5 mM Yigt+ noe an KM whose
Mg++ concentration e U, 4U0e mM , however 3n leet medium, DM irmbition

.of PRL loched clear (dig 1), Eubsequent studies were pertormed yn REB

0.2 oM Mg++ and 10-8 M DA in order to ohtein 8 meximal eifect.

1THH and A1) stimulated ZH-&A relesse in all Mg 2+ concentraticons, _
although in J),Z& mH Mg 2+ 1RH evoqued & smaller response (tsble 1), DA
wae atle to bloh 2H-4A 1eleate Cauveed by peptides) the efiett DA the
came magrituc &t unAEr tatel conuitions (TRH/DA, ARIT/DA, LA 3 26-30 W
tdig Z). lime ci 3H-AA ircorporation &s longer as 24 h increased the
radiactivity releasea by peptices but gid not change DA response tdata
not shownl, . : '

We erxplored ihe involvment o+ the coupling mechanisms to the second
MESSENGEr SYStEems known to be sifected in the DA response. In‘order to .
induce changes in intracellulsr Ca 2+ conctentrstion we tested the
etiect o+ EBEsy-h, HNidedipine, AZIIE7 ioncphore on 3H-AA relesse &t
toncentrations gifecting FRL secretion. Nifedipine and BK ~had no
ef+ect on 3JIH-AA release under basal or stimulated conditions, while
they inhibited end stimulated FRL secretion respeclively, lrncresase in
intracellusler Ca++ evonued by AIJIET incressed IH-AA relesse 67% over
the ctontrol with a consequent increase in PRL secretion (4ig 3). DA in
presence o+ Bk inducted 5 smaller eddect than under basal conditions and
in presence ot AZl1E7 wae o&ble to inhibit completely 3IH-RAL relesse
caueed by the ionophore tfig ), When wWE incressed . AZ3INET7
toncentrstion, DA wss =t1]1! able to block  3H-AR relesse , the same
heppened to FRL secretion t4ig A1),

The jnvolvement of AC activity In DA inhibitory 3JIH-AA edfect was . -
locked. lncubstion with forskoline 10-5 M induced a small increase in
3H-AA relaese; under these conditions ot AC activation, DA was sble to
inhibit 3H-AA relesse as under bass! conditioms.  FRL secretion was
irhibited in bass)l as well @% in stimulated conditions tiig %),

PKC desensi tization anmnd 25%1-—#&(%

Unce erplerec some of the prossible comporents o+ the Do efreECt @n
TM-GL relEStE, WE WErE (RtErEsted b thE eidect of dezermitisetion of
FrhG by 1FA. Trhe profile of 3h-b4 response to different subbBtances was
very similar to control concitions, However in some CSEEE AA responsE
to ionophore ARZIIE7 wae 1ncreased in 1PA pretrested cells (¢ig &), DA

4
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inhibition - .
of IH-AA relesse was sometines reduced but alweye prement,

FRL secretion was inmibited 1n incubation with LA, nitedipine sng DA/
Bk but in presente of the jonophore only nidedipine wes &t)l) eble to
bloctk FRL setretion while DA inmabition wae lcocest  under A S2)E7
stimulation (19 &1,

»
’

PTX pretreatment amd SH—Arachidomnic
acid releaess

0y

.

Cell pretreatment with PTX 300 ng/ml 4or 24 h was unoble to revert
DA inhibition of 3H-RA release while DA imhibition of FRL eetretion
$i19 7) ond &MFc were totally cupresed in the esme culture (table 2y,
FiX pretreatment did not change IH-AKR releasse atter Bsy-k ,nifedipine
or  AZIIE7 sdition tiig B), In conditions ot AC sctivation by Fhk, D
was able to inhibit JH-RA relesse (4ig ). F1X pretreatment wss ursble
to blok DA inhibition of 3H-RA relesse in any conoition,

