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RESUMEN

Este estudio- se realiz6 para determinar: 1) los subtipos de receptores adrenérgicos que
intervienen en la sintesis- de AMPc estimulada por norepinefrina (NE) en el hipotalamo y el
hipocampo de la rata y 2) si los efectos de las hormonas ovdricas sobre el sistema

- noradrenérgico se deben a la modificacion en la actividad de estos subtipos de receptores. La
actividad de los receptores f8 y a-adrenérgicos se determiné mediante la cuantificacién de la
formacién de AMPc inducida por agonistas adrenérgicos, en rebanadas de hipocampo y
sinaptoneurosomas de hipocampo e hipotilamo de ratas ovariectomizadas (OVX) (testigo) y
ratas OVX tratadas con benzoato de estradiol (BE), BE+progesterona (P4) y P4 sola. En el
hipocampo e hipotalamo de los animales OVX, la NE (agonista total) y el isoproterenol (ISO,
agonista B-adrenérgico selectivo) aumentaron significativamente la formacion de AMPc. La
respuesta a 1SO fue menor respecto a la obtenida con NE. Los agonistas metoxamina (a,-
adrenérgico) y clonidina (o,-adrenérgico) por si solos no modificaron la formaciéon de AMPc.
Sin embargo, la adicion de metoxamina durante la estimulacion con ISO aument¢ Ia produccion
de cAMPc a niveles semejantes a los obtenidos con NE; este efecto no se observd con la
clonidina. En las rebanadas de hipocampo, el propanolol (antagonista B-adrenérgico) inhibid
significativamente la- formacién de AMPc inducida por NE; la fentolamina (antagonista o~
adrenérgico) produjo una inhibicion menor y la yohimbina (antagonista o,-adrenérgico) no tuvo
efecto significativo. La administracion de BE redujo significativamente la produccion de AMPc
estimulada por ISO en el hipocampo. El BE simultineamente redujo la respuesta a 1SO y
aumento la potenciacion por metoxamina sobre la formacién de AMPc inducida por ISO en el
hipotalamo, La administracién de P4, sola o combinada con BE, aumentd el efecto potenciador
de la metoxamina sobre la produccion de AMPc estimulada por ISO en :ebanadas de
hipocampo; la hormona bloqueé la accién potenciedora dc la meloxamina en
sinaptoneurosomas de hipotdlamo. El anélisis de Scatchard de la uni6n de radivligando a los
receptores 8, en membranas de hipotalamo e hipocampo de animales OVX y OVX con
sustitucion hormonal, indica que las modificaciones en la formacion de AMPc inducidas por los
esteroides ovaricos no se correlacionan con cambios en el nimero o en la afinidad de los
receptores f3-adrenérgicos. Los resultados de este estudio indican que: 1) en el hipotalamo y el
hipocampo de las ratas OVX, la NE estimula la sintesis de AMPc mediante la activacién de los
receptores B y oy, -adrenérgicos; 2) los estrégenos disminuyen la actividad de los receptores By .
aumentan la actividad de los receptores a,-adrenérgicos en el hipotilamo, mientras que en el
hipocampo sélo reducen la actividad de los receptores B; 3) la P4 aumenta la actividad de los
receptores a,-adrenérgicos en el hipocampo y en el hipotalamo bloquea su actividad.



SUMMARY

The present study was undertaken to determine 1) the adrenergic receptor subtypes involved in
norepinephrine stimulated cAMP synthesis in the female rat hypothalamus and hippocampus and
2) whether the effects of ovarian hormones on the noradrenergic system could be due to a
modification of these receptor subtype activity. The activity of B and a-adrenergic receptors
was assessed by measuring the ;CAMP formation induced by adrenergic agonists in hippocampus
slices and hippocampus and hypothalamus synaptoneurosomes either from ovariectomized
(OVX) rats (controls) or from OVX rats treated with estradiol benzoate (BE), progesterone
(P+) or a combination of both hormones. In OVX animals, NE (a total agonist) and
isoproterenol (ISO, a B selective agonist) sngmﬁcantly highered the cAMP levels in the
hippocampus and the hypothalamus. The response to ISO was less than the response to NE.
Agonists methoxamine (an o,-adrenergic agonist) and clonidine (an a,-adrenergic agonist) did
not by themselves modify the cAMP levels. However, methoxamine- but not clonidine- addition
during ISO stimulus, increased the cAMP formation to levels similar to those observed with
NE. In hippocampus slices, propranolol (a B-adrenergic antagonist) effectively inhibited NE-
induced cAMP formation; phentolamine (an a;-adrenergic antagonist) showed a smaller
inhibition, while yohimbine (an o,-adrenergic antagonist) showed no sigunificant effect. BE
administration significantly reduced the responsiveness to ISO in the hippocampus but
simultaneously enhanced methoxamine potentiation of 1SO-induced hypothalamus cAMP
formation. P4 treatment alone or combined with BE, increased methoxamine potentiation of the
hippocampus slices response to ISO while it eliminated methoxamine increase of ISO response
in the hypothalamus synaptoneurosomes. A Scatchard plot analysis of radioligand binding to the
B-adrenergic receptor in hypothalamus membranes and hippocampus from OVX and hormone
treated animals shows that hormone dependent modifications of cAMP accumulation do not
correlate with either changes in B-adrenergic receptor number or with binding affinity. These
results suggest that 1) NE-stimulated cAMP synthesis in OVX rat hypothalamus and
hippocampus is effected through B and a;-adrenergic receptor activation 2) estrogens reduce p
but increase o,-adrenergic receptor activity in the hypothalamus and reduce B receptor activity
only in the hippocampus and 3) Ps increases a.l-adrenerglc receptor activity in the hippocampus
while blockmg this activity in the hypothalamus,



INTRODUCCION

Clasicamente se reconoce que las acciones de las hormonas esteroides en ef Sistema Nervioso
Central (SNC) comprenden dos tipos de efectos: 1) organizacionales que son inducidas
principalmente durante un periodo especifico del desarrollo cerebral y que producen una
modificacién permanente en la estructura y funcién neuronal, y 2) activacionales que son
reversibles y se ejercen repetidamente a lo largo de toda la vida del organismo (McEwen y col.,
1982; Pfaff y McEwen, 1983).

_ Los efectos activacionales de los esteroides incluyen desde la modulacién de procesos
metabolicos neuronales hasta la regulacion de procesos integrativos como la conducta, estados
afectivos, aprendizaje y memoria, respuestas adaptativas a las modificaciones ambientales, asi
como su participacién como sefiales especificas en el control neuroenddcrino de la secrecion de
hormonas adenohipofisiarias (McEwen y Parsons, 1982; De Kloet, 1991).

El mecanismo principal de accion de las hormonas esteