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RESUMEN

La reproduccion sexual de los mamiferos es una funcién muy compleja
que requiere una fina coordinacién para integrar tanto estimulos ambientales
como internos y acoplar la produccion y liberacion de los gametos con la cépula,
el nacimiento y el cuidado de las crias. Esta coordinacién es llevada a cabo por
el sistema neuroendécrino, que integra todos los estimulos que influencian la
reproduccion y regula las funciones reproductivas a través de una via final
comun, residente en las neuronas secretoras de GnRH. La secrecién de GnRH
es regulada por un gran numero de neuromediadores y neuromoduladores,
entre los que destacan por su importancia las catecolaminas. Sin embargo, el
papel de la dopamina (DA) sobre la regulacién de la secrecién de GnRH ha
resultado controversial, ya que un gran numero de investigadores han reportado
un efecto facilitador de la DA sobre esta secrecién, mientras que otros han
encontrado que presenta un efecto inhibidor, ademas de resultados que indican
una ausencia de efecto de éste neurotransmisor sobre dicho sistema. Debido a
los resultados contradictorios reportados en la literatura, se ha estudiado el
efecto de la dopamina sobre la linea neuronal GT1, que son células
GnRHérgicas transformadas por tumorigénesis dirigida con el potente oncogén
antigeno T del virus de simio 40. Esta linea celular inmortalizada representa un
modelo homogéneo y aislado que permite el estudio directo de la biologia
celular y molecular de las células GnRHérgicas. En las células GT1, la
dopamina estimula la secrecién de GnRH aumentando la amplitud de los pulsos
de secrecién. Esto lo hace, al menos en parte a través de receptores D1
acoplados positivamente a la adenilato ciclasa. La norepinefrina (NE), otra
catecolamina de gran importancia en la regulacién de la reproduccién, también
estimula la secrecién de GnRH en la linea neuronal GT1 en parte a través de
receptores B,-adrenérgicos acoplados positivamente a la adenilato ciclasa, pero
la eficacia de la DA para estimular la produccion de AMP ciclico es del doble de
la de la NE. Esto plantea la posibilidad de que otras vias de sefalizacion, y
quiza ofros receptores estén involucrados en los mecanismos de accién de



alguna o ambas catecolaminas. E| objetivo del presente trabajo fue determinar si
la via de hidrdlisis de fosfoinositidos estda involucrada en la accidn
dopaminérgica sobre la secrecién de GnRH y si esta participacion puede
explicar las discrepancias observadas, asi como encontrar el tipo de receptor
que media este efecto, Para elio, se midid la produccion de *H-fosfatos de
inositol por cromatografia de intercambio anidnico en células GT1-1 marcadas
durante 48 horas con *H-inositol, y tratadas con diferentes agonistas y
antagonistas dopaminérgicos,

La produccion de fosfatos de inositol (IPx) fue estimulada por la
dopamina, de forma dependiente de la dosis, pero solamente en un rango de
concentraciones mayores a 10°* M, lo cual discrepa con la potencia observada
para estimular la secrecién de GnRH, donde se obtienen respuestas méximas
con concentraciones de 10°® M. El efecto de la dopamina es dependiente del
tiempo, alcanzando un maximo aproximadamente a partir de los 30 minutos, lo
cual representa una dinamica tardia con respecto a la de la estimulacién de la
secrecion, que muestra respuestas significativas desde los 2-5 minutos. El
efecto no parece ser secundario a la produccién de AMP ciclico, ya que el
tratamiento con forskolina, un activador directo de la adenilato ciclasa, no
estimuld la produccion de fosfatos de inositol. El efecto de la dopamina sobre
iPx parece ser mediado por receptores dopaminérgicos de tipo D2 acoplados
con baja eficiencia a la transduccién de la sefial intracelular, ya que es
bloqueado por el antagonista selectivo D2 spiroperidol, pero no por el
antagonista D1 SCH-23390. Sin embargo no es mimetizado completamente por
el agonista D2 bromocriptina.

Por todos estos resultados, proponemos que la estimulacién
dopaminérgica de la produccion de fosfatos de inositol no explica las diferencias
observadas entre fa DA y la NE para estimular la produccién de AMP ciclico y la
secrecion de GnRH, y dada la baja potencia y la dinamica tardia del efecto, la
via de hidrolisis de fosfoinositidos no parece estar involucrada de manera
fisiologica en la regulacion dopaminérgica de la secrecion de GnRH.



1. INTRODUCCION

El presente trabajo responde a una pregunta importante dentro del
conocimiento de la reguiacién de una de las funciones fundamentaies de ios
seres vivos: la reproduccion, Utilizando un modelo celuiar inmortalizado, se
investigaron aigunos mecanismos de sefalizacién intracelular activados por
sefiales aferentes involucradas en la regulacion de la secrecién de la hormona
que orquesta las funciones reproductivas. En particular se analizé si la via de
hidrélisis de fosfoinositidos esta involucrada en la estimulacion de la secrecién
de GnRH producida por la dopamina,

IMPORTANCIA DE LA REPRODUCCION.

La reproduccion es una funcion de vital importancia para las especies, ya
que hace posible su continuidad a lo largo del tiempo. Ademds, estd
inseparablemente ligada a la evolucidn, ya que los cambios genéticos que
ocurren en las poblaciones requieren ser heredados a las generaciones
posteriores para ser fijgdos en la poblacion. La evolucién es causada
basicamente por los procesos de mutacién, recombinacion genética y seleccién
natural. La recombinacion genética permite que haya variabilidad hereditaria en
las poblaciones, lo cual es necesario para que ocurra la seleccion natural,
Cuando se producen cambios en diferentes poblaciones de la misma especie
que llevan a la diversificacién de ésta, el surgimiento de barreras reproductoras
entre los distintos grupos puede hacer permanente la diversificacion. La
reproduccion, entonces, es la base de la evolucién bioldgica y es la funcién que
permite que las especies se perpetien en el tiempo.

La forma de reproduccién mas compleja, y con un mayor grado de
evolucion es la reproduccion sexual de los mamiferos. Sin embargo, existen
otros tipos de reproduccion, tanto sexual como asexual a lo largo de la escala



filogenética. La reproduccion asexual fue la primera en aparecer, y la mas
sencilla. Por medio de ella se forman organismos geneticamente idénticos a los
progenitores. Algunas formas de reproduccion asexual son: la biparticion, en la
cual una célula duplica su genoma y se divide en dos, la gemacion, en la cual el
nuevo individuo surge como un "brote” del progenitor; la propagacidn vegetativa,
que cansiste en la formacidn de un nuevo individuo a partir de una parte del
organismo progenitor; la esporulacion, en la cual se forman estructuras de
propagacion con la misma informacion genética del individuo productor, etc. La
reproduccion asexual se presenta en organismos procariontes como las
bacterias, y también en muchos eucariontes como los protozoarios, los hongos,
algunos metazoarios y las plantas, aunque muchos de estos tienen alternancia
de generaciones sexuales y asexuales.

En muchos organismos, la informacidn genética de cada célula estd
duplicada, es decir, las células son diploides. Esto permite que al haber dos
copias de cada gen (en cromosomas homologos), pueda haber una
recombinacion entre ellas, lo cual produce variabilidad genetica, atin habiendo
reproduccion asexual.

Sin embargo, un proceso por medio del cual es posible aumentar la
variabilidad, es el intercambio y recombinacién (entrecruzamiento) de la
informacion de los cromosomas homdlogos que se da en la reproduccién sexual
gracias a la meiosis. En la reproduccion sexual se praducen gametos haploides
(con un solo juego de cromosomas), que al fusionarse restablecen el ndmero
diploide de cromosomas. Al restablecerse la diploidia, el nuevo organismo
tendra caracteristicas tanto del padre como de la madre, y como cada uno de
los gametos sufrid un proceso de recombinacion similar, se obtiene una gama
mas amplia de caracteres para poder adaptarse y sobrevivir,

La reproduccidn sexual aparecié tempranamente en la escala filogenética
y ha ido evoiucionando y especializandose, lo cual ha permitido aumentar el
éxito reproductivo y adaptativo de las especies.



En los vertebrados se observa un alto grado de especializacion
reproductiva a partir por ejemplo del surgimiento del huevo amniota, que permite
a los organismos reproducirse en el ambiente terrestre, ya que crea un medio
liquido adecuado para el desarrollo del embrion, dentro del huevo. Otro salto
evolutivo de gran importancia lo constituyd la aparicién de los mamiferos
placentarios. La viviparidad aumenta la probabilidad de supervivencia, ya que el
embrion se desarrolla dentro del cuerpo materno, lo que disminuye el riesgo de
ser alcanzado por los depredadores. En este tipo de reproduccion se
desarrollan ademas mecanismos para el cuidado y la alimentacién de las crlas,
como la lactancia y ciertos aspectos conductuales que permiten que aumente la
probabilidad de sobrevivir de los nuevos individuos de la especie, asegurando
asi la permanencia de los cambios genéticos. La reproduccion sexual vivipara
de los mamiferos es entonces una funcidn altamente compleja, que requiere una
fina coordinacion. En lo sucesivo, al hablar de reproduccion, a menos que se
indique lo contrario, nos referiremos a éste tipo de reproduccion.

ELEMENTOS DE LA REPRODUCCION.

La formacién de gametos o gametogénesis se lleva a cabo en las
génadas (ovarios y testiculos) y consiste primeramente de dos divisiones
celulares (meiosis) durante las cuales se da la recombinacién de los
cromosomas homologos de las células germinales y la formacion de células
haploides, que posteriormente sufren un proceso de maduracion para ﬁnalrﬁente
ser liberadas para la fecundacion,

La liberacién de los gametos femeninos se encuentra sincronizada
temporaimente a la receptividad de la hembra para la cépula, lo cual aumenta la
probabilidad de éxito en la fecundacion interna. Esto involucra una serie de
aspectos conductuales y la preparacién del tracto reproductor para la cdpula y
la gestacion. Ademas, en animales con reproduccion estacionaria, la
fecundacion ocurre un cierto tiempo antes de la estacion adecuada para el



nacimiento de las crias. Este tiempo tiene relacion con la duracion del periodo
de gestacion de cada especie particular, de modo que transcurrido éste, las
crias nacen en una época favorable en cuanto a temperatura ambiental y a la
disponibilidad de alimento. De este modo, para cada especie los estimulos
ambientales que favorecen la cdpula como son la duracion del dia, la
temperatura ambiental, etc,, son diferentes dependiendo de la duracién del
periodo de gestacién. En el caso de los mamiferos, se acopla también la
liberacién de los gametos a la preparacién del Utero para la implantacion y el
desarrolio del embridn, y finalmente, a la preparacién de la madre para el
cuidado y alimentacion de las crias. Todo esto requiere un complejo sistema de
control que integre y regule las funciones de cada uno de los elementos
involucrados en el sistema reproductor. Esta regulacién estd desempefada por
el sistema neuroenddcrino, que integra la informacién proveniente tanto del
medio ambiente como del medio interno, para mantener el funcionamiento
adecuado del sistema reproductor. Se habla de sistema neuroendécrino como el
conjunto de drganos tanto neurales como glandulares, que actuando de manera
integral regulan una serie de funciones vegetativas y reproductivas. El sistema
neuroendacrino coordina el funcionamiento del sistema reproductor a través de
mensajeros quimicos que comunican de forma integral a los distintos érganos
involucrados en la reproduccion,

SISTEMA NEUROENDOCRINO: REGULACION DE LA REPRODUCCION.

En el control de la reproduccion interviene una grari cantidad de érganos
del sistema neuroenddcrino, estableciendo complejas redes de comunicacion.
Sin embargo, el control central de las funciones reproductivas reside en ciertos
elementos en la base del cerebro y en la hipdfisis, por lo que, para simplificar su
estudio, se habla de un eje hipotalamo-hipéfisis-gonadas en el cual cada uno de
los drganos mencionades regula al siguiente mediante la secrecién de



hormonas y ademas existen asas de retroalimentacién tanto positiva como
negativa a todos los niveles, que informan al sistema del grado de
funcionamiento del mismo. De forma general y simplificada el eje hipotalamo-
hipéfisis-génadas funciona de la siguiente manera:

En el cerebro se procesa una gran cantidad de sefiales neurogénicas
externas e internas que afectan a la reproduccion, y toda esta informacién es
integrada en una via final comtn, constituida por neuronas especializadas, que
en algunas especies residen en el hipotalamo, y en otras en areas anteriores a
éste. Estas neuronas regulan a la hipdfisis secretando a la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH por sus siglas en inglés), que actia sobre los
gonadotropos de la hipdfisis, estimulandolos para que secreten a la hormona
estimulante de los foliculos (FSH por sus siglas en inglés), y a la hormona
luteinizante (LH), lamadas en conjunto gonadotropinas. De esta forma, la sedal
hipotalamica es amplificada varias veces, ya que una molécula de GnRH es
capaz de facilitar la liberacién de varias moléculas de gonadotropinas. Estas
hormonas tienen como érgano blanco a las génadas, en donde estimulan a su
vez la formacion y liberacion de los gametos y la secrecion de hormonas
esteroides, como los estrégenos, andrégenos y progestadgenos. Aqui la sefal
hormonal es amplificada aun mas, y finalmente los esteroides intervienen
también en la regulacién de la gametogénesis, ademds de tener una gran
cantidad de efectos extragonadales, entre los que se encuentran la accién sobre
. el Utero, en el caso de las hembras, en donde intervienen en el crecimiento del
endometrio en preparacién para la implantacién del cigoto en caso de haber
fecundaciéon, la modulacién de la conducta y la libido, y la aparicién y
mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios. Los esteroides
sexuales, ademas, ejercen asas de retroalimentacién negativa y positiva a nivel
de la produccién de GnRH y gonadotropinas.
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-Regulacién de la reproduccién por estimulos ambientales e
internos. Integracién en el Sistema Nervioso Central,

La reproduccién es influenciada por factores provenientes del ambiente
externo que se integran en el Sistema Nervioso Central (SNC), lo cual permite la
coordinacién de la actividad reproductiva con los factores ambientales
indicadores de las condiciones adecuadas para el desarrolio de las crias. Entre
estas seflales ambientales estan la duracidn del dia, la cantidad de iuz, la
temperatura, la disponibilidad de alimento y la receptividad dei sexo opuesto.
Los estimulos luminosos pueden afectar la ovulacion por una via directa que
une la retina con el nucleo supraquiasmatico, o por vias multisinapticas que
involucran a éste nucieo, a ganglios cervicales superiores y ia glandula pineai
(Fink, 1988). Sin embargo, poco sabemos de los mecanismos por los que se
integran la mayoria de estos estimulos en el cerebro. Ademas de los estimulos
ambientales, hay factores internos del organismo, como el metabolismo, ia
cantidad de grasa, el peso y las emociones, que también tienen una influencia
sobre la reproduccion (Fink, 1988).

La actividad de las neuronas hipotaldmicas involucradas en la
reproduccion es entonces fuertemente influenciada por proyecciones de todo el
SNC, asi como por diversas hormonas provenientes de distintas glanduias
enddcrinas. Toda la informacion que influencia a la reproduccibn, converge
finalmente en las células GnRHérgicas, que constituyen la via final comun de
integracion de la informacién recibida y responden secretando una hormona que
orquesta el resto de las funciones reproductivas; la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH).

"



- El eje Hipotalamo-Hipéfisis-Génadas. Control neuroenddcrino de la
reproduccion.

+El Hipotalamo
El hipotalamo es una parte del cerebro, localizada en su base, sobre la
hipdfisis, cuyos limites se han fijado por convencién desde la ldmina terminal
hasta un plano vertical caudal a los cuerpos mamilares, y desde el surco
hipotaldmico hasta el piso del lli ventriculo, aunque en realidad, sus limites
anatémicos no son muy claros.

El hipotalamo recibe fibras nerviosas que comprenden vias ascendentes
viscerales y somaéticas, vias sensoriales olfatorias, y fasciculos desde el
mesencéfalo, diencéfalo, estructuras limbicas y neocortex. De él salen vias de
control del sistema nervioso autbnomo periférico, la hipdfisis y epifisis, y el
sistema enddcrino. Ademds, el hipotdlamo tiene sistemas neuronales
intrinsecos, que nacen y terminan dentro de ésta estructura.

En el hipotdlamo se regula el estado general del organismo, controlando
la homeostasis de las funciones vegetativas. El hipotdlamo participa en
funciones especificas, entre las que se encuentran el control enddcrino del
organismo a través de factores que influyen en la secrecion de hormonas en la
hipéfisis anterior, la neurosecrecion de oxitocina y vasopresing, |a regulacion de
la temperatura corporal, la regulacion de la ingesta de alimentos y agua, la
regulacién de los relojes bioldgicos, la modulaci_én de sensaciones como
emacion, rabia, miedo, aversion, placer y recompensa, y efeclos autondémicos
generales por la mediacién de la actividad simpatica y parasimpatica.

El hipotdlamo realiza algunas de estas funciones sintetizando y
secretando a la circulacion del sistema porta hipofisiario hormonas que al actuar
sobre células blanco en la hipofisis, estimulan la secrecién de otras hormonas.
Entre las hormonas peptidicas clasicas que secretan neuronas hipotalamicas se
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encuentran la hormona liberadora de tirotropina (TRH), la hormona liberadora
de corticotropina (CRH), la hormona liberadora de hormona del crecimiento
(GHRH), la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) la oxitocina y la
vasopresina. Muchas de estas hormonas, actuan sobre células de la hipdfisis,
estimulando la secrecion de otras hormonas, que a su vez entran a la
circulacion sistémica para actuar sobre sus drganos blanco, integrando asi una
parte importante del sistema neuroenddcrino. Ademas, en el hipotdlamo se
producen substancias como la dopamina (DA), la norepinefrina (NE), la
epinefrina (E) y la serolonina (5-HT), que pueden actuar como
neurotransmisores, facilitando la comunicacldn sinaptica, 0 como hormonas,
entrando a la circulacion para ejercer sus efectos a distancia. Muchas de las
células hipotalamicas tienen proyecciones hacia la neurohipdfisis, donde liberan
su contenido. Algunas proyectan sus fibras hacia otras zonas, entre ellas una
protuberancia del hipotalamo llamada eminencia media, que consiste
mayormente en axones peptidérgicos y monoaminérgicos y tiene una gran
cantidad de vasos capilares fenestrados del sistema porta hipofisiario en la zona
externa. Muchos de los axones que llegan a esta region teminan cerca de los
vasos portales hipofisiarios en la zona externa (Rasmussen et al. 1988) y a
través de este sistema porta, las substancias liberadas por las fibras nerviosas
en la eminencia media acceden a la hipdfisis anterior. En este trabajo, nos
centraremos en las hormonas que controlan la reproduccion, en este caso, la
GnRH, la cual se sintetiza en neuronas hipotalamicas en algunas especies, y en
neuronas Iocélizadas en areas anteriores al hipotalamo en otras.

+La Hipdfisis
La hipdfisis es una estructura compuesta de elementos neurales y

epiteliales que se encuentra en una estructura ésea en la base del craneo, la
silla turca, y esta cubierta por un pliegue circular de la duramadre, llamado
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tienda de la hipofisis. Se puede dividir basicamente en dos grandes partes, con
un origen embrionario distinto: la neurchipdfisis, que incluye al tallo infundibular
y al proceso infundibular o l6bulo neural, y la adenohipéfisis que es la parte
glandular de la hipofisis, e incluye la pars tuberalis, la pars intermedia y la pars
distalis (ver figura 1.1).

Figura 1.1. Diagrama esquematico de la hipdfisis. EM eminencia media; Tl tallo
infundibular; LN 16bulo neural o proceso infundibular; Hi hipofisis intermedia; PT
pars tuberalis, PD pars distalis; MV tercer ventriculo; ST silla turca; TH tienda de
la hipdfisis,

La parte neural de la hipéfisis o neurohipdfisis se desarrolla a partir del
piso del diencéfalo y esta formada por axones que se originan en neuronas
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magnocelulares en los niclecs paraventricular y supradptico del hipotalamo, las
cuales sintetizan, almacenan y secretan oxitocina y vasopresina, asociadas a
sus respectivas neurofisinas | y I, entre otras hormonas. Ademas tiene
capilares y astrocitos asociados, Las terminales nerviosas de la neurchipéfisis,
liberan hormonas en vasos sanguineos que van a la adenchipofisis, y a 6rganos
distantes, donde regulan funciones especificas. La porcidn glandular de la
hipdfisis 0 adenochipdfisis proviene embriclogicamente de una evaginacién del
tejido ectodérmico de la boca primitiva, llamada bolsa de Ratke. Contiene
células epileliales que sintetizan hormonas protéicas y las secretan en los
capilares cercanos.

Los capilares de la adenohipdfisis estan fenestrados. Las células
epiteliales forman cordones y estdn unidas por desmosomas y uniones
estrechas. Esto permite que las hormonas liberadas por cualquier célula puedan
penetrar facilmente en los capilares, y también puedan interactuar con las
células vecinas que tengan los receptores adecuados en la membrana. Ademds,
las hormonas provenientes del hipotadlamo, o de gldndulas distantes, pueden
ltegar con facilidad a la adenohipdfisis por via sanguinea.

La adenchipdfisis secreta hormonas peptidicas clasicas como la hormona
estimulante de la tiroides o tirotropina (TSH), hormona estimulante de los
foliculos (FSH), hormona Iuteinizante (LH), profactina (PRL), hormona del
crecimiento (GH), hormona adrenocorticotréfica (ACTH), hormona estimulante
de los melanocilos (MSH), ademas de olros neuropéptlidos y men:sajeros
quimicos. Cada hormona es sintetizada y fiberada por un grupo especifico de
céfulas, que se nombran segun la hormona que sintetizan. A las células que
sintetizan FSH y LH (gonadotropinas), se les llama gonadotropas.
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Gonadotropos: secrecidn de gonadotropinas

Los gonadotropos son las células adenohipofisiarias que producen y
secretan LH y FSH, El 80% de estas células contiene ambas hormonas; el 10%
contiene sélo LH y el 10% solo FSH (Fink, 1988).

La LH y Ja FSH son hormonas glicoprotéicas, con un peso molecular de
28-29 kDa, formadas por dos subunidades llamadas alfa y beta, unidas por
enlaces no covalentes. La llamada subunidad alfa es comin en ambas
hormonas, asi como en la TSH, mientras que la subunidad beta es especifica de
cada una de ellas. Estan glicosiladas con carbohidratos como N-acetil
galactosamina y N-acetil glucosamina, lo cual es una caracteristica importante
para su reconocimiento por los receptores (Pierce, 1988).

La secrecion de estas hormonas es estimulada por Ja GnRH, aunque
aparentemente la GnRH no es tan potente para estimular la liberacion de FSH
como la de LH (Clark y Cummins, 1982). La GnRH ademas estimula la sintesis
de RNA mensajero (mRNA) de las subunidades de estas dos hormonas,

Los gonadotropos presentan en sus membranas receptores para GnRH,
los cuales aparentemente se acoplan, entre otros mecanismos intracelulares, a
la activacién de canales de caicio. Se ha observado que, después de una
pequeia dosis de GnRH, los gonadotropos presentan una respuesta mucho
mayor ‘a una segunda dosis, es decir, la GnRH tiene un efecto "cebador”
{priming effect) sobre los gonadotropos. Entre otros mecanismos para explicar
este efecto, se ha propuesto qué se da por un cambio de crientacion de los
microfilamentos que provoca una migracion de jos granulos de gonadotropinas
hacia zonas cercanas a la membrana, de donde pueden ser liberados mas
facilmente en respuesta a una segunda estimulacién (Fink, 1988).
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+ Las Gonadas;

La producciéon de los gametos, asf como la secrecién de los esteroides
sexuales se lleva a cabo en las génadas.

Los esteroides sexuales tienen efectos sobre las mismas gdnadas,
principalmente en la regulacion de la gametogénesis, y ademds tienen una gran
canlidad de efectos extragonadales, como la coordinacion de cambios en el
utero, vagina y glandulas mamarias en la hembra como preparacién para la
copula, fertilizacion e implantacién, la aparicién y mantenimiento de los
caracteres sexuales secundarios, la modulacion de la conducta y la libido a nivel
del sistema nervioso ceniral, etc. Los esteroides gonadales ademds, ejercen
asas de retrocontrol tanto positivo como negativo a nivel hipotalamico e
hipofisiario regulando asi, directa o indirectamente la secreciéon de GnRH y
gonadotropinas,

Las células de las gdnadas tienen receptores a gonadotropinas LH y
FSH, las cuales modulan distintas funciones en estos érganos. La FSH actuia en
el testiculo sobre las células de seroli para estimular la espermatogénesis,
mientras que la LH acttia principalmente sobre las células de Leydig, donde
estimula la produccién de testosterona y estradiol. En el ovario, ia FSH estimula
a las células de la granulosa para inducir el desarrollo de los foliculos y la
sintesis de estradiol, ademas de aumentar la capacidad de respuesta ala LH en
estas células. La LH a su vez, estimula a las células de la granulosa, y también
alas de la teca y a las células Iiteas, donde promueve la sintesis de estradiol,
progesterona y testosterona. La LH ademas, promueve la ovulacién mediante la
degradacion del foliculo de Graaf por medio de la activacion de proteasas -
séricas.
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-Células GnRHérgicas: su origen, distribucién y conexiones. Sintesis
y secrecion de GnRH,

-Origen

El origen y la migracion de las neuronas GnRHérgicas ha sido estudiada
en el embridn de ratdon con mayor detalle que en otras especies. En ésta
especie, las neuronas GnRHérgicas se diferencian a partir de la placa olfatoria
{Silverman et al., 1994). La mayoria emergen del ciclo mitdtico en el dia 10.5 de
la gestacién, y comienzan a expresar el precursor de la GnRH en el dia 11.5,
aunque no alcanzan la madurez bioguimica hasta después, y por lo tanto no
procesan el precursor hasta el dia 14,5, cuando ya estan en el cerebro anterior.
Después de iniciar su diferenciacion en la placa olfatoria, migran a través del
septo nasal y penetran en el cerebro anterior ventral con las raices centrales del
nervio teminal y los nervios vomeronasales (Silverman et al., 1994, Muske,
1993). En el dia 12.5, el niumero de neuronas GnRHérgicas en el septo nasal es
similar al que se observa en el cerebro del adulto, lo que sugiere que esta
poblacion proveniente de la placa olfatoria da lugar a todas las células
GnRHérgicas del sistema nervioso central, con la posible excepcién de algunas
ubicadas en el cerebro medio.

Entre los dias 12.5 y 16.5 las células penetran en el cerebro
ventromedial anterior y migran caudalmente para llegar ‘a las dreas
hipotalamicas septal, predptica y anterior. Una vez alli, se intercalan con
poblaciones heterogéneas de neuronas y glia. Durante su migracion elaboran
procesos axonales gue ilegan a la eminencia media en el dia 14.5.

Parece ser que estas neuronas se basan en sefiales quimicas para
seguir sus vias migratorias, ya que no estdn asociadas a ningin elemento
estructural reconocibe que pueda servir como sustrato mecanico (Silverman et
al., 1994).
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-Distribucidn

La distribucién de las neuronas GnRHérgicas parece tener una gran
similitud entre las distintas clases de vertebrados, lo que sugiere que estos
sistemas neuronales son estructuras filogeneticamente antiguas y conservadas
{Muske, 1993),

Las células GnRHérgicas no estan agrupadas en nucleos segregados,
sino que se encuentran dispersas en varias divisiones citoarquitectonicas. En la
mayoria de las especies, forman un continuo difuso en forma de arco, desde la
banda diagonal de Broca en el telencéfalo hasta el nicleo de la estria terminalis
y otras areas diencefalicas que incluyen al érea periventricular, a las areas
predpticas medial y lateral, al hipotalamo anterior y a la zona retroquiasmética.
También incluyen zonas del nucleo supradptico y algunas dorsales a éste. Estas
neuronas son escasas, Su numero no rebasa las dos mil (Silverman, 1988).

-Proyeccidn de fibras y conexiones.

La mayoria de las fibras GnRHérgicas se originan en el drea predptica
en los nucleos septal, medial predptico y supraquiasmatico, y corren a través del
hipotalamo medio basal para terminar en la capa externa de la eminencia media
-que es la via final comun de regulacion de la hipéfis—is anterior-, donde la GnRH
es liberada en ios espacios perivasculares de los capilares fenestrados del
sistema porta hipofisiario y transportada por la circulacidn portal a la hipdfisis
anterior (Barraclough y Wise, 1982), Este haz de fibras GnRHérgicas septo-
predptico-infundibular son las principales reguladoras de la liberacién de
gonadotropinas en la mayoria de los vertebrados. En peces, anfibios, reptiles y
aves, existe ademas un sistema GnRHérgico posterior independiente de! septo-
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predptico que desaparecié completamente en los mamiferos placentarios. Este
sistema tiene un origen ontogénico diferente de la placa olfatoria (Muske, 1993).
Ademéds de la eminencia media y las areas hipotaldmicas ya
mencionadas, las fibras GnRHérgicas se dirigen hacia algunas zonas
extrahipotalamicas, como el bulbo olfatorio, regiones no olfatorias del
telencéfalo (amigdala, hipocampo, estriado, corteza del cingulo), centros
ventrales incluyendo centros de regulacién del comportamiento sexual (regién
periventricular del cerebro medio), etc. La localizacién de fibras GnRHérgicas
en el bulbo olfatorio se ha relacionado con el papel critico que juegan las
feromonas en la reproduccién de los verlebrados, y se ha propuesto que las
células GnRHérgicas han evolucionado en conjuncién con estas hormonas
sexuales para coordinar la recepcion de estimulos quimicos con fa maduracién
de los gametos (Muske, 1993). En mamiferos, las neuronas GnRHérgicas se
distribuyen a través del cerebro anterior y medio, pero no caudalmente a éstos,
mientras que en otros vertebrados, llegan hasta zonas del cerebro posterior.

-Sintesis y secrecion de GnRH

La GnRH es un decapéptido que es sintetizado como parte de un
precursor de mayor tamafo, de aproximadamente 10kD. La secuencia
correspondiente a la GnRH estd precedida por un péptido sedal. En el
segmento cé-rboxilo terminal del precursor hay una secuencia que codifica para
un péptido de 56 amino4cidos, al que se denomina peptido asociado a GnRH
(GAP) (Seeburg y Adelman, 1984). El procesamiento del precursor de GnRH
incluye 'la separacion del GAP, la ciclizacién enzimética de la glutamina amino
terminal, y la amidacion de la glicina carboxilo terminal. (Martinez de la Escalera
etal., 1993).

20



En los cuerpos celulares del hipotalamo, se ha identificado GnRH en
vesiculas granulares asociadas con el aparato de Golgi. Se propuso, con base
en la evidencia morfoldgica, que la GnRH es sintetizada en polisomas en el
cuerpo celular, empaguetada en vesiculas en el aparato de Golgi, y
transportada dentro de éstas por el axon, para ser almacenada en la terminal
axonica y ser liberada cuando hay una estimulacion apropiada. (Fink, 1988),

-Secrecion de GnRH en el sistema porta hipofisiario. Regulacion de los
gonadotropos de la hipdfisis anterior.

La GnRH es liberada en los vasos portales hipofisiarios, y llevada asi a la
hipdfisis anterior, donde estimula la produccion y secreciénde laLHy la FSHen
los gonadotropos. La secrecién de la GnRH en la sangre del sistema portal
hipofisiario se da en forma pulsétil, con intervalos distintos en las diferentes
especies estudiadas, variando entre 30 minutos y 3 horas (Carmel et al., 1976;
Levine et al, 1982). Aparentemente, la liberacién pulsati de la GnRH es
necesaria para la respuesta adecuada de la hipdfisis, ya que la administracion
continua de GnRH a células hipofisiarias de rata en perfusién abate la secrecién
de LH y FSH (Smith y Vale, 1981)

Se ha demostrado que la LH es secretada por la hipofisis también en
forma pulsatil, en respuesta a los pulsos de GnRH. En |a oveja, los pulsos de LH
presentan una clara sincronia con los de GnRH y las amplitudes de ambos se
correlacionan adecuadamente (Clarke y Cummins, 1982; Levine et al., 1982).
Esto indica que la naluraleza pulsatil de la secrecion de LH en la hipdfisis es el
resultado directo de la secrecion pulsatii de GnRH en los vasos portales
hipotalamo-hipofisiarios. Por lo tanto, medir la secrecién de LH en la sangre
sistémica es un meétodo sencillo para medir indirectamente la secrecion de
GnRH.
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En general se acepta que la GnRH es liberada por las teminales de la
eminencia media en el espacio perivascular de los capilares fenestrados del
sistema portal hipofisiario, el cual la transporta hasta la hipdfisis anterior. Se ha
propuesto una via alternativa de transporte de la GnRH hasta el sistema porta
hipofisiario a través del Organo Vasculoso de la Lamina Terminal (OVLT), que
es un 6rgano altamente vascularizado y recibe un considerable nimero de
axones inmunoreactivos para GnRH del nticleo predptico. Sin embargo, esta via
parece poco probable ya que los capilares fenestrados que contiene el OVLT
terminan en la circulacion sistémica, mas que en la portal. Se ha propuesto
también que la GnRH proveniente de este drgano pudiera ser liberada en el
fliido cerebroespinal del tercer ventriculo, recuperado por los tanicitos de la
eminencia media y transportado entonces a los capilares portales hipofisiarios.
Sin embargo esta hipotesis no ha sido muy aceptada, ya que no se ha
encontrado GnRH en el fluido cerebroespinal ni en tanicitos de la eminencia
media, por lo que el OVLT no parece ser un 6rgano muy importante para la
liberacion de la GnRH que controla la secrecion de gonadotropinas y el ciclo
ovulatorio. (revisado en Barraclough y Wise, 1982).

Ademas de la secrecion de GnRH en el plexo proximal del sistema porta,
se ha propuesto otro sistema de transporte en el que ia hormona es secretada
en el flGido cerebroespinal ventricular y llevada a los capilares portales via las
.células ependimales en la base del tercer ventriculo. La inyeccién de GnRH en
el tercer ventriculo de la rata hembra estimula la fiberacion de LH tan répido
como la inyeccién intravenosa. Sin embargo, Cramer y Barraclough no 5udieron
demostrar la presencia de GnRH en el fluido cerebroespinal después de la
estimulacién electroquimica del area predptica que resulté en un pico de LH (en
Sawyer, 1975).
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-Regulacién de la secrecién de GnRH.

Como ya se ha dicho, las células GnRHérgicas reciben una gran cantidad
de estimulos provenientes del cerebro anterior, medio y posterior, que regulan
la secrecién de GnRH al sistema porta hipofisiario. La secrecion de GnRH es
regulada entonces por un gran numerc de neuromediadores y
neuromoduladores, que incluyen neurotransmisores clasicos como las
monoaminas, la histamina, aminoacidos excitadores (L-Glu) e inhibidores
(GABA), y una amplia lista de neuromediadores peptidicos, entre los que se
encuentran los péptidos opioides, la endotelina, la TRH, la substancia P, el
neuropéptide Y, e incluso la propia GhRH en un mecanismo de asa de
retrocontrol ultracorta, ademds de ofras hormonas como los esteroides
gonadales. Dentro de las monoaminas, se ha observado que las catecolaminas
juegan un papel de particular importancia en la regulacion de las neuronas
GnRHérgicas, como veremos mas adelante.

Los distintos mensajeros quimicos que regulan respuestas en diferentes
células blanco, actuan desencadenando en el interior de éstas, cascadas de
sefales que modulan la respuesta celular, A continuacién hablaremos de estas
cascadas de serializacién intracelular,
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SENALIZACION INTRACELULAR.

Existen basicamente 3 tipos de comunicacién intercelular: la
comunicacién enddcrina, que se da entre células que se encuentran alejadas
unas de otras y para cuya comunicacion es necesario que el mensajero entre al
torrente sanguineo para alcanzar su célula blanco; la comunicacidn paracrina,
que ocurre entre células de distintos tipos que se encuentran muy cercanas y en
donde el mensajero puede difundirse en el espacio extracelular para actuar
sobre células vecinas pero diferentes; por ltimo, la comunicacién autderina es
aquella en que una célula se regula a sl misma y a células vecinas del mismo
tipo mediante la liberacién de substancias que actian sobre la misma célula y
las células cercanas.,

Para comunicarse entre si, las células utilizan mensajeros quimicos
como las hormonas, neurolransmisores, neuromoduladores, etc. Algunas de
eslas substancias son capaces de atravesar la membrana de su célula blanco
porque son liposolubles, Tal es el caso de las hormonas esteroides, que pueden
entrar a la célula y actuar directamente sobre la magquinaria genética o sobre
receptores intracelulares. Sin embargo, la mayoria de las moléculas
seflalizadoras son hidrofilicas, y no son capaces de penetrar en la célula a
través de la membrana. Este tipo de moléculas, actian entonces a través de
proteinas receptoras especificas que se encuentran en la membrana de la
célula blanco. Los receplores de membrana, reconocen la molécula
especificamente y al interactuar con ella sufren un cambio conformacional que
les permile desencadenar dentro de la célula una serie de eventos que
transducen la sefial, y hacen que la célula blanco responda a ella con acciones
como la secrecidn, la transcripcidn de algln gen, etc.

Existen varios tipos de receplores de membrana; los unidos a canales
lonicos, que al unirse a su ligando abren o cierran temporalmente un canal,
cambiando la permeabilidad de la membrana plasmatica a cierto tipo de iones;
los receptores unidos a enzimas (por ejemplo una cinasa de tirosina), o con
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capacidad intrinseca de funcionar como tales cuando son activados, y los
acoplados a través de proteinas reguladas por GTP (proteinas G), las cuales a
su vez activan a una proteina efectora, que genera sefales intracelulares
produciendo substancias llamadas genéricamente “segundos mensajeros”.

En el presente trabajo, hablaremos de los mecanismos activados por
receptores unidos a protefnas G. Los receptores acoplados a proteinas G son
proteinas integrales de membrana formadas de una sola cadena polipeptidica,
cuya estructura forma siete dominios transmembranales unidos por asas
citopldsmicas y extracelulares (Alberts et al., 1994). Al parecer el dominio
transmembranal Vil es el més importante para el plegado correcto del sitio de
unién, y la especificidad de acoplamiento a proteinas G esta en la tercera asa
citoplasmica (Robles-Flores, 1993), Se han identificado mas de 100 receptores
pertenecientes a esta superfamilia, entre los que se encuentran los receptores
para adrenalina, acetilcolina, dopamina, histamina, etc. La rodopsina, proteina
que es activada por la luz en el ojo de los vertebrados, pertenece también a esta
superfamilia, asi como la bacteriorodopsina y los receptores que reconocen los
factores de apareamiento en levaduras, lo que sugiere que estos receptores
pudieron haber evolucionado a partir de los receptores sensoriales que poseian
los ancestros unicelulares de los organismos pluricelulares en jos que median ja
comunicacion intercelular (Alberts et al., 1994),

Cuando el receplor es activado por la unién de su ligando, sufre un
cambio de conformacion que ie permite unirse a una proteina G. Las proteinas
G, son heterotrimeros formados por tres subunidades denominadas a, B, y v.
Existen varios tipos de protelnas G, que se han clasificado en cuatro subfamilias
: Gs, Gi, Gq y Gi2. La subunidad a de las proteinas G esta unida a una molécula
de GDP. Al unirse al receptor, la afinidad de la subunidad a por GDP disminuye,
y el GDP se disocia permitiendo que se una en su lugar una molécula de GTP.
Al ocurrir esto, la proteina se desensambla, quedando por una parte el complejo
By, y por otra la subunidad o unida a GTP. La unién del GTP entonces permite
que se exponga un sitio al cual se puede unir una proteina efectora. Al unirse
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dicha proteina es activada o inhibida, y enlonces es capaz de formar o dejar de
formar substancias que actian como mensajeras intracelulares o segundos
mensajeros (Linder y Gilman, 1992). Entre los sistemas de segundos
mensajeros que se conoce son regulados por protefnas G destacan el AMP
clclico, el GMP ciclico, el Ca ** y la via de hidrdlisis de fosfoinositidos, entre
otros.

-Hidrdlisis de fosfoinositidos: generacion de Inositol 1,4,5-trifosfato y
Diacilglicerol,

Los fosfoinositidos constituyen de un 2 a un 8% de los fosfolipidos de la
membrana plasmatica. Estan formados por una molécula de mioinositol (que es
un patialcohol ciclico de 6 atomos de carbono) unido a una molécula de acido
fosfatidico, constituyendo fosfatidilinositol. Este Ultimo se puede fosforilar
convirtiéndose en fosfatidilinositol 4 fosfato (PIP), mismo que puede ser
subsecuentemente fosforitado hacia fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2). La
activacién de proteinas G, por ciertos receptores resulta en la activacién de la
enzima fosfolipasa C (PLC), la cual puede hidrolizar al PIP2 rompiendo el
enlace glicerofosfato. para generar Inasitol 1,4,5-trifosfate (Ins1,4,5P3) y
Diacilglicerol (DAG) (Marx, 1987, Berridge, 1987; Robles-Flores, 1993). Estas
dos substancias act(ian como mensajeros intracelulares o segundos mensajeros
y juntos constituyen un mecanismo de sefializacion intracelular extremadamente
versétil que se ha adaptado para controlar respuéétas celulares a corto plazo
tan versétiles como la contraccion muscular, la secrecion y el metabolismo
(Berridge, 1987).

El Ins1,4,5P3 se une a receptores en el reticulo endopldsmico que
funcionan como canales de Ca® . La unidn del Ins1,4,5P3 provoca una salida
de Ca® de ese deposito intracelular y eleva la concentracion citoplasmica de
este ion. El calcio citoplasmico libre tiene como funcion la activacién de
cascadas metabdlicas y otras respuestas celulares.
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El DAG, por otro lado, activa a la cinasa de proteinas C (PKC), la cual
fosforila a un numero importante de componentes celulares y modifica asi el
funcionamiento de la célula. Para la activacion de esta enzima, actuan
sinergisticamente el DAG y el calcio. Este idn aparentemente contribuye a la
translocacion de la enzima desde el citosol hacia la membrana, lo cual es
determinante para su activacion ya que aumenta la afinidad de la enzima por el
DAG (Berridge, 1987).

El Ins 1,4,5 P3 tiene una vida media de aproximadamente 4 segundos en
la célula (Berridge, 1987), ya que es rapidamenie metabolizado. Su
metabolismo puede seguir dos vias. Puede ser defosforilado a Ins1,4 bifosfato
por la enzima Ins1,4,5P3 5-fosfatasa. Esta enzima tiene una alta selectividad
para defosforilar la posicidn § y no otra. Es muy sensible a los cationes
divalentes, ya que requiere magnesio para poder actuar, y es inhibida por
cobalto, zinc y plata. La hidrélisis del Ins1,4,5P3 es bloqueada por espermina y
por acido 2 3-difosfoglicérico (Berridge, 1987). E! Ins1,4P2 es
subsecuentemente defosforilado ya sea a Ins 1P o a Ins 4P, ya que la enzima
que cataliza esta reaccion (inositol bifosfatasa) no es tan selectiva en cuanto a
la posicién. El Gltimo paso en el metabolismo de los fosfatos de inositol es la
defosforilacion de estos dos fosfoinositidos y su transformacién en mioinositol
por la enzima inositol monofosfatasa. Esta enzima es inhibida competitivamente
por lilio, con una K, de tmM (Berridge, 1987). Una via allernativa de
metabolismo del Ins 1,45 P3 es su fosforilacion en la posicidn 3 para formar
Inositol 1.3:4,5 tetraquisfosfato. Este es después defosforilado en la posicion 5
para formar Ins 1,3,4 P3, un isémero del Ins 1,45 P3 cuyas actividades
biolégicas como segundo mensajero no han sido claramente establecidas. Este
compuesto es posteriormente defosforilado hasta formar mioinositol. De todos
los fosfatos de inositol conocidos, solamente el Ins 1,4,5 P3 se sabe que tiene
actividad de mensajero intracelular para la movilizacion de calcio (Berridge,
1987), aunque se ha propuesto que el Ins 1,3,4,5 tetraquisfosfato actua
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incrementado la concentracion de calcio intracelular al permitir a entrada def ion
desde el exterior de la célula (Marx, 1987).

Por su parte el diacilglicerol puede ser fosforilado a acido fosfatidico por
una DAG cinasa, o bien hidrolizado por una DAG lipasa, para formar
monoacilglicerol, cuya hidrdlisis da lugar al dcido araquiddnico, que es el
precursor de los eicosanoides (prostaglandinas, leucotriencs y tromboxanos).

Las vias metabdlicas que siguen el IP3 y el DAG se ilustran en forma
resumida en la figura 2.