TRH IH-AA relesse in basal end inbition by DB wes &3 in contro)
culturee , on the cther hand 2H-A4 relecse Lo A 11 eti

malastion was

emall and 1ts inhibitien by DA wes not sigmidicent dag 146,

PKC desenmsitization 7/ PITX treatmemntc
armnd 3IH—AAa rel ease

In these cultures 3IH-RA release In control groupe was slightly
msjor, this increse in 48ttty scid relese wse not eingificstively
different to control cultures, JH-AR response to A 1] was smaller than
in control cultures, however D& inkibition séter stimulation by 1HR or
A 11 was still present ($ig 11), Rfter treatment with TPA /F1¥X we
observed DA irnhibition in  besal and stimulated by Bk or & ZJIB7
conditions, Nifedipine we® without etiect oh this persmeter, s and
nifedipine inhibition of PRL secretion observed (4ig 12V,

:SH—-(-\(-\ |:)r‘c')c:iul.:tidn frrom memthr-anmnes

Fig 13 shown 3H-AAk production from membranes from 5 days cul tured

cells, ‘DA inhibited 3H-RA production in 31] protein corcentration
tested. '

DISCUSTON

Dopemine ;nhapits erechidonic acio relesze from cells previcusly
loaded with the sttty acig (Z7-200, In trese popliers DA irbab:tion
wWeB very emall &ngd & melor eddect wew revelsted artier stimulstion by
In contrast, we obtain o largest Evtect 1n bassl concditione
(30-40 % jrbabition), one explanation toult be Cisferences in tines
concentration which only af4fects D& inhibiticn snd without efiect;on

peptides evogqued responees,

s

e g gt

et <

Bay-¥ gtimulates FRL cecretion acting on L-type caltium charnels
Gl IRErESCINg in 1nword calciun currenty nideciping & falcium channel
sntagonist blok this inward current whith 5 anhibitory etfect on PRL
releave (D4, 25), Imn our mbde) Bey-k nor ratedipite bhave any tiiect onm
IH-AA relsese but they confirmed their action on FRL secretion. :

Calcium sensitivity of phosphoclipases which are able to produce AR
(PLC,PLAZ) is citdterent: PLLC needs lower calcium concentration to get
sctivation than dpes FLA? (3&); calcium entrence provoqued by Bey-KE
seems not be erough to sctivate shy phosphoclipsse. lonophores have
shownh t0 be potent activators of PLAT (37), 1n this study RZIIE7Y 10-6
M and 3% i0-& M heve & gigraficant effect on JH-AM release snd in both
cases DA inhibite ZH-AA release and FRL secretion, The mechanism of DA
inhibition remains to be elucidated. AZ31B7 increses RA relesse from
dorsal rvoot ganglion neurons, dats 31n this papier suggest (hat A de
proguced by PLC, bBL ang MBL sctivity (1B, ' :

Incresee of ANFc by 41orkoline 10-5 M provogued & litile increase in
IH-AA release, this effect could be to Ca++ increase conseguense of AC
sctivity (35) however DA inhibits this increase. Decresse in AMPL level
does npt zeem Lo be involved an ZH-fk inhibition by DA betsuse 1t e
presert in cells pretrested with F1¥Y where DA inhibition ot AL is
completly revereed,

In amterior pituitery ceile TFA 1nduce ARG releece

ta(} thie fact cen bte erplsined by FHC participation on AR releece,
In celle depleted o+ FIOC by trestaernt with TEA, and trested with FIX,
1TRH relesse JH-#A &ht FRL 1n the ssme manner s in control tultures;
in contrast A!l ZH-AA relesse was only signiticant compared to JH-RA
release 1n contrel conditions (without treatment). lt is poseible that
FKC have ditferent contribution on THR and A 1] {atty &cid release}
howevwer $t hss been suggested thst AR relessed by A 11 comes
principally 4rom PLC, DGL activaty (ZB),.