AF o » MAG — AlA
Recepto& DAG Eicosanoides
PLC
— Pl ——PIP P2 —
Gp Ins P6
ins1,4,5P3

ins 1P \ Ins P5

Inositol ins 1,4P2 « + Ins 1,3,4,5P4

ins 4P/
\ Ins 3,4P2 «

Figura 2. Vias de formacion y degradacién de los segundos mensajeros
resultantes de la hidrolisis de fjos fosfoinositidos de membrana. MAG
monoacilglicerol, AA acido araquiddnico;, AF dcido fosfatidico, Pi fosfatidil
inositol; PIP fosfatidil inositol 4 fosfato; PIP2 fosfatidil inositol 4,5 bisfosfato.
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TIPOS DE NEUROMEDIADORES INVOLUCRADOS EN LA REGULACION DE
GNRH

Como se describid anteriormente, son muchos y de muy diversos tipos
los neuromediadores que intervienen en la regulacion de las neuronas
GnRHérgicas. Debido a la localizacién difusa de éstas, los mecanismos y las
vias de accion de los neuromediadores que las regulan no son muy claros. Se
han utilizado para su estudio distintos modelos experimentales. Algunos de los
neuromediadores mas representativos que regulan la secrecién de GnRH serén
expuestos a continuacidn.

-Esteroides sexuales

Los esteroides sexuales tienen efectos profundos sobre las funciones del
cerebro y la hipdfisis anterior y juegan un papel muy importante en el control de
la secrecion de GnRH, sobre la que pueden ejercer retroalimentacion tanto
positiva como negativa, creando aparentemente una paradoja (ver Fink, 1988).
Aparentemente, el tipo de retroalimentacion esta determinado por la ubicacidn
del animal dentro de su ciclo reproductivo, al menos en el caso de las hembras.
Negro-Vilar et al. y Blake et al. (en Sawyer, 1975), reportaron que la inyeccién
intravenosa de estrégenos inhibid inicialmente la liberacién de LH y disminuy6
la sensibilidad de la hipdfisis a GnRH, pero 8 hrs después de Ia inyeccién la
capacidad de respuesta de la gldndula a GnRH aumentd (e!ecto‘bifésico), No
queda claro sin embargo si su efecto es directo sobre las células GnRHérgicas
0 a través de interneuronas que a su vez actuen sobre éstas. Asi, se ha
propuesto que los esteroides sexuales ejercen su accién en parte provocando
alteraciones en el funcionamiento de los sistemas catecolaminérgicos centrales,
ya que las neuronas GnRHérgicas aparentemente no concentran estradiol
{Shivers et al., 1983). Muchas de las neuronas calecolaminérgicas tienen
receptores para esteroides, y en muchas areas del cerebro las células blanco de
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estrégenos y androgenos son rodeadas por terminales catecolaminérgicas, lo
que sugiere que las hormonas sexuales pueden tener efectos sobre el
funcionamiento de estos sistemas de catecolaminas (Barraclough y Wise,
1982). Se cree también que las neuronas GABAérgicas e histaminérgicas
pueden participar como intermediarios de la regulacion de la GnRH por los
estrogenos. Al parecer, los efectos de los esteroides gonadales sobre la
secrecion de GnRH también estdn mediados por neuronas opioidérgicas (ver
Hol, 1994).

Debido a las profundas alteraciones que causan los esteroides sexuales
sobre la accién de distintos neurotransmisores en la regulacién de la GnRH, el
modelo que mas se ha usado para estudiar el efecto de las catecolaminas sobre
dicha secrecién es el de la rata ovariectomizada, con o sin tratamiento con
estrogenos y progesterona. Después de la ovariectomia, la LH plasmética eleva
la magnitud de sus fluctuaciones (Carmel et al., 1976). Los estrégenos suprimen
las concentraciones elevadas de LH plasmatica reduciendo la amplitud de las
oscilaciones. Se ha sugerido que parte de la retroalimentacion negativa de los
estrégenos para inhibir la secrecion de gonadotropinas pudiera ser mediada por
un péptido inhibitorio que bloquea la accién de la DA sobre las neuronas
GnRHérgicas, ya que la liberacién de DA es inhibida por estrégenocs, y ésta
accion es prevenida por inhibidores de la sintesis de proteinas (Barraclough y
Wise, 1982). Por su parte, Carmel et al. (1976) sugieren que la
retroalimentacion negativa de los estrégenos sobre LH se da directamente
sobre la hipéfisis, ya que la administracién de estradiol no disminuyd los niveles
de GnRH en monos Rhesus ovariectomizados.

-Neurotransmisores peptidicos.

Como ya se habla mencionado, son muchos los neuropéptidos que
intervienen en la regulacién de la secrecién de GnRH. Algunos de los mas
representativos son los opioides.
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Los péptidos opioides pueden tanto estimular como inhibir la secrecién
de GnRH de la eminencia media in vitro. Estos péptidos ademds, regulan la
secrecion de catecolaminas. La regulacion opioide de la secrecion de DA ylo NE
de terminales asociadas con terminales GnRHérgicas en la eminencia media
puede mediar la regulacién presinaptica de la secrecion de GnRH (Rasmussen
et al., 1988).

La morfina, la met-encefalina y la B-endorfina bloquean la ovulacién en
ratas en proestro debido a |a inhibicion de los picos de LH y FSH producidos por
estrégenos y progesterona a través de su accion en el SNC. Todas estas drogas
afectan directa o indirectamente la funcion de los sistemas catecolaminérgicos.
Los barbituricos bloquean el aumento en el recambio de NE que ocurre en la
eminencia media en la tarde del proestro. La morfina puede alterar la funcién de
las neuronas DAérgicas indirectamente a través de su accion sobre receptores
opioides. La f-endorfina y la encefalina elevan las concentraciones de PRL en
sangre regulando {a actividad DAérgica tuberoinfundibular (en Barraclough y
Wise, 1982).

-Neurotransmisores clasicos.

Dentro de los neurotransmisores cldsicos que participan en la
regulacién de las neuronas GnRHérgicas hay también una gran divarsidad de
moléculas, algunas de las cuales han sido ya mencionadas con anterioridad.
Entre ellas, destacan por su importancia las catecolaminas, de las que
hablaremos con mayor detalle a continuacion:

-Catecolaminas.
+Consideraciones generales.

Las catecolaminas son aminas biogénicas cuya base estructural es el grupo

catecol. Se sintetizan a partir del aminoacido tirosina, a través de una oxidacién
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catalizada por la hidroxilasa de tirosina (TH por sus siglas en inglés), que lo
transforma en dihidroxifenilalanina o DOPA. Esta se descarboxila por la accién
de la descarboxilasa de DOPA para dar origen a la dopamina. Una segunda
oxidacion en la cadena lateral de la dopamina, catalizada por la enzima
dopamina p-hidroxilasa la transforma en norepinefrina, y una nueva oxidacion
da lugar a la epinefrina o adrenalina.
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La sintesis de catecolaminas estd determinada por la actividad de la TH.
La activacion de esta enzima consiste en la transformacién de un estado
oxidado a uno reducido, en el que la enzima es activa'(Pasantes-Morales,
1993).

La degradacion de las catecolaminas es catalizada por dos enzimas: la
monoamino oxidasa (MAQ), que las convierte en sus aldehidos respectivos, y la
catecol-ortometiltransferasa (COMT), que transfiere grupos metilo a las aminas
o0 a sus derivados acidos o alcoholes. Estas dos enzimas pueden actuar en
orden indistinto para degradar a las monoaminas, aunque en general la
metilacion precede a la oxidacién,
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+Dopamina.

La dopamina tiene una amplia gama de aclividades bioldgicas en el
organismo. Actua como vasodilatador en los sistemas vasculares renal,
mesentérico, coronario y cerebral; es un potente inhibidor de la secrecién de
prolactina por la hipdfisis (Arnold y Martin, 1989). Puede elevar {a cantidad de
hormona del crecimiento y disminuir la de p-endorfina en plasma. También
promusve la secrecion de hormona paratiroldea, glucagon e insulina y retrasa la
formacién de 18-OH-corticosterona en la corteza adrenal. La dopamina ademas,
es un importante regulador del movimiento a nivel del sistema nervioso central
(Bloom et al., 1989). Estad estrechamente relacionada con la enfermedad de
Parkinson, que es un desorden neurologico que se atribuye a la degeneracion
de neuronas dopaminérgicas, disminucién en la concentracion de DA en los
ganglios cerebrales y alteracion del balance normal entre la estimulacion por
acetilcolina e inhibicion por DA. La DA tambien esta involucrada en respuestas
cognitivas y emocionales en el sistema mesolimbico, y puede estar asociada a
la esquizofrenia. Por otro lado, algunos de los efectos anoréxicos de las
anfetaminas se atribuyen a la liberacion de DA,

++Receptores de Dopamina.

Los receptores de DA pertenecen a una gran familia de proteinas con
siete dominios transmembranales unidos por asas exiracelulares vy
citoplasmicas, que se acoplan a proteinas G (Sibley, 1991). Con base en su
secuencia primaria y en su farmacologia (el tipo de sustancias que los pueden
activar o bloquear, las vias de sefalizacién a las que se acoplan, etc.), los
receplores para DA se han clasificadc en diferentes grupos. Hasta hace unos
afos, se conocian dos tipos de receptores dopaminérgicos, llamados D1 y D2
(Kebabian y Calne, 1979). Posteriormente, en la década de los 80’s, se propuso
la existencia de receptores adicionales D3 y D4, basandose en las diferentes
afinidades de sus ligandos (Sibley, 1991). El receptor D3 fue clonado y se
demostré que presenta una alta homologia en su secuencia con respecto al
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receptor D2, y una farmacalogla parecida, aunque con afinidades muy distintas
y vias de seializacion intracelular diferentes (Sibley, 1991). Debido a la similitud
con el receptor D2, se ha llamado también D2b. La familia de receptores para
dopamina parece ser muy heterogénea, ya que en varios tejidos se ha
identificado la presencia de receptores dopaminérgicos que no corresponden
con los ya clonados (lbid.). Sin embargo, la secuencia, farmacologia y vias de
seflalizacion acopladas a estos receptores no esta todavia clara.

En general, se ha reportado que el receptor D1 se acopla principalmente
a la estimulacion de la adenilato ciclasa a través de proteinas Gg (Watson y
Arkinstall, 1994), aunque se ha encontrado que pueden estar también
acoplados al metabolismo de fosfoinositidos (Mahan, 1990). La activacion del
receplor D2 induce la inhibicion de la adenilato ciclasa, con una rapida
disminucién de los niveles de AMP ciclico, y bloquea también la liberacion de
calcio dependiente de IP3 (Vallar y Meldolesi, 1989).

En cuanto a la farmacologla de los distintos receptores dopaminérgicos,
existe una gama mas o menos amplia de ligandos disponibles para su estudio.
Enla tabla 1 se enlistan algunos de los agonistas y antagonistas mas utilizados
asf como sus constantes de afinidad por los distintos receptores.



TABLA 1.

A Kd (nM) en ausencia de NaGl
AGONISTA Dt D2 D3 D4 DS
Apomorfina 0.7 ? 066 ? 2
Bromocriptina 700 454 48 7.4 340

Dopamina 08 75 38 28
Fenoldopam 16 ? 28 7
Pergolide 0.8 ? 075 7
PHNO 75 ? 098 ? 13
Quinpirole 1800 ? 39 ? 12
SKF 38393 1-6 ? 187 7
SKF 81297 36 ?7 320 7
B Kd (nM) con o sin NaCl

ANTAGONISTA D1 D2 D3 D4 DS
Clorpromazina 96 85 6 37 133

Clozapina* 172 182 479 9 250
Haloperidol 60 13 310 51 48
Raclopride 18000 28 35 237
Remoxipride ? 477 2,300 3685
SCH 233980 037 1430 ? 350 03
Spiroperidol 258 008 06 008 4500
Sulpiride 34500 147 23 52 7727
0

* Con Na.

Tabla 1. Potencias de distintos agonistas (A) y antagonistas (B) para interactuar

con los distintos receptores dopaminérgicos. (Tomado de Peroutka, 1994).
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-El papel de las Catecolaminas y en particular de la Dopamina en la
regulacion de la secrecion de GnRH.

El primer indicio de que las catecolaminas estaban involucradas enla
secrecién de GnRH lo obtuvo Sawyer en 1947, al observar que la dibenamina,
un antagonista a-adrenérgico, inhibia la ovulacion refleja en conejos. En 1957,
Barraclough y Sawyer, encontraron que la reserpina, una substancia que
elimina las catecolaminas de las terminales presinapticas, también suprimia la
ovulacién en ratas ciclantes, y ademas producia pseudoembarazo (un Indice de
secrecion de prolactina), probablemente bloqueando receptores a DA en los
lactotropos, y/o eliminando la DA de las terminales en la eminencia media.
Meyerson y Sawyer, trataron ratas con inhibidores de la monoaminooxidasa
(MAQ), la enzima que degrada las catecolaminas, y vieron que ésto padia
prevenir el efecto inhibitorio de la reserpina (en Barraclough y Wise, 1982).
Desde entonces, se ha llevado a cabo una extensa investigacién sobre el papel
de las catecolaminas en la regulacion de las funciones reproductivas.

En general, se ha aceptado que la NE estimula la secrecion de GnRH
tanto in vivo como in vitro.

La descripcion de los tractos dopaminérgicos tuberocinfundibular e
incertohipotaldmico que inervan el hipotdlamo, establece la posibilidad
morfolégica de que la dopamina pudiera jugar un papel en el control de la
liberacién de gonadotropinas y prolactina,

++Analomia del sistema dopaminérgico y la accién de la dopamina sobre la
sacrecién de GnRH.

Las neuranas dopaminérgicas que inervan el hipotdlamo provienen de
dos sistemas principales: el incertohipolaldmico y el tuberoinfundibular, El
sistema incertohipotalamico ha sido descrito por Bjérkiund et al. (1975) como un
sistema de fibras catecolaminérgicas (identificadas como DAérgicas) en el
talamo caudal, la zona incerta, el hipotalamo dorsal, anterior y predptico y el
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septo caudal. Las fibras del sistema incerto-hipotalamico inervan la region
hipotdlamo anterior-area predptica, la cual es de gran importancia en el control
de la liberacidn de GnRH en la eminencia media. El sistema se puede dividir en
dos partes: 1) la caudal se origina en los grupos celulares A11, A12 y A13 y
proyecta difusamente a las areas hipotaldmicas anterior y dorsal, a la regién
dorsal del nlcleo dorsomedial y a |a zona incerta. 2) la parte rostral constituye
un sistema periventricular-predptico, originado en el grupo celular A14, cuyas
células se distribuyen en y lateralmente al nlcleo periventricular anterior, y
proyecia hacia el nticleo predptico. Se han descrito cantactos sindpticos en esta
area entre células GnRHérgicas y dopaminérgicas (Bjorklund et al., 1975).

Como hay evidencia del control hipotaldmico de la secrecion de
gonadotropinas por mecanismos dopaminérgicos, el sistema Incerto-
hipotalamico pravee posibilidades morfolégicas de la influencia de la DA sobre
neuronas hipotalamicas secretaras de hormonas hipofisiotréficas en niveles
allos del eje hipotalama-hipdfisis (Bjorkiund et al., 1975).