Cells incubasted in presence of AZIIB7 shown an incressed JIH-AR
release this ef+ect could reslect suppretion o+ negetive PKC Jfeedback
on Ca<+ inducegd ~A relesse protecs,

1t is known thoet Fertussis torin ADF=-ryboel lates & suburit ot B-
proteins relsted to coupling of differents DA receptor procese (12~
150, Once ADF-rybomilsted tnig subunit,:t do not intervenre ahy more
with negstive respcnse. Pretrestment of celle with FTX wes ineffective
to blok D& inhibition of 3H-AA release in basal condition as well as in
the presence o4 Bay-K, GZ3I1E?, THR , a1l and Fk . 1In these conditions
DA inhkibition of FRL secreiion was reversed, . 1f inhibiticn of FLC
gctivity by DA is a FTx sensitijve process its paerticipstion 1s
gliminated in cultures treated with PTX , however in  conditicons of

.short incubation time and high DA dose it was not observed any change

in DA inhibition of fatty acid relesse. _
Receptors coupled to PLAZ hes been Jound in other modele, it has
been treported procese FI1X sensitive In . neuvtrophils, mest ceile,
thyrold cells FRTLDS end in rod outer segments o+ retin (41-44) and FTX
ingensitive 3N Swises 313 fibroblast  stimuleted by brscikinin,  in
hippezemps)! neurcns stimuleted by €erotonin end possibly in . spinsl
corg reurcre adtier. slia-l-sorenergic receptor activation .
(45-a7? IV is pees:ble thst im hypoptyseel cells D--DE receptor
tevlo be coupled te FLEAZ by one G protein FI) irsesitive |, howeEver WwE
need soenchypophiyses) permeabilized cells to introduce GI1F aralcogs or
charcrterisze {hie procese i & cell-dree cictem, e have Jound D&
inhibition o+ 3JH-4A release ih membrane prepsrstions, thig 4act means
thet all the comgonents gre present in  these prepsrations.
Erxperiences are& in course to try to discern between diiferents
enrimatic activities producing AR release and their GTP dependence.

.
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The resultls shown that exjiets an AR releave inhibitory DA nechemiem 133 1311 QSIINA2 Y .
A rotl sernsitive Lo PIX an contrast Lo recent papers (I5,0%),° thiy ’
. controversy could be erplained by ditderences 1n the protocole of SH-
i GR incorporetion or in P1Y trestment: Jong term trestmemt with F1%
1 provoque eifects on the GIP binding protein synthesis (4E) and recently . - : . . -
i it has. been shown that dose of 33 ng /ml PIx provogue a maximal ; 1- Enjalbert AR Bockasert J. (1?83) Pharmacolog§c31 charscterizetion
! effect of the toxini4%). Whatever the DA inhibitiory mechanism of : of D2 dopamine receptor negatively coupled with adenylate cyclase
AA release it could be part ot aulticomponent sistem o+ DA control of ‘f : 1n rat anterador prtuitary, Mel. Fharmacol £3:157e

FRL secretion.
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Fig Pose resporee of DA inthibition ol YH-AA release and FRL

eptretion in KRR with didderent M2+ concentretion &g 3n BEPL siediue,
Lells were incubasted 1n presente ot LA an KB o or RPMD by 9 mn,
Samples for FRL drtermination ctome 4rom the same well, Resulte 0 Al
rel6asE are % of control relesse tconbrpl=l00%) snd ere X o+ 51 n e
&=-10).  pes 0,05

»

Table 1 3H-AA relesse and FRL secretion 1n REB with ditderent Mgz+
concentration and in RPM! medium, Results ot AA release are erpresed as
% ol control relesse and are X <+ SEM (n §s indicsted In parentheses?
p< 0, 053 p<0.0Z; pe0. 01} p<0.00]

Fig 2 Etiect ot peptides TRR and Al]l (10-6 M) on 3H-AA release. TRH ,

A1l snd DA were eadded at the same time and incubation time wee O min,
Fesultis are ¥ + SEM in=g&)

Fig 3 E4iect ot drugs afdecting intacellular CaZ+ concentration on 2H-
AR release and FRL secretion, Data are x + BEN (n=%-04) P, Ny
pe0, 0 P 0.0 p<i, 001

Fig 4 VUDose-response of 3H-GA relesse and FRL secretion by k3187 eand
DA 1nhibition, Data are X + SEMIn=&), PO, 05y pe), OF

Fig 5 Efiect of Rdenilate cyclase activetion with forskolin (10-5 M)
on SH-RAA relesse ang PRL gecrection 3n control cultures., lncubstion
T otime was B omin, Data are %X + SEM pé &-20 independent oeterminations,
pe0.05; p.0, 027 p<0. 033 p<0. 001 . '