E! sistema dopaminérgico tubercinfundibular tiene sus somas en el
nuicleo arcuato y en una porcion del periventricular, Sus axones proyectan a
todas las partes de la eminencia media, al tallo infundibular, y a la pars nervosa
e intermedia de la adenohipdfisis. Ventrolateralmente, las terminales de estas
‘neuronas se encuentran en la eminencia media, muy cerca de los capilares
primarios del plexo portal hipotalamo-hipofisiario, y liberan grandes cantidades
de dopamina a |la -sangre portal. Dorsolateralmente, los axones
tuberoinfundibulares terminan en proximidad con terminales axdnicas
GnRHérgicas (Barraclough y Wise, 1982).

Se ha propuesto que estas neuronas ejercen un control sobre la
liberacion de GnRH a través de interacciones axoaxdnicas en la eminencia
media. Aunque los contactos axoaxdnicos entre terminales DAérgicas y
GnRHérgicas no han sido demastrados concluyentemente, la proximidad
anatomica de las terminales de estos dos sistemas en la eminencia media
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podrian permitir a las catecolaminas afectar la secrecion de GnRH en el sistema
portal. Debido a las grandes concentraciones y a sus tasas de recambio
elevadas, la NE y la DA en la eminencia media podrian facilmente atravesar los
espacios extracelulares entre las terminales de GnRH y catecolaminas sin la
necesidad de terminales axoaxonicas especializadas (Barraclough y Wise,
1982).

Se han observado fibras de GnRH muy cerca de neuronas
inmunoreactivas para TH en el nucleo paraventricular y arcuato, asi como en la
eminencia media caudal. Las tinciones para GnRH y TH colocalizan en la
porcién ventrolateral de la eminencia media. Aunque la observacion de
contactos o aposiciones cercanas no es prueba de interacciones funcionales
entre las neuronas, estas observaciones sugieren que la DA influencia al
sistema de GnRH haciendo contacto axosomatico con células de GnRH.en el
complejo septo-predptico-banda diagonal de Broca, asi como contactos axo-
axonicos con terminales GnRHérgicas en la eminencia media (Jennes et al.,
1983). Leranth et al. (1988) han descrito también contactos axosomaticos y
axodendriticos entre fibras DAérgicas y células GnRHérgicas en el area
predptica media.

Estos estudios proveen evidencia morfolégica de la posibilidad de una
regulacion dopaminérgica de la secrecion de GnRH. Sin embargo, el papel de la
dopamina sobre este aspecto de la reproduccién ha resultado controversial, ya
que en muchos de los estudios que se han realizado la dopamina ha mostrado
tener un papel estimulador sobre dicha secrecién, mientras que en muchos
otros se reportan resultados inhibitorios y ain de una accién nula de la DA
sabre dicha secrecion. Se han utilizado diferentes modelos experimentales para
estudiar la accién de la dopamina sobre la secrecién de GnRH. En general, la
especie en la que mas se ha estudiado es la rata, pero aun en esta especie las

condiciones experimentales empleadas han sido variadas ya que algunos
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estudios se han realizado con machos y otros con hembras, ya sea intactas,
ovariectomizadas (OVX), u OVX tratadas con esteroides. También la via de
administracién, la dosis y la especificidad de los farmacos utilizados varfan en
los diferentes estudios realizados. Ademas de los estudios in vivo se han
realizado estudios con explantes hipotaldmicos in vitro, lo cual reduce la
complejidad del estudio, ya que se elimina una gran cantidad de elementos que
podrian modular a distintos niveles la accién de los farmacos administrados,
mas no se eliminan todos, ya que incluso deniro de un fragmento pequefio de
tejido siguen existiendo distintos tipos de neuronas y fibras que pueden
intervenir modulando de distintas formas la accién de dichos farmacos. La gran
diversidad de modelos y condiciones experimentales ha resultado en la
obtencién de datos contradictorios que no han aclarado completamente cual es
el papel de la DA sobre la secrecion de GnRH. La mayoria de las evidencias
apuntan hacia un efecto facilitador de la dopamina sobre dicha secrecién, al
menos en ciertas etapas del ciclo ovarico. Asl, un gran grupo de investigadores,
basandose en estudios farmacolégicos in vivo (Kamberi et al., 1970; Vijayan y
McCann, 1978 a; Vijayan y McCann, 1978 b; Choudhury et al., 1974, Leppéluoto
et al., 1976, Negro-Vilar et al., 1982) o con explantes hipotalamicos in vitro
(Rotsztejn et al., 1977; Negro-Vilar et al, 1979), asi como en estudios
electrofisioldgicos (Kaufman et al., 1985) apoyan la idea de que la dopamina
facilita la secrecién de GnRH. Ademas, parece que las catecolaminas tienen
efectos facilitadores para la transcripcion de GnRH, ya que el bloqueo de su
sintesis con 6-hidroxidopamina, causa una disminucién en la cantidad de mRNA
de GnRH en tejidos hipotaldmicos in vitro (Kim et al., 1993). Sin embargo, hay
también un gran cuerpo de evidencias bien sustentadas que sugieren un papel
inhibidor de la DA sobre dicha secrecion (Drouva y Gallo 1976, 1977, Gallo y
Drouva,1979; Beck et al., 1978). Mas aun, existen trabajos en la literatura que
reportan una accién nula de la DA sobre este sistema (Krieg y Sawyer, 1976;
Blake, 1976; Judd et al., 1978; Boesgaard et al., 1991).
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Las diferentes condiciones de estudio, sobre todo el estado enddcrino del
organismo, podrian explicar estas discrepancias, por ejemplo se sabe que los
esteroides gonadales pueden modular la expresion de los receptores en
diversos tipos neuronales y asi regular la transmision dopaminérgica en el
cerebro. Los esteroides podrian afectar la sintesis protéica en las neuronas del
hipotalamo medio basal que tienen receptores para ellos (Rotsztejn et al., 1978),
De este modo, tanto el momento del ciclo ovarico en que se aplican los
diferentes farmacos (Clemens et al.,, 1977; Judd et al., 1978, MacKenzie et al.,
1984) como el tipo de modelo experimental (por ejemplo animales intactos o
gonadectomizados con o sin tratamiento de esteroides) (Rotsztejn et al., 1978;
Gallo y Drouva, 1979) puede determinar fa direccién de la respuesta. La
dopamina podria tener efectos diferentes a través de distintos tipos de
receptores acoplados a varias vias de sedalizacidn (Sarkar y Fink, 1981). Por
otro lado, podria ser que los diferentes sistemas dopaminérgicos ejerzan
distintas acciones sobre la liberacion de GnRH (Jennes et al., 1983). Incluso en
las mismas areas, se han descrito diferentes tipos de contactos entre las fibras
dopaminérgicas y GnRHérgicas, que podrian representar conexiones con
distintas funciones en cuanto a estimulacién e inhibicién (Leranth, 1988). Por
otro lado, la accidon de la DA puede ocurrir tanto directamente sobre las
neuronas GnRHérgicas como a través de interneuronas de diferentes tipos,
algunas de las cuales podrian estimular y otras inhibir la secrecién de GnRH
(Jarjour et al., 1986; Beck et al., 1978).

Asi, los estudios realizados hasta el—momento en sistemas tanto in vivo
como con fragmentos hipotaldmicos in vitro, no ha permitido conocer
exactamente como es que la DA influencia la secrecidn de GnRH, ni si lo hace
directamente sobre las células GnRHérgicas o a través de la regulacion de
interneuronas,
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BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR DE LAS NEURONAS GNRHERGICAS.,

Debido a la localizacion difusa y al escaso nimero de las células
GnRHeérgicas, asi como al gran numero de factores que intervienen en su
regulacion, los estudios in vivo han resultado dificiles de realizar e interpretar.
Los cultivos primarios para estudios in vitro tienen también la gran desventaja de
que son cuitivos heterogéneos, en donde siguen interviniendo muchos factores
no controlables. De esta forma, no ha resuitado posible conocer si los distintos
neuromediadores estudiados acluan directamente sobre las células
GnRHérgicas o lo hacen a través de interneuronas que a su vez interactien. con
éstas. Mas aun, en este tipo de estudios, no ha sido posible determinar las vias
de serializacidn intracelular que activan los diferentes moduladores para regular
la secrecion de GnRH ni los receptores involucrados en esta regulacion.

Este problema ha sido solucionado al menos en parte por el desarrollo de
lineas celulares GnRHérgicas inmortalizadas por medio de la técnica de
tumorigénesis geneticamente dirigida.

La técnica de tumorigénesis geneticamente dirigida consiste en la
induccién de un tumor de un tipo celular determinado en aigin organismo, Esto
se puede lograr en ralones transgénicos, mediante la construccién de una
secuencia de DNA que comprende a un oncogén ligado a la secuencia
promotora de un gen que normaimente se expresa sdlo en el tipo celular que se
quiere transformar (por ejemplo la region reguladora de un gen tejido-
espécifico). De esta manera, la expresion del oncogén estd ligada a la
expresién del gen elegido, y restringida por la activacién de la secuencia
reguladora escogida. Esta construccidn es introducida en cigotos en su fase de
una sola célula. Posteriormente, los cigotos son reimplantados en madres
pseudoembarazadas, y se examinan los productos al nacer para determinar en
cudles de ellos existe la expresion del transgén. Los individuos que 1o expresen,
desarrollardn probablemente un tumor en el lejido donde se expresa la
secuencia reguladora ligada al oncogén. En ese caso, el tumor es extirpado y
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sus células se dispersan y se clonan. A partir de algunas de ellas se pueden
establecer lineas celulares inmortalizadas, que expresan el oncogén de manera
constitutiva.

En 1990, Mellon et al., utilizando esta técnica en ratones transgénicos,
desarrollaron tres lineas neuranales hipotaldmicas inmortalizadas, secretoras de
GnRH. Para elio, se construy6 un gen hibrido que contiene al promotor del gen
de GnRH en fa regidn 5°, ligado al oncogén antigeno T del virus de simio 40
(SV40).

Habiendo inyectado este gen a varios ovocitos fecundados, se obtuvieron
9 ratones transgénicos estériles, de los cuales 2 desarroliaron tumores
hipotalamicos y en uno de éstos dos (GT-1), fue posible identificar un tumor
grande en la region que se extiende desde el quiasma Optico hasta la capsula
interna. Se demostré por estudios de expresién (Northern blot), que éste tumor
expresaba niveles altos de mMRNA de GnRH y de antigeno T, y que la expresion
era especifica del tejido tumoral.

E! tumor fue extirpado y dispersado, mostrando que sus células eran
heterogéneas e incluian fenotipos neurales y gliales.

Después de 6 meses de subcultivos para separar las células gliales de
las neuronales por distintas propiedades de adherencia al substrato, se
establecio una poblacion celular pura a la que se llamé GT-1, que se clond por
diluciénes seriadas, con lo. que se logré establecer tres lineas clonales,
llamadas GT1-1, GT1-3y GT1-7.

Todas estas lineas expresan el mRNA de GnRH y del antigeno T y
presentan un fenotipo neuronal, que incluye la extensién de neuritas y la
expresion de marcadores neuronales como la enolasa neuroespecifica y
proteinas de neurofilamentos de 68 kDa, Ademas expresan mRNA de proteinas
especificas de membranas sinapticas como la VAMP-2 y la SNAP-25. Estas
lineas celulares no expresan marcadores gliales como la proteina acidica fibrilar
glial o la proteina basica de mielina (Mellon et al., 1990),
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Las células GT1 procesan el precursor de GnRH a varias formas
moleculares incluyendo la GnRH biologicamente activa, y el péptido asociado a
GnRH (GAP) (Weiner et al., 1992).

Las lineas neuronales GT-1 son capaces de secretar GnRH en respuesta
a la despolarizacién con K* o veralridina, es decir, presentan canales rapidos de
Na' (Mellon et al,, 1990), Ademds, secretan GnRH espontaneamente de manera
pulsatil y sincronica, lo cual sugiere que la secrecion pulsatil de GnRH es una
praopiedad inherente a las células GnRHérgicas, y no es provacada por otros
neuromediadores (Wetsel et al., 1992; Martinez de la Escalera et al., 1992 a;
Krsmanovic et al. 1992). La sincronizacion de los pulsos de GnRH in vitro puede
darse graclas a los contactos intercelulares que se observan entre las células
GT-1 (Wetsel st al.,, 1992), pero se ha observado que al cultivar estas células en
dos placas separadas, se da también una sincronizacion entre éstas, lo que
sugiere que existe un mediador quimico difusible que interviene en dicha
sincronizacién (Martinez de la Escalera et al., 1992 a). Este mediador podria
ser la misma GnRH, ya que las células GT-1 expresan receptores para esta
hormana, y su activacion produce un aumento en el caicio intracelular asi como
un aumento transitorio de la secrecion de GnRH, seguido de una supresion de
Ja secrecion basal (Krsmanovic et al., 1993).

El desarrolio de estas lineas neuronales inmortalizadas ha permitido el
estudio directo de la biologia celular y molecular de las células GnRHérgicas,
asi como su electrofisiologia, bioquimica y la regulacion que se ejerce sobre la
sintesis y secrecion de sus productos. En resumen, las lineas GT-1 representan
un modelo experimental sumamente Util en el estudio de la neuroendocrinologia
de la reproduccion y la comunicacidon neuroenddcrina. Sin embargo, los
resultados obtenidos con las células GT-1 deben ser interpretados con cierto
cuidado, ya que son células transformadas, que podrian no reflejar
completamente la naturaleza de las células GnRHérgicas in vivo.
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ANTECEDENTES ESPECIFICCS.

Debido a los resultados contradictorios que aparecen en la literatura con
respecto al papel que juega la dopamina en la secrecidn de GnRH, se ha
estudiado el efecto de este neurotransmisor directamente sobre las células GT1
{Martinez de la Escalera et al., 1992 b) y se encontrd que ejerce un efecto
directo facilitador de la secrecién de GnRH. La superfusién de células GT1-1
con dopamina aumenta la amplitud de los pulsos de secrecion sin alterar su
duracién ni su frecuencia. Esto ocurre unos cuantos minutos después de la
adicién de la dopamina, y se obtienen respuestas maximas con concentraciones
de 1uM. En cultivos estaticos de células GT1-7, la dopamina estimulé al dobile la
secrecion de GnRH. El efecto estimulante de la dopamina sobre GnRH es
mimetizado por el agonista dopaminérgico SKF38393 selectivo de receptores D-
1, pero no por el agonista bromocriptina selectivo para receptores D-2. La
respuesta ademas es bloqueada con el antagonista selectivo D-1 SCH-23390,
pero no con el antagonista D-2 spiroperidol, lo cual indica la naturaleza del
receptor que media el efecto.

La dopamina también estimula la produccion de AMP ciclico en las
células GT1, elevandola de 5 a 7 veces sobre los niveles previos a la
estimulacion. Este efecto ocurre con una potencia semejante a la exhibida por la
DA para facilitar la secrecién de GnRH y con una dinamica répida y sostenida,
lo que indica que el Al;AP ciclico puede estar mediando la accién estimulante de
Ja dopamina sobre la secrecion de GnRH. Este efecto tambien es blogueado por
la coincubacién con SCH-23390, pero no con spiroperidol, y es mimetizado por
SKF-38393, pero no por bromocriptina, de manera dosis-dependiente.