Fig & Effect ot drugs astfecting intacellular Cal+ concentration on IH-
RA release and PRL release in cells trestead 24 h with TFA, Data are ¥
..+ BEM (n is 5-71 indepen- :
Coent determinations). p<0.0D; p<O., 02y peO,0Yy
pL0. 001 '

Fig 7  Eidtect ot PIX trestement (100 nmg/ml Z4 Ky on DA inhibition ot
IH-AKR release ond FRL secretion, Data sre X + SEM of 135-7) ingependent
determinations. p+C. 001

Table 2 AMPFCc accumulation in contrpl and Pix treated (100 nhg/ml 24 n)

" cultures , Fk was &doed in presence or absense ot DA} incubatiom time
wat D min. Dats .are X + BSEM of n indicated in parentheces.
pL0. 0} p<0.00)

Flg B Effect of drugs atéecting intracellular Cak+ concentration on -
Bh relesse and PRL eecretion in cultures trested with Fly, Resultls are
X + EEM (n is §-21) ' pé pe0,05; GG :
pe0L 0y . pto, 001 : :

Fig & Eidect of adenilete cyclese attivetion with forskzlin on JH-ko
‘releesk snd FRL esecretlion an cultures treeted wiln B 4300 ngem] o e
iy, Late are » + BEM g+ %-70 i1ngepencent delerminstiore, Copea 0, O

ps0, 001 '
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Fig 10 pasal ' | |
‘as ang 4 - . '
COlLUr €8 Ly ot o TRH induced  IH-RA relesse snibityen DY Dl g0
CER OArELEC viith P 1100 nmgsnd 24w, Vata are A + SEM (n=
PLO. O} RCG,00) PERin=el
Fig 11 DA anmibition ‘ot 3M-AR release provogued by TRH. aind A1L an
cultures treated with TPA and F1X ouring 24h, Results are X + BSEM(
nTe) p<0.05; p<0,02} p<o. 01 . : '

Fiy 12 Effect of drug affecting intracellulsr CaZ+ concentration on
JH-RA relesase and PRL secretion in cultures trested with 1RA (J0U-&)
shd Fla (100 ng/ml} during 24 h, Results are X + SEM n is S-21)

pe 0, 05;. P, 02 peC. 014 pe0, QU
Flg 12 IH-68 produted form membranes crude prepgarations and DA
intibityonr, Meabr enee  were prepered &% indiceted in meterisl  end’

meEthudes ond were incubsted 1n presence of DA L10-8M), time ingubation
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Cycling Rats

‘Rosa Maria Uribe, Patricia Joseph-Bravo, Jorge Pasten, Georgina Ponce, Milagros

Méndez, Luis Covarrubias and Jean-Louis Cha_rli.

Centto de Investigacién sobre Ingenieria Genética y Biotecnologla, Universidad

Nacional Auténoma de México, AP, 610-3, Cuernavaca, Mor., 62271, MEXICO.

Running title: in vivo regulation of TRH metabolism

- key words: TRH; TRH mRNA; pyroglutamyl peptidase II; lactation; estrous cycle;

’ pbst-translaﬁonal processing; {ranstational efficiency.

Acknowledgments: We are very grateful to Dr. Gonzalo Martinez de la Escalera for

helplul discusslons, to Dr, 'C_Iaude Kordon for facilitating us the PRL assay reagents
and EIizabelh'Ma_ta, and Se_rgio Gonzdlez for technical assistance. Supporied in
part by grahts from CONACYT (PCEXCNA-051014) and European Economic
Community (CI-0356-F).

2 S

A g ek

Abstract, Levels of TRH, TRH mRNA, and pyroglutamyl peptidase Il, were analyzed

in the hypothalamus-adenohypophysial axis during !actation and estrous cycle,

Mediobasal hypothalamic levels of TRH, dropped .41% (p<0.01) iro.m 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 o last day of laclation). TRH levels in the neurohypophysis

increased during lactation and dropped &t weaning . Highest TRH mRNA levels In

paraventricular nucleus were found &t end of pregnancy and beginning of lactation;

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

Pyroglutamyl peptidase ! adenohypophyseal aclivity was not modified d'Uring
lactation, but changed duﬁng estrous cycle, Relalive to estrous values activity it
diminished 58% (p<0.0%) at 10:b0 h (57% at 14:00 h) duting diestrous 2 and 2?%
at 10:00 h (37% at 14:00 h) during proestrué. Hypothalamic TRH mRNA Iev'e_ls
fluctuated in opposite manner to adenohypophyseal pyroglutamyl peptidase Il duﬁng
estrous cycle with a peak at diestrous 2: 183% of estrous value (p<0.05). Thesé
data point for regulation of TRH metabolism .in condilions where prolactin secretion
fluctuates. They also suggest a sharp release of TRH between the end of
pregnancy and the first day of lactation and, that translational efficiency or post-

translational processing of TRH precursor in the paraventricular neurons (projecting

to median eminence) increases during Iac_iation and drops at weaning, concomitantly

- with PRL sacretion.
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Introduction

| In vivg regulation of thyrotropin releasing hormone (TRH) metabolism and
secretion in the hypothalamo-hypophyseal axis has been’mainly studied determining
TRH levels in median eminence, in push-pull perfusates or, porial bicod [1,2].
Adgitional methods tdr studying TRH metabolism are also available, Levels of mRNA
for endocrine peptides are in somé.instances eleyated when peptide secretion
increases [3); therefore TRH mRNA levels can indicate the stale of activity of TRH
neurons. In addition, .variations of pyroglutamate amino peptidase il (FP 1) acti&*ity,
a _THH specific peplidase {4) localized on lactotrophs [5], might aflect TRH elficiency
on target cells. TRH metabolism ié regulated by the thyroid state of the animal In a

région specific manner. Thyroid hormones (TH) down regulate the levels of TRH

' _mRNA in the 'paravemricutar nucleus (PVN) [6] while they up regulale PP Il activity

in adenohypophysis [7). Oestradiol 178 (E,} reduces adenohypophyseal PP I

 activity [8).

Prolactin {PRL) secretion from adenohypophysis is under tonic dopaminergic
inhibition (8] TRH s one of several factors controlling release of PRL from
adenohypophysis in the rat, In vilto and in vivo studies have shown that it stimulates
PRL release and synthesis [10]. Iis efficiency depends on previous dopaminergic

activity, i.e. a transient decrease ol the dopaminergic tone is necessary 10 induce

I transformation of PRL into a pool releasable by TRH stimulation [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 relalive to those found in the moring of proestrus [1). Passive

EFin it BT TP = o i o e S e ——
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immunization with anti-TRH antisera induces partial inhibition of suckling-induced

PRL release and PRL release at proestrus [14,15). There are however, repors

contradicting TRH involvement on PRL release [16,17). In the ‘presen‘( study we

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

cycle, TRH mRNA level and adenchypophyseal extracellular degi'adalion are

regulated.

Materials and Methods

Anlmals

Wistar rats fed ad libitum and maintained in & 12 hrs light-dark period {light on -
al 7.00) were used. Anlmals were killed by decapitaiion. Hypothalami (including -

preoptic area), mediobasal hypothalami (MBH; median eminence plus ventral part ol |

arcuate nucieus), neurohypophysis, adenohypophysis, and sera were immedi_ately

collected and kept at -70 °C until assayed. vFor PVN area dissection, HMB ,Was |

dissected, brains frozen on dry ice and 1.5 mm coronal siice containing the entire

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

fornices. Three groups of animals were used: -

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

and 12:.00 hrs;

b) 135 primiparous lactating rats, each with a litter of eight pups, were house_d
in individual cages. Each lactating rat was sacrificed between 11:00 and 12:00 hrs

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

{rom the mother, at day 23;
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¢) 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. Rals were only used
when showing three consecutive cycles 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
sampieé. |

Cwopfésmic RNA weas extracled as previously described [18). Each
hypothalamus was homogenized in 200 ul 50mM Tris-HCI pH 7.4, 25mM NaCl,
5mM MgCl: 8 ul of 25% Triton X-100 and 100 ul ot 72% sacarose were added and
the horﬁogenaie centrifuged 10 min at 4 °C; the supernatant (cytosolic fraction}
where 100 ul 6! 6% SDS, 0.4M NaCl, 40mM EDTA solution were added, was
extracted 3X with phenol-chloroform (vol.vol.); to the aqueous phase, 5M NaCl
(1/25th of total vol.) and 2 vol. of ethanol were added and left at -70 ‘C for 12 h to
precipitéte total RNA. Extraction efficiency was 3 ug RNA/mg protein. Total cellular
RNA was isolaled as cyloplasmic RNA but water, instead of sucrose solution, was
used for homogenazte dilution. In this case extraction efficiency was 1.3 ug RNA/mg

tissue.