Ademas, la estimulacién farmacoldgica de la adenilato ciclasa con

farskolina, aumenta la amplitud y prolonga la duracién de los pulsos de GnRH,
lo cual sugiere que la adenilato ciclasa esta involucrada en el mecanismo de
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estimulacion dopaminérgica de la secrecién de GnRH (Martinez de la Escalera
et al., 1992 b). Todo esto es congruente con la hipbtesis de que en la
estimulacion dopaminérgica de la secrecion de GnRH participan receptores D1
acoplados positivamente a la adenilato ciclasa. La presencia del receptor D1 en
las células GT1 ha sido demostrada, tanto por estudios de unién de
radioligandos selectivos (Findell et al., 1993), como por la expresion de la
proteina DARPP-32 (fosfoproteina regulada por dopamina y AMP ciclico), la
" cual se ha encontrado en muchos tejidos en co-expresion con el receptor D1
(Martinez de ta Escalera et al., 1992 c).

La norepinefrina también estimula, en la misma medida que la dopamina,
la secrecién de GnRH en las células GT1. Sin embargo los efectos de ambas no
son aditivos. La NE estimula también la produccion de AMP ciclico, pero la
magnitud del efecto de la NE sobre la formacion de AMP ciclico es sélo de la
mitad que el de la DA (Martinez de la Escalera et al. 1992 c). La diferencia en
la eficacia de ambas catecolaminas para activar la formacion de AMP ciclico, a
la vez que muestran idénticas potencias para facilitar la secrecién de GnRH
sugiere que pueden haber otras vias de sefalizacién intracelular involucradas
en la estimulacién de la secrecion de GnRH por DA y/o NE. Los efectos
observados podrian ser explicados por los siguientes modelos: 1) pudiera ser
que la NE activara, ademas de la via del cAMP, otras vias de estimulacion, o
bien 2) que la DA inhibiera parte del efecto estimulatorio propio que ejerce a
través del cAMP, por otra via de sefalizacion intracelular

En células GT1-1, los receptores para algunos neurotransmisores como
la histamina (Hol, 1994) y para algunos péptidos como la endotelina
(Krsmanovic et al., 1991) estan acoplados a la fosfolipasa C y a la via de
hidrdlisis de fosfoinositidos. Esto plantea la posibilidad de investigar si la
dopamina utiliza también ésta via de sedalizacién para llevar a cabo la
estimulacién de la secrecion de GnRH.
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2, OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fué determinar si la via de hidrdlisis de
fosfoinositidos estd involucrada en la estimulacion dopamindrgica de la
secrecion de GnRH y ver si la participacién de ésta via de sedalizacion puede
explicar las discrepancias observadas en la produccion de AMP ciclico en
respuesta a DA y NE. Para ello se utilizé la linea neuronal GT1-1, que si bien es
una linea transformada, es el unico modelo disponible para estudiar los
mecanismos de sedalizacidn intracelular involucrados en las funciones de las
células GnRHérgicas. Asimismo, se tratd de identificar el tipo de receptor que
media el efecto de la DA sobre la produccién de IPx, por medio de estudios
farmacologicos.

3. MATERIAL Y METODO

CULTIVOS CELULARES

Las células de |a linea neuronal GT4.4, de los pasajes entre el 12 y el 40
se cultivaron en frascos de 75 ¢cm2 (Costar corporation, Cambridge, MA), en
medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbeco (D-MEM) (todos los reactivas
para el “cultive fueron comprados de Gibco BRL Grand Island, N.Y.)
complementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 100U/mi de penicilina-
estreptomicina (P-S). Los cultivos se mantuvieron dentro de un incubador a
temperatura constante de 37°C, alta humedad y con concentracién de CO; de
5% para mantener el pH del medio de cultivo en valores fisiolégicas. El medio
se cambi¢ cada 3 dias, y, cuando las células alcanzaban una confluencia del
90-100%, eran subcultivadas. Esto se realizé retirando el medic de cultivo, y
disociando a las células con 5 ml de una solucion salina balanceada (HBSS -
Hank's Balanced Salt Solution) que contiene tripsina al 0.05% y EDTA4Na 0.53
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mM, para después resenibrar las células en nuevos frascos con medio D-MEM +
FBS +P-S. ‘

DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE FOSFATOS DE INOSITOL EN
LAS CELULAS GT14-1.

Para llevar a cabo los ensayos, las células fueron sembradas en cajas
de 6 pozos, cada uno de 9.6 cm2 (Costar corporation, Cambridge, MA). En
cada pozo, las células se incubaron con 3 mi de D-MEM + FBS + P-§, hasta
llegar a un 50-60% de confluencia. Entonces se les cambié el medio por 1.5 ml
de D-MEM sin inositol, sin suero y con P-S al que se le adiciond previamente
2uCiiml de 3H-mioinositol (myo-2-3H-inositol; Amersham, Little Chalfont R.U.).
Las células se incubaron durante 48 horas en éste medio con el fin de marcar a
saturacion las pozas intracelulares de inositol. Al finalizar las 48 horas del
marcaje las células fueron lavadas con 1ml de D-MEM sin suero durante 30 a 45
minutos a 37°C. Posteriormente, el medio fue retirado, y reemplazado con 900u|
de solucion amortiguada de fosfatos (D-PBS; Dulb Phosphate-Buffered Saline;
Gibco BRL) complementada con 1mg/m! de albumina sérica bovina (BSA; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), 1mg/m! de glucosa (Sigma) y 10mM de cloruro de
fitio {LICl; Merck) pH 7.4, dejandose incubar durante 20 minutos, al cabo de los
cuales se inici¢ el tratamiento farmacolégico.

-Tratamiento farmacolégico B

Al cabo de 20 minutos de incubacién con PBS + LiCl + glucosa + BSA
(PBS-Li), se aiadio a las células 100u| de éste mismo buffer, en el cual estaba
diluida la substancia a probar con una concentracién 10X, de modo que la
concentracion de la misma en el volumen final fuera al 1X. Se incubéd durante el
tiempo necesario para cada experimento (ver disedo experimental) a 37°C, y
posteriormente se detuvo la reaccion afadiendo 200l de acido percldrico al
30% (JT Baker) de forma que la concentracion final del mismo fuera de 5%.
Inmediatamente después de agregar el 4cido, las cajas se pusieron sobre hielo

47



y se afladid en seguida 200yl de BSA 20 mg/ml, para ayudar a precipitar las
proteinas,

-Fraccionamiento subcelular.

Después de detener la reaccién, manteniendo las cajas en hielo, se
rasparon éstas con un gendarme de plastico (Costar) para desprender las
células. Posteriormente, el contenido de cada caja fue transferido a un tubo de
1.5 ml, y centrifugado a 1000 X g durante 4 minutos. El sobrenadante se
transfirid a tubos de vidrio de 8cm de largo y 0.8cm de didmetro, y se neutralizd )
la solucién adicionando una gota de indicador universal y la cantidad suficiente
de una solucién de HEPES 75 mM-KOH 1.5 M para obtener un pH entre 6 y 8,
determinado por un color verde palido. Todo lo anterior se realizdé con los
tubos en hielo, dejdndose incubar de 5 a 120 minutos para favorecer la
formacion de un precipitado de perclorato de potasio. Posteriormente se
centrifugaron las muestras a 1200 X g durante 4 minutos a 4°C. El sobrenadante
fue transferido a tubos de vidrio de 10 m! previamente cargados con 8ml de un
buffer de Hepes 2.5 mM - EDTA 0.5 mM pH 7 4.

-Separacién por columnas Dowex.

El sobrenadante neutralizado y diluido se aplicé sobre columnas Poly-
Prep de 10 mi (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) con 1.6mi de resina de
intercambio aniénico Dowex AG1-X8 forma formato (Bio Rad Laboratories,
Richmond, CA), previamente equilibradas con 3ml de una solucién -
amortiguadora ge Hepes 2.5 mM-EDTA 0.5 mM pH 7.4. Se lavaron dos veces
con 7 mi de una solucién de formato de amonio 30 mM. En este paso se eluye el
3H-inosital (que no ﬁene'carga) y también los fosfogliceroinositidos marcados,

Posteriormente se afadieron dos veces 6 ml de una solucion de formato
de amonio 700 mM - acido férmico 0.1M para eluir los fosfalos de inositol,
recuperando e} eluado, 8ml de este Uitimo se transfirieron a viales de centelieo
de pldstico previamente cargados con 12 ml de liquido de centelleo 3a70B
(Research Products International Corp., Mount Prospect, iL). Esta mezcla se
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agité vigorosamente y se cuantificd en un contador de centelleo liquido
(Beckman Instruments, Ontario, CA).

-Reutilizacion de la resina.

La resina se reulilizé de 2 a 3 veces. Para esto fue necesario regenerarla
lavando la columna dos veces con 6 mi de formato de amonio 3M - acido
férmico 0.1M, y tuego dos veces con 7 mi de Hepes 2.5 mM - EDTA 0.5 mM pH
7.4. Justo antes del verter el neutralizado, se equilibré la resina con otros 3 mi
de esta Ultima solucion. Las columnas se guardaron a 4°C entre los
experimentos.

DISENO EXPERIMENTAL.

En cada uno de los experimentos, cada determinacion se hizo por
triplicado. Se realizaron cuatro tipos basicos de experimentos: curso temporai y
relacién dosis-respuesta de DA, efecto de agonistas dopaminérgicos y
experimentos de competencia de la DA con antagonistas. En todos |os casos, el
control consistié en agregar 100l de PBS + LiCi + BSA + glucosa a las células
previamente incubadas con 900ul de esta misma solucion, excepto en los casos
en ios que los farmacos eran solubles sélo en solventes organicos, en cuyo
caso se adicion6 al control la misma cantidad de vehiculo que a los pozos
experimentales.

a) Curso temporal: La concentracién de dopamina* utilizada para estos
experimentos fue de 100uM (concentracién final en los pozos), y se dejaron
incubar las células durante tiempos de 2, 5, 15, 30, y 60 minutos.

b) Relacion dosis-respuesta; Se utilizaron las siguientes concentraciones
finales de dopamina *. 1nM, 10nM, 100nM, 1uM, 10uM, y 100uM. Se incubaron
las células durante 30 minutos antes de detener la reaccién.

c) Agonistas: Se utilizaron los agonistas dopaminérgicos SKF-38393*
(D1) y Bromacriptina* (D2), en concentraciones finales de 3, 30 y 300uM. Estos
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farmacos fueron disueltos en DMSO (Sigma. St Louis, MO.) a una
concentracion 100X y se agregaron 10ul de las soluciones a 990! de PBS-Li.

d) Antagonistas; el volumen de PBS-Li agregado a las células
inicialmente fue de 800ui. A éste se adicionaron 100u! de dopamina 1TmM y
1004 del antagonista SCH-23390* (D1), o spiroperidol* (D2) en
concentraciones finales de 10uM, 100uM & 1mM. En el caso del spiroperidol, se
disolvié en etano! a concentracion 100X y se adicionaron 10ul a cada pozo con
B90ul de PBS-Li y 100ul de DA 1mM. Se probd también el antagonista
histaminérgico H1 clorfeniramina®, y los antagonistas adrenérgicos fentolamina*
() y propranolol* (8). En todos estos experimentos, el tiempo de incubacion fue
de 30 minutos, al cabo de los cuales se detuvo la reaccién.

Algunos de los experimentos con DA se realizaron en presencia de acido
ascorbico (Sigma, St. Louis, MO) para disminuir la velocidad de oxidacién de la
dopamina y otros en ausencia de éste.

*Todos los farmacos utilizados fueron comprados de Research
Biochemicals International (Natik, MA).

Los resultados se analizaron utilizando la prueba estadistica "t" de
student para comparar los distintos tratamientos con los controles, con un nivel
de confianza de 95%.
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4. RESULTADOS

-Produccidn de fosfatos de inositol en respuesta a DA en las células
GT1-1: relacién dosis-respuesta y curso temporal del efecto.

Los fosfatas de inasitol (IPx; IP1, IP2 e IP3) fueran eluldos todos juntos,
ya que en determinaciones previas se observd que la proporcion de IP3 eluido
separadamente del resto de los fosfatos de inositol es muy baja (ver Hol, 1994).
Esto es debido a la rapida degradacion de los IPx por las fosfatasas del inositol.
La figura 4.1 muestra la produccién de fosfatos de inasitol en respuesta a dosis
crecientes (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 uM) de dopamina. Se muestran los
resultados de 5 experimentos independientes en los que cada uno de los
tratamientos se realizd por triplicado. Los resultados se expresan en valores
reales de nimero de desintegraciones por minuto (DPM) y son el promedio de
las tres repeticiones +/- él error estandard de la media. En esta figura se
observa que las concentraciones de 0.001, 0.01, 0.4 y 1 uM de DA no alteran
significativamente la produccién de fosfatos de inositol (P < 0.05 vs control), en
ninguno de los experimentos realizados y solo se observa una diferencia
significativa con las concentraciones de 10 y 100 uM. La estimulacién en la
produccién de IPx con estas concentraciones varian entre los diferentes
experimentos realizados, en un rango entre 8 y 60% (para 10pM) y entre 80 y
160% (para 100uM). Es por esto que se muestran los resultados de los
experimentos independientes, ademas del promedio de todos estos (figura 4.2).
El promedio de todos los experimentos de respuesta dependiente de la dosis se
muestra como porcentajes sobre el nivel basal (control) de IPx. En esta gréfica
también se observa que no hay un efecto significativo mas que con las
concentracion de 100 uM. Con esta concentracion de DA el promedio de
estimulacién observado en la produccion de IPx fue de 135% +/- 30% sobre el
control.
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PRODUCCION DE IPx EN RESPUESTA A
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE
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Figura 4.1 . Relacién dosis-respuesta de la produccion de IPx en respuesta a dopamina en células GT1-1. Se
muestran 5 experimentos independientes en los que cada tratamiento es el promedio de 3 réplicas +/- el error
std.

* P<0.05 c/r al control.



PRODUCCION DE IPx EN RESPUESTA A
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE
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Flgura 4.2. Relacién dosis-respuesta de la produccién de IPx en respuesta a dopamina. Se muestra el promedio
de los 5 experimentos que aparecen en la figura 4.1 +/- el error std.



Con el objeto de disminuir la velocidad de oxidacion de la DA en solucién,
en algunos experimentos se utilizé &cido ascdrbico como vehiculo antioxidante
en las soluciones de DA. Por esta razén se realizaron también experimentos con
el vehiculo solo, La figura 4.3 muestra el efecto de diferentes concentraciones
de acido ascdrbico sobre la produccién de IPx. Como se puede observar, el
acido ascérbico 500uM (concentracidn presente en la solucién de dopamina
100uM) presentd un efecto por si mismo sobre la produccion de IPx en las
células GT1-1 de 90% +/- 10% sobre el control, Sin embargo, el efecto de la
dopamina es auténtico, ya que en los experimentos en que se probo ésta sin el
antioxidante (figura 4.4), se obtuvo una respuesta similar a la observada en los
experimentos en que se adiciond dcido ascérbico. La dopamina 100uM sin
acido ascorbico presenté un aumento en la produccidn de IPx de 83% +/- 8%
sobre el control,

La figura 4.5 muestra el curso temporal de la produccién de fosfatos de
inositol por las células GT1-1 en respuesta a dopamina 100uM. Se utiliz esta
concentracion ya que fue la que provocd una mayor produccion de IPx en los
experimentos de respuesta dependiente de la concentracién. Se muestran los
resultados de 4 experimentos independientes, ya que la estimulacién sobre el
control en cada uno presenta variabilidad. Sin embargo, se observa claramente
en todos ellos que la respuesta es dependiente del tiempo, alcanzando un
maximo (84% +/- 27%) aproximadamente a los 30 minutos, a partir de los cuales
se eslablece una meseta. La figura 4.6 muestra el promedio de estos 4
experimentos de curso temporal. En esta figura se muestra fa estimulacién
dopaminérgica de la produccion de IPx como porcentajes sobre el control, y se
observa que hay aumentos significativos (52% +/- 18%) en la produccién IPx a
partir de los 15 minutos de tratamiento.
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PRODUCCION DE FOSFATOS DE INOSITOL EN RESPUESTA
A DOSIS CRECIENTES DE ACIDO ASCORBICO.