PR L

Northern blot hybridization

5-10 ug RNA were elécfrophoresed in minigels (2.2 M formaldehyde, 1%
agarose and 10 mM phdsphate butfer pH 7.0). Following electrophoresis, gels were
stained with ethidium bromide (4 ug/mi) for 5 min., deslained for 6-8 hrs with water,
and photographed with UV transiliumination for RNA quantification. Loaded samples
were transferred to nitrocellulose membrane for 24 10 36 hrs using 20 x SSC; 1he
membranes were then baked for 2 hrs & 80 °C. Hybridizations were performed as
described [18] using the 1at cDNA as probe [18). Ribosomal RNA (stained with |
ethidium bromide) and TRH mRNA auiofadiographic bands were quantified by laser
| TRH mRNA levels were

densitornelry (Biomed Instruments, Fullerton, CA.).

normalized 1o rRNA amount.

TRH and PRL radleimmunoassays |

TRH was quantified according to Joseph-Bravo et al, 1979 [20). Sensitivity of
assay (90% B/BO) was 10 pg; intraassay and interassays vafiatlons were 6 and 10%
respectively, PRL radioimmunoasséy was perlormed as Enjalbert et al, 1980' [_21].
Rat PRL RP3 reference preparation (NIDDK-NIH) was used. Inler and intraassay

vanabilities were below 15%.

Delermination of adenohypophysiat PP li and serum i'hyrollberlnase activities.
Pools of 5 adenohypophysis were sonicated in 50 mM Tris-HCI pH 7.4 (10% |
wiv), centrifuged at 1000 g for 15 min and supernatanls cehiriiuged at 12 000 g for

15 min. Pellets were used lo measure PP |l activily as described (7). _Memb_rahes_ '_
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were preincubated (5min) al 37 °C in 50mM sodium phosphate butfer ph 7.4

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

Incubated at 37 °C with 100 000 cpm of ['H-pro]TRH (New England Nuclear) (10* M

final concentration) in 50 ul final volume, Five microliter aliquols were taken at the
beginning and during incubation (up to 1 hour) and spotled inlo cellulose phosphate
paper (Whatman P81). Ascending. c:'h,romai_ography was developed in 1M acelic acid.

Afler drying the paper, the first cm was cut, ’H-pro} hisproNH, eluted and counted.

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

made in duplicate. Thyrolnbermase activity was measured as described for PP |
excepl that serum was diluted 1:3 with 0.1 M Tris-HCI, pH 7.4. Activities were

linear during incubation.

Proteln determination

Proteins were quantified according to Lowry et al, 1851 [22).

| Statistical analysls

Analysis of varlance followed by Least mgmhcam dilference muluple comparison

~ fest was performed. Significance was determined at p<0.05 or less,

Bt pebepi i
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RESULTS
TAH, TRH mRNA, PP Ii and. serum thyroliberinase al day 18 of pregnancy,

during factation, and at weaning

- Serum PRL concentration augmented during lactation and decreased at weaning

to pregnancy levels (Flg 1) as previously reporied [23). Mediobasai hypothélamic
levels of TRH dropped 41% {p<0.01 compared to day 18 of preghancy (=100%)) at

first day of lactation, increasing back lo pregnancy levels at day 15; a sham fall

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

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

lactation and decreased thereafier; however these variations were not significant

(Table 1). Highest TRH mRNA levels in PVYN were found at. 1he end of pregnancy |

and first day of laciation, and diminished 37% (p<0.05) at day 5 of lactation,
remaining at this level until weaning (Fig 2). Adenohypophyseal PP I and
thyroliberinase aclivities were not modified during lactation (Table 2).
TRH mRNA, PP Il and serum thyroliberinase in estrous cycle

During esirous cycle, THH'mHNA levels and PP Il aclivity iluctu:ated.
Hypothalamic TRH mRNA levels (assayed between 14:00 and 15:60 h} augmented
to 183% (p<0.05) at diestrous 2 with re'spect 1o eslrous leveis (ng 3}

Adenohypophysea! PP Il (assayed between 10:00-11:00 h) lowest levels were !ound' o

_ at diesirous 2 and proestrus with decreases of 58"_/9 (p<0.05) and 27% resp_eciively

as compared with estrous values (Fig 4). A similar patiern of aclivity was observed

at 14:00-15:00 h (wnh decreases of 58% and 37% respectwely) allhough these

diferences were not significant (Fig. 4). In contrast, thyroliberinase activily assayed -

gt s
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either in the morning or the ahernoon didnot vary during the estrous cycle (not

shown),

DISCUSSION
This work shows regutation of some TRH metabolic steps durng laciation and
estrous cycle. Compatison of the levels of TRH in MBH with its mRNA in PVN,

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

demonsirates no correlation belween these two paramelers during laclation, Steady

state. TRH levels in MBH could a priori ba set by TRH biosynthesis, release or
degradation rates. However, we have previously shown that, prolylendopeptidase

and pyroglutamyl peplidase |, two Intracellular enzyrﬁes able to degrade TRH in

vitro, do not participale in TRH catabolism in whole cells (25]. Therefore, the steady

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

| TRH levels could be due 1o variations of one ol these two melabolic events or to

their combinéd effect. Various studies have shown that, in nauroendocrine cells,
peptide.mBNA Ievé_ls can fluctuaté codrdinate!y with secretion rates [3]. In particular
high supraoplic nucleus vasbpr_essin and oxylocin {OXT) mRNA levels during
lactalion correlate with high plasma peptide levels |26).

With this background wa can tentatively interpret the dala showing decrease of

TRH levels bélween end of pregnancy and beginning of lactalion 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 ai this moment. This

posiulated variation of TRH secretion coincide with the OXT release occuring at birth

W e

10
[27] and may participate in the PRL surge that precedes parturition [28].

Stable TRH mRNA levels starling at day 5§ of laclation are accompanied by

increased MBH TRH levels until day 15, suggesting that TRH secretion {rom

median eminence during laclation 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 rise observéd in
TRH levels is thus best explained if post-nuclear events (processing of precursor or
transtational efficiency) are stimulated. In this regard, although still' scarce, there is
evidence for reguletion of translation elficiency by steroids [29) and for éctivatio_n of

processing enzymes such as peplidyl-glycine a amidaling monooxygenase (PAM),

carboxypeplidase E and kallikrein by hormones or second messengers [30], We
have previously suggested that a post-translational step is increased o maintain

TRH levels in the terminal upon stimulation of peptide release n_vitro (31]. Increase

in translational efficiency or TRH precursor processing rﬁay be necessary to maim'ain
high TRH levels in the terminal for its release during suckling [13]}, as. a
consequence of a continuous activation ol TRH neurcns. Changes of TRH levels
between day 15 of laclation and weaning suggest thal mRNA levels are not
regulated by the Interruption of the stimulus as might be the 'réduction on TRH
precursor processing. |

The paralle! changes occurring between the posiulated post-nuclear events ahd
PRL levels make it tempting to suggest that intensification of TRH secreﬁoh during

lactation is one of the factors setting PRL levels during these physio!dglcal events,
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The pattern of TRH levels in neurohypophysis or MBH suggest ditletent toles

- and/or 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 altered in the two projections.