25000

3H-Fosfatos de Inosito! (DPM/poza)

CONTROL DA100UM  50nM  5000M  50uM .  500uM  5mM

Acido Ascorbico

Figura 4.3. Efecto del dcido ascorbico sobre la produccidn de IPx en células GT1-1, Se muestra el promedio de
3 réplicas +/- el error std.
* P<0.05 ¢/r al control,



FORMACION DE FOSFATOS DE INOSITOL EN RESPUESTA
A DOSIS CRECIENTES DE DOPAMINA EN AUSENCIA DE
ACIDO ASCORBICO

>H-Fosfatos de Inositol (DPM/poza)
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l &

, |

| CONTROL 9 8 7 6 5 4 Ac.
|

Ascérbico
DOPAMINA {-Log M) 500 uM

Figura 4.4. Produccién de IPx en respuesta a concentraciones crecientes de DA sin dcido ascérbico. Se muestra
el promedio de 3 réplicas +/- el error std.
* P<0.05 c/r al control.



PRODUCCION DE FOSFATOS DE INOSITOL EN
RESPUESTA A DOPAMINA 100 M
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Figura 4.5. Curso temporal de la produccién de IPx en respuesta a dopamina 100uM. Se muestran 4
experimentos independientes en los que cada resultado es el promedio de 3 réplicas +/- el error std.
* P<0.05 c/r al control.



PRODUCCION DE FOSFATOS DE INOSITOL EN
RESPUESTA A DOPAMINA 100 M
(PROMEDIO DE 4 EXPERIMENTOS)
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Figura 4.8. Curso temporal de la produccion de IPx en respuesta a DA 100uM. Se muestra el promedio de 4
experimentos independientes +/- el error std.



-Efecto de la forskolina sobre la produccién de IPx en células GT1-1.

Dado que la DA estimuld la produccién de fosfatos de inositol con una
baja potencia, es decir, fueron necesarias concentraciones altas (100uM) del
neurotransmisor para observar dicha estimulacion, y dado que la respuesta fue
lenta, se planted la posibilidad de que el efecto abservado fuera secundario a la
produccion de otro segundo mensajero como el AMP ciclico. Con el fin de
comprabar tal posibilidad, se estudid el efecto de la forskolina, un activador
directo de la adenilato ciclasa, sobre la produccién de IPx. Los resultados se
muestran en la figura 4.7, en la que se observa que la forskolina no estimuld de
manera significativa la produccién de IPx en células GT1-1. Se muestran los
resultados de dos experimentos en los que se probaron distintas
concentraciones (1, 10 y 100 uM) de forskolina durante distintos tiempos (10 y
30 minutos).

-Efecto de agonistas D1 y D2 dopaminérgicos sobre la produccion
de IPx en células GT1-1.

Con el fin de investigar el tipo de receptor dopaminérgico que media el
efecto de la dopamina sobre la produccion de IPx, se probd la capacidad de los
agonistas dopaminérgicos selectivos SKF-38393 (D1) y bromacriptina (D2) para
estimular la produccion de IPx. Se realizaron 2 experimentos de éste tipo, cuyos
resultados aparecen en la figura 4.8. Como se observa en la grafica, el SKF-
38393 no estimuld significativamente la produccién de IPx sobre el nivel basal
en ninguna de las concentraciones probadas (3.9, 39 y 390 uM). La
bromacriptina en la concentracion mas alta que se usd (165 uM) produjo un
aumento pequefo, aunque significativo (26% +/- 0.6%) en la produccion de IPx.
Sin embargo, este efecto no es comparable con el de la dopamina.
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INEFICACIA DE LA FORSKOLINA PARA ESTIMULAR LA
FORMACION DE FOSFATOS DE INOSITOL EN LAS
CELULAS GT1-1.
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10min 30 min dQmin. . A0min DA 100 uM
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Figura 4.7. Efecto de |a forskolina sobre la formacion de IPx en células GT1-1. Se muestran 2 experimentos
independientes en los que cada tratamiento es el promedio de 3 réplicas +/- el error std.
* P<0.05 c/r al control.



PRODUCCION DE FOSFATOS DE INOSITOL EN RESPUESTA
A AGONISTAS DOPAMINERGICOS SELECTIVOS DE
RECEPTORES D1Y D2

»
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Figura 4-8- Efecto de los agonistas dopaminérgicos selectivos SKF-38393 (D1) y Bromocriptina (D2) sobre {a
produccion de IPx. Se muestra el promedio de 3 réplicas +/- el error std.
* P<0.05 c/r al controi.



-Efecto de antagonistas D1 y D2 dopaminérgicos sobre la
estimulacién dopaminérgica de la produccién de IPx en células GT1-1,

Con el objeto de investigar el tipo de receptor dopaminérgico que media
el efecto de la DA saobre la produccién de fosfatos de inositol, se probaron las
capacidades de los antagonistas selectivos SCH-23390 (D1) y spiroperidol (D2)
para bloquear el efecto de la DA. Para ello, se aplicé cada uno de los
antagonistas (0.0, 0.1 y 1 mM) simultdneamente con DA 100 uM durante 30
minutos, y se midié la produccién total de IPx con respecto af control. En estos
experimentos se determinaron también los incrementos resultantes de la
aplicacion de DA 100uM en ausencia de antagonistas, como control interno.

Como se observa en la figura 4.9, ninguno de los antagonistas probados
en las dosis mencionadas bloqueé completamente el efecto de la DA sobre la
produccion de IPx en los experimentos en que se utilizé acido ascérbico como
antioxidante. La dosis mas baja que se utilizd en estos experimentos (10uM),
parece tener un efeclo de antagonista parcial en algunos de los experimentos
que se muestran en la fig. 4.9, por lo que se decidi6 probar dosis mas pequefias
del antagonista, ya que, ademds, la afinidad del receptor D2 por el spiroperidol
es muy alta (0.08nM). Se probaron entonces cancentraciones por debajo de 10
uM, tanto en ausencia (figura 4.10) como en presencia (figura 4.11) de
dopamina y con acido ascorbico. '

Como se observa en la figura 4.10, el spiroperidol en concentraciones
menores a 10uM no tuvo ningun efecto por si mismo sobre la produccion de IPx,
pero en dosis mayores (501M), tuvo un efecto de agonista parcial sobre este
sistema, estimulando en un 144% sabre el control la produccién de IPx. Por otro
lado, el spiroperidol en presencia de dopamina 100 uM (figura 4.11) produjo un
bloqueo parcial (de aproximadamente un 43%) del efecto de ésta sobre la
produccién de IPx con concentraciones entre 1 y 10 nM, pero no en
concentraciones mayores, como se habia observado en los experimentos
anteriores.
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EFECTO DE ANTAGONISTAS DOPAMINERGICOS
SELECTIVOS DE RECEPTORES D1Y D2 SOBRE LA
PRODUCCION DE FOSFATOS DE INOSITOL EN §
EXPERIMENTOS CON ACIDO ASCORBICO

Antagonistas Dopaminérgicos promedio

3H.-Fosfatos de inositol (% Sobre el Control)

10uM 100 uM 1mM 10uM
SPIROPERIDOL SCH-23390

1mM

DA 100 uM

Figura 4.9, Efecto de jos antagonistas dopaminérgicos selectivos SCH-23380 (D1) y Spiroperidot (D2) sobre fa
produccion de IPx en respuesta a DA 100 uM, Se muestra el promedio de 5 experimentos, cada uno por
triplicado +/- el error std.



FORMACION DE FOSFATOS DE INOSITOL EN RESPUESTA
A DOSIS CRECIENTES DEL ANTAGONISTA D2
SPIROPERIDOL EN AUSENCIA DE DOPAMINA
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CONTROL DA100uM 480pM  480M  48nM 480nM 4BUM  48uM
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Flgura 4.10. Efecto del spiroperidol sobre la formacion de IPx en células GT1-1. Se muestra el promedio de 3
réplicas +/- el error std.
* P<0.05 cir al control,



EFECTO DEL ANTAGONISTA D2 SPIROPERIDOL EN
CONCENTRACIONES MENORES A 10 uM SOBRE LA
PRODUCCION DE IPx EN RESPUESTA A DOPAMINA EN

PRESENCIA DE ACIDO ASCORBICO

-

:
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3H-Fosfatos de Inositol (DPM/poza)
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CONTROL DA 100uM  100pM

Figura 4.11. Efecto dei antagonista D2 Spiroperidol sobre ia produccién de IPx en respuesta a DA en presencia
de 4cido ascorbico. Se muestra el promedio de 3 réplicas +/- el error std.
* P<0.05 c/r al control. ** P<0.05 ¢/r al tratamiento con DA



sin embargo, dado que el 4cido ascérbico presentd un efecto por si
mismo sobre la produccion de IPx, era posible que la ausencia de antagonismo
se deblera a que los antagonistas utilizados no bloqueaban el efecto de éste. Se
realizaron entonces experimentos de competencia de la DA con sus
antagonistas, en ausencia del antioxidante. Los resultados de éstos
experimentos se muestran en la figura 4.12. Se observa claramente una
inhibicién del efecto de la dopamina con dosis pequefias de spiroperidol
(500nM), mientras que con dosis altas este antagonista presenta un efecto de
agonista parcial. Por su parte el SCH-23390 fue también capaz de bloquear el
efecto de la DA, pero Unicamente en dosis altas (70uM), mientras que con dosis
menores no tuvo efecto sobre la produccion de IPx en respuesta a dopamina.

-Efecto de antagonistas H1 histaminérgico, a y B adrenérgicos sobre
la estimulacién dopaminérgica de la produccién de IPx.

Para comprobar la especificidad de la accién de la dopamina sobre los
receptores dopaminérgicos mencionados, se prob¢ la ausencia de antagonismo
selectivo de otros tipos de receptores que podrian estar mediando el efecto en
caso de no ser especifico de receptores dopaminérgicos. Una posibilidad
podrian ser los receptores histaminérgicos H1, que se sabe estan acoplados a
la via de hidrélisis de fosfoinositidos (Noris et al., en prensa), o bien algin
receptor adrenérgico, ya que la estructura de éstos es muy similar a la de los
dopaminérgicos, y hay receptores a adrenérgicos acoplados a esta via de
senalizacion intracelular (Marx, 1987).

La figura 4.13 muestra el efecto del antagonista H1 clorfeniramina sobre
la produccion de fosfatos de inositol en células GT1-1. Se decidié utilizar este
antagonista ya que en estudios previos se habia observado que otros
antagonistas H1 (pirilalmina, triprolidina) producian un efecto agonista a
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EFECTO DE ANTAGONISTAS D1Y D2 DOPAMINERGICOS
SOBRE LA PRODUCCION DE FOSFATOS DE INOSITOL
EN RESPUESTA A DOPAMINA SIN ACIDO ASCORBICO.
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Figura 4.12. Efecto de los antagonistas dopaminérgicos SCH-23390 (D1) y spiroperidol (D2) sobre la produccion
de IPx en respuesta a DA 100 uM sin Ac. Ascorbico en 2 exp. independientes.
* P<0.05 c/r al control. ** P<0.05 ¢/r al tratamiento con DA,



concentraciones elevadas (100uM) y la clorfeniramina no presenta éste efecto
(ver Hol, 1994). Como se ve en la figura 4.13, la clorfeniramina no bloqued el
efecto de la DA sobre la produccion de IPx.

En la figura 4.14 se observa que los antagonistas adrenérgicos
fentolamina (o) y propranolol (B) tampoco bloquean la estimulacion
dopaminérgica de la produccion de IPx.



AUSENCIA DE ANTAGONISMO SELECTIVO DE RECEPTOR
H1 HISTAMINERGICOS EN EL EFECTO DE LA DOPAMINA 100
SOBRE FOSFATOS DE INOSITOL.
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Figura 4.13. Efecto del antagonista H1 histaminérgico clorfeniramina sobre la producclén de Px tanto basal
como en respuesta a DA 100uM, Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes cada uno por
triplicado +/- el error std,



AUSENCIA DE ANTAGONISMO SELECTIVO DE RECEPTORES
a Y 3 ADRENERGICOS EN EL EFECTO DE LA DOPAMINA
SOBRE FOSFATOS DE INOSITOL.
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Figura 4.14. Efecto de los antagonistas adrenérgicos fentolamina y propranolol sobre la produccién de IPx en
respuesta a DA 100 uM. Se muestra el promedio de 3 réplicas +/- el error std.
* P<0.05 c/r al control.



5. DISCUSION.

€l objetivo de este trabajo fue determinar si la dopamina afecta el
recambio de fosfoinositidos en neuronas GnRHérgicas inmortalizadas, asi
como, de existir este efecto, determinar si podria explicar el hecho de que hay
una diferencia entre la eficacia de la DA y la NE para facilitar la produccién de
AMP ciclico siendo que ambas estimulan con igual eficacia la secrecién de
GnRH. Esto, como se planted, se podria explicar si 1a dopamina inhibiera alguna
via de transduccién intracelular, como puede ser 1a produccién de fosfatos de
inosital, que se sabe estan invalucrados en la secrecion de GnRH inducida por
algunos neurotransmisores conmo la endotelina (Krsmanovic et al,, 1991) y la
histamina (Noris et al., en prensa), o bien si {a NE estimulara la produccion de
éstos u otros segundos mensajeros con un efecto sumatorio al de la produccion
de AMP ciclico. De acuerdo a los resultados obtenidos, la estimulacién de la
produccién de fosfatos de inositol por ta dopamina en celulas GT1-1 no explica
entonces estas discrepancias.