We previously noted a coordinated regulation of TRH mBNA levels in
hypothalamus duting the circadian cycle [18). Levels of hypothalamic TRH mRNA
during estrcus cycle cannot be compared with TRH levels because they are the
mean ﬂuqtuations from various nuclei, .Due 1o their amplitude it is possible that TRH
mRNA In several nuclei, including PVN, are regulated coordinately by variations of
steroid levels. | so, high diestrous 2 TRH mANA levels may Indicate a build up of
TRH in preparaticn for the preovulatory TRH and PRL surge. On the other hand,

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

" TRH efiiciéndy. This inverse relationship between PP |l and TRH mRNA is similar

to that observed when thyroid hormone (TH) levels are allered [6,7].

| Although TRH gene has consensus sequences for thyroid hormones and

'glucoconicoids reteptors [32), glucocorticoids do not change during gestalion or

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

- transneuronal activators may therelore participate either in transcription or mRNA

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

regulate TRH mRNA in hypothalamic cells in vitro (Mal. Covarrubias, L.

Covafrubias, J.L. Chari and P, Joseph-Bravo, in preparation), |
Adenchypophyseal PP 11 Is increased by TH and decreased by 178 oesiradiol

{7-8). The fluctuations observed during estrous cycle are not in phase wilh estradiol

SR— St £ B imideiadily bl dsftinii d parvialiisiis e it g ) frossetninnn
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levels suggesting either a 24 h delay for E, effect or the involvement of yet unknown

factors in setting PPIl activity. These data point for involvement of PP Il in regulation.

of PRL secretion.

In conclusion, the data demonsirate thal various steps in TRH melabolism are
TRH mRNA levels during Iactatiph indicate that a surge of TRH secretion can occur

efficiency or post-transiational processing of TRH precursor in the PVN increases

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

st hin

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

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

are paralleled by variations of bloed PRL.
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Table 2. Specific activities of adenohypopyhysial PP 1l and serum

thyroliberinase during lactation.
Table 1. TRH levels in neutohypophysis duting lactation
Days of lactation Adenohypophysial ~ Thyroliberinase*
' ' pyroglutamate
Days ' TRH :

~ aminopeptidase Ii*

18 P 65 + 5

- 1 0.052 % 0.007 0.25 % 0.022
5L 90 % 21 | N
. 4 0.049 +0.007 0.20 # 0.010
0L , 137 + 21
1 0.056 £ 0011 0.22 * 0.026
5L 115 = 21 :
: 22 0.050 *0.014 0.19 * 0.042
weaning 71 % 22

29 0.056 + 0.023 028 * 0.020

Data (pg TRH / neurohypophysis) ate Mean * SEM of 3 independent

determinations. P=pregnancy; L=lactation,

In this experiment, in contrast o what is shown in figures 1, 2, and table 1,
rats were maintained with their pups for up to 28 days, Data are mean + SEM.
of 4 (PPll) and 3 (thyroliberinase} independent determinations. * Specific"

aclivities in pmoles hisproNH, / min / mg protein.
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Figure legends

Fig.1. Serum PRL (upper panel) and mediobasal hyp")othalamic TRH levels (lower
panel), from day 18 of pregnant ral (P), during factation and al weaning (W). Number
of rals are shown within the figure columns. The data represent the mean t SEM.

Statistical significance, *: p<0.05, ***: p<0.01.

- Fig.2. PVN TRH mRNA levels in day 18 of pregnancy (P), at 1, 5, 10 and 15
days of lactation and at weaning (W). A) representative samples of Northern blots from
total RNA hybridized with TRH cDNA (upper panel) and its corresponding total RNA

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

| adjusted per amount of ibosomal RNA. The data represent the mean of arbilrary units

+ SEM. Number of samples in the columns, Statistical significance, 1 p<0.05, **:

p<0.02, ***: p<0.01.

Fig.3. Hypolhalamic TRH mRNA levels in cycling rats sacrificed between 14:00-
15:00. D, = diestfous 1, D, = diestrous 2, P = proestrus, E = esirous. A)
Representative safﬁples of northern blots from cytoplasmic RNA hybridized with TRH
cDNA (ubper panel). Lower panel shows corresponding cytoplasmic RNA stained with
ethidium bromida.-B) densitometric analyses of TRH mRNA adjusted per amount of
ribosomal RNA, Data (mean + SEM) are expressed in percentage of estrous values.

Numbers of sarriples are shown In the columns. Statistical significance, *: p<0.05.

%

Fig.4. Adenohypophysia! PP 1I aclivity 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 *+ SEM of the number of samples shown in columns. Statistical signiticance, *:

p<0.05.
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