E! efecto de la dopamina sobre la produccion de IPx en las células GT1-1
no parece tener un significado fisiologico en cuanto a la participacién de estos
segundos mensajeros en la secrecion de GnRH facilitada por DA, ya que la DA
mostrd un efecto significativo sobre este sistema Unicamente en dosis mucho
mayores (100 veces) que aquellas con las que se obtiene una respuesta
maxima sobre Ia secrecion de GnRH. El efecto de la DA sobre IPx parece ser
mediado por receptores de tipo D2, como sugieren los datos correspondientes a
los experimentos con antagonistas dopaminérgicos, en los que la respuesta a la
DA fue bloqueada por spiroperidol, un antagonista selectivo de éste tipo de
receptores, en una concentracién pequeiia (700nM) con respecto a la
concentracion de DA aplicada. Por otro lado el antagonista de receptores D1
SCH-23390 fue capaz de blogquear dicho efecto Unicamente en dosis altas
(50uM). Sin embargo, la baja potencia del agonista D2 bromocriptina para
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estimular la produccion de IPx, aunada a la baja potencia de la dopamina para
ejercer este efecto, sugiere que los receptores D2 que podrian mediar este
efecto estén acoplados con una baja eficiencia a la transduccidn de las sefiales
intracelulares, Esto podria ser producto de un defecto en el receptor por tratarse
de células transformadas, o bien de una baja eficacia de acoplamiento
provocada por algun defecto en el funcionamiento de las proteinas G
involucradas. Finalmente no podemos descartar la posibilidad de que la
fosfolipasa C en éstas células funcionara deficientemente, aunque esto es poco
probable, ya que por otros estudios de este tipo realizados en células GT1-1, la
produccion de IPx no parece ocurrir de manera anémala.

Alternativamente, el efecto de la dopamina sobre la produccién de 1Px
podria ser un efecto inespecifico ya sea a través de otro(s) tipo(s) de
receptores, o bien un efecto no mediado por receptores, por ejemplo un efecto
causado por las propiedades reductoras de este neurotransmisor, al
encontrarse en una alta concentracion (100uM) en el medio extracelular,

En los experimentos de respuesta dependiente de la dosis, la
dopamina estimuld la produccién de IPx Unicamente con una concentracion de
100M. Esto representa una muy baja potencia con respecto a la que tiene la
DA sobre la secrecion de GnRH, 1a cual presenta respuestas maximas con una
concentracion de 1uM. Ya que la secrecién se da en respuesta a
concentraciones mucho menores de DA que las capaces de producir un
aumento en la produccién de fosfatos de inositol, esto es un argumento sélido
que sustenta |a idea de que la produccidn de IPx no esta involucrada en la
estimulacion dopaminérgica de la secrecién de GnRH.

En cuanto al curso temporal del efecto de la DA sobre la produccion de
IPx, se empiezan a observar incrementos significativos a partir de los 15
minutos de tratamiento, y el efecto aumenta con el tiempo, comenzando a
establecer una meseta aproximadamente a partir de los 30 minutos, es decir,
entre este tiempa y los 60 minutos, el incremento se hace menor,
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Hay dos formas de medir las variaciones temporales de una respuesta
bioldgica: una es analizar el recambio de la substancia que se estudia, midiendo
la cantidad de ésta presente en momentos determinados (el equivalente de la
derivada de una funcion matematica), y otra es medir la acumulacién de dicha
substancia en el medio, a diferentes tiempos (el equivalente de la integral de
una funcién). Lo que se midid en nuestros estudios de curso temporal fué la
acumulacidn de los IPx producidos, ya que los experimentos fueron realizados
en cultivos estaticos, y por lo tanto cada dato representa la cantidad de IPx
acumulada durante el tiempo anterior mas la producida en el intervalo entre
aquel y el tiempo actual, y no la tasa de recambio de los iPx. Por lo tanto, los
camblos pequeftos que podrian tener una importancia fisiclégica no
necesariamente pueden ser detectados en el momento en que ocurreh, sino con
cierto retraso. Esto hace que la sensibilidad del método no sea muy alla, y por io
tanto no podemos afirmar que no hay cambios fisiologicamente significativos
antes de los 15 o 30 minutos. E! hecho de que haya un incremento
aproximadamente lineal hasta los 30 minutos y después el aumento sea menor
entre este tiempo y los 60 minutos, indica que al menos durante los primeros 30
minutos, el receptor que media el efecto de la dopamina sigue respondiendo al
estimulo, y empieza a desensibilizarse a partir de éste tiempo. Se sabe que hay
una desensibilizacion de los receptores dopaminérgicos, por 1o menos los D1,
cuando son expuestos durante tiempos prolongados a agonistas (Martinez de la
Escalera et al., 1992 b). Aunque este tipo de experimentos en los que se mide
acumulacion no se pueden comparar directamente conﬂ aquellos en los cuales
se analizan las tasas de recambio, y no necesariamente detectan cambios
fisiologicamente relevantes en el momento en que se producen, podriamos decir
que el efecto de la dopamina sobre 6l sistema de IPx es tardio con respecto al
efecto sobre la secreciéon de GnRH, el cual se observa pocos minutos (2-5)
después de la adicion de la dopamina al cultivo (Martinez de la Escalera et al,,
1992 b). Este resultado, aunque de forma indirecta, apaya también la conclusion
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 de que la produccidn de IPx no estd involucrada en la estimulacién
dopaminergica de |a secrecién de GnRH.

Aunque en los experimentos en que probamos la accién del vehiculo
(&cido ascdrbica), -utilizado para disminuir la velocidad de oxidacién de la
dopamina-, 6 observé un incremento significativo del 155% sobre el control en
la produccién de IPx por accién del antioxidante (en la concentracién de &cido
ascdrbico utilizada con 100uM de DA, es decir 500uM), el efecto de la dopamina
8s auténtico, ya que la DA sola tuvo también un efecto significativo (84% con
500uM y 46% con 100uM) sobre la produccion de IPx. Se sabe que el 4cido
ascorbico tiene una gran cantidad de efectos bioldgicos relacionados con la
secrecion, la regulacién de algunos receptores, elc. Por sjemplo, en estudios de
unién de ligandos dopaminérgicos, el acido ascorbico inhibe la unidn tanto de
agonistas como de antagonistas a receptores dopaminérgicos (para revisidn ver
Rebec y Pierce, 1994). La naturaleza de esta inhibicidn es diferente para estos
dos tipos de ligandos. La inhibicién del pegado de los agonistas parece ser
alostérica mientras que en el caso de los antagonistas parece haber una
destruccion del sitio de unidén por una peroxidacion de lipidos de la membrana
dependiente de hierro. Esto sin embargo, se ha observado sélo en tejidos
homogeneizados, mientras que las células intactas resisten este proceso, por lo
que es poco probable que esto haya ocurrido en nuestros estudios. Dado que
los antagonistas dopaminérgicos no fueron capaces de bloquear el efecto en los
experimentos con acido ascdrbico, éste no parece actuar a través de receptores
dopaminérgicos clasicos. Ademas, el acido ascorbico tuvo un efecto sobre (a
produccion de IPx Unicamante en concentraciones de 500 yM, pero no con 100
uM o menores, lo que sugiere que este efecto probablemente no tenga un
significado fisiolégico.

Los efectos de a dopamina y el antioxidante juntos no son aditivos. Esto
sugiere o bien que el acido ascérbico impide la unién de la dopamina a sus
receptores y ejerce un efecto por si mismo (lo cual, como se explicd no parece
ser el caso), o bien que ambos utilizan la misma via de estimulacion de la
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hidrélisis de fosfoinositidos. El efecto podria ser debido, por ejemplo, a la accidn
reductora de éstas dos substancias, y es consistente con la idea de que la
accion de ia dopamina no fuera mediada por un receptor. Sin embargo, dado
que el efecto de la DA sola fué bloqueado por antagonistas dopaminérgicos y el
del &cido ascdrbico no, es poco probable que esta via explique ia accién de la
dopamina en el sistema analizado.

Otra posibilidad seria que la produccién de IPx fuera un efecto
secundario a la formacién de otro segundo mensajero, como el AMP ciclico,
cuya produccion es estimulada por dosis pequefias de dopamina (1uM). Para
analizar esla posibilidad, se probd si la forskolina, un potente activador de Ia
adenilato ciclasa, era capaz de estimular |la produccién de IPx. Sin embargo, la
estimulacién de la adenilato ciclasa con forskolina no tuva ningln efecto sobre
la produccién de IPx, lo cual sugiere que el efecto de la DA sobre este sistema
no es ejercido a través de la produccidon de AMP ciclico, sino directamente a
través de algun receptor, o por alguna otra via.

Con el objeto de encontrar el tipo de receptor que media el efecto, se
utilizaron agonistas y antagonistas de los receptores dopaminérgicos D1 y D2,
El SCH-23390 es un antagonista con una afinidad por los receptores D1 y D5
similar a la de la DA por estos, y es un orden de magnitud mas potente sobre
estos receplores que sobre los D2, D3 y D4. E! spiroperidol es un antagonista
de 3 a 4 drdenes de magnitud mas potente sobre receptores D2, D3 y D4 que
sobre los D1 y D5 y casi 2 érdenes de magnitud mas potente que la DA sobre
los receptores D2 y D3 (Peroutka, 1994).

En experimentos en los que se utilizaron estos antagonistas en presencia
de dopamina sin acido ascdrbico, el spiroperidol en una concentracién de
500nM fue capaz de bloquear completamente el efecto de la DA 100uM, io cual
es un argumento que sugiere la participacién de receptores de tipo D2 en la
mediacién del efecto de la DA sobre IPx. Por otro lado, el spiroperidol en dosis
mas altas (50uM) no bloqued el efecto de la DA. Esto podria explicarse con un

61



efecto de agonista parcial del spiroperidol. En forma consistente, en
experimentos en los que se probd spiroperidol solo, se observd un efecto
estimulante de este farmaco sobre la produccion de IPx con dosis de 48uM. Por
su parte, el agonista de receptores de tipo D2 bromocriptina estimulé
ligeramente la produccion de IPx, lo que también sugiere la participacion de
éste tipo de receptor en el efecto de la DA sobre IPx, Sin embargo el efecto de
la bromocriptina fue mucho menaor que el de la DA. Hay que tomar en cuenta
que la bromocriptina no es muy soluble en agua, y por lo tanto se podria atribuir
esta falta de efecto a la precipitacion del farmaco en el medio de cultivo. Sin
embargo, dada la alta concentracion de bromocriptina utilizada y la elevada
afinidad de! receptor D2 por éste farmaco, se podia esperar que aunque sélo un
pequedo porcentaje de ésta estuviera disuelto, esto fuera suficiente para
observar un efecto. Esto, aunado a la baja potencia de la DA para estimular la
produccidn de IPx, podria sugerir la intervencién de un receptor de tipo D2 pero
con un acoplamiento poco eficiente a la transduccidn intracelular de la sedal,

Por otro lado, el antagonista selectivo de receptores D1 SCH-23390,
bloqueé también el efecto de la DA sobre IPx, pero Unicamente en
concentraciones altas (70uM), lo cual habla de un efecto inespecifico, ya que la
constante de afinidad de! receptor D1 por este antagonista es mucho menor,
Ademas, el agonista D1 SKF-38393 no tuvo ningun efecto sobre la produccion
de {Px, lo cual descarta la posibilidad de que la DA sjerciera el efecto observado
a través de éste tipo de receptor,

En conjunto, estos resultados sugieren que e! efecto estimulatorio de Ia
DA sobre la produccién de IPx es mediado por receptores dopaminérgicos de
tipo D2, acoplados con baja eficiencia a la transduccion de sefales
intracelulares.

Se ha reportado generalmente que el receptor D1 estd acoplado positivamente

a la produccion de AMP ciclico (Sibley, 1991, Monsma et al., 1990), y casi
nunca al sistema de recambio de fosfoinositidos, aunque puede acoplarse
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también a éste mecanismo de sefalizacién en algunos modelos experimentales,
como por ejemplo en avocitos de Xenopus laevis (Mahan et al.,1989) o en el
tubulo proximal del riién (Felder et al., 1989). Como las células GT1-1 son
células transformadas, no se puede excluir la posibilidad de que ocurriera un
acoplamiento similar de éste receptor, sin embargo nuestros resultados
sugieren que no es éste receptor el que media el efecto de la DA en el sistema
de produccién de IPx. El receptor D2 se describe generalmente como un
receptor “inhibidor”, ya que en general se encuentra acoplado negativamente
tanto a ta produccién de AMP ciclico -a fravés de una proteina G sensible a la
toxina de pertussis, del tipo Gi/Go (Bunzow et al., 1988)- como a la liberacién de
calcio dependiente de IP3 (Vallar y Meldolesi, 1989), por lo que no es de
esperarse encontrarlo estimulando la produccién de IPx, aunque existe la
posibilidad de que en las neuronas GnRHérgicas este receptor se acoplara de
manera distinta a las vias de sefalizacién intracelular. Por otro lado, no se
puede descartar la posibilidad de que en un modelo transformado como son las
células GT1 el acoplamiento de los receptores fuera distinto al que se encuentra
normalmente en las células GnRHérgicas. El receptor D3 por otra parte, se
acopla en general negativamente a la adenilato ciclasa, pero a través de una
proteina G diferente de la que acopla al receptor tipo D2 (Sibley, 1991), y no se
ha descrito que se acople a la via de hidrélisis de fosfainositidos. El receptor de
tipo D4 inhibe también a la adenilato ciclasa a través de una proteina G del tipo
de las acopladas al receptor D2 (Cohen et al., 1992). Finalmente el receptor D5
tiene una farmacologia muy similar a la del receptor D1, y.como éste, se acopla
a la activacion de la adenilato ciclasa a través de proteinas Gs (Watsan y
Arkinstall, 1994), pero no se ha descrito su acoplamiento al sistema de recambio
de fosfoinositidos. Esto aunado a la ineficacia del SCH-23390 (el cual tiene una
afinidad alta por el receptor DS, parecida a la que tiene por el D1) para bloquear
el efecto de la dopamina en concentraciones cercanas a su constante de
afinidad, hacen poco probable que receptores de tipo D5 participen en la
estimulacion dopaminérgica de la produccion de IPx. E! receptor de tipo D2,
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entonces, es el receptor dopaminérgico que podria mediar mas probablemente
el efecto observado en nuestros experimentos, ya que se ha descrito que se
acopla a la via de hidrélisis de fosfoinositidos, aunque como ya se ha dicho, se
ha descrito un acoplamiento negativo a éste sistema. Sin embargo, no se puede
descartar, como se dijo, !a posibilidad de que en un modelo celular transformado
como son las células GT1-1 se acoplara de distinla manera a los mecanismos
de transduccién intracelular.

En resumen, la estimulacién dopaminérgica de la produccién de IPx no
parece explicar las observaciones de que la dopamina estimula la produccién de
AMP ciclico al doble de lo que o hace la norepinefrina cuando ambas estimulan
la secrecion de GnRH con una eficacia similar. Este efecto, como se dijo, podria
ser explicado si la DA inhibiera a alguna via de sefalizacién intracelular,
disminuyendo asi el efecto que tiene mediado por AMP ciclico, o bien si la NE
estimulara alguna via de sefializacion produciendo un efecto sumatorio al del
AMP ciclico. El hecho de que la DA estimule la produccién de IPx no explica
entonces estas observaciones, Otra posibilidad para explicar este fenémeno,
seria que la cantidad de AMP ciclico producido por la NE sea suficiente para
tener una secrecién maxima de GnRH, y el efecto de la DA induciendo la
- formacion de una cantidad mayor de AMP ciclico no se reflejase en la secrecion
de GnRH. La produccién de fosfatos de inositol, no parece entonces estar
involucrada en la estimulacidn dopaminérgica de la secrecién de GnRH, ni
explica las diferencias en la produccion de AMP ciclico observadas en
respuestaa DAy NE en las células GT1-1.
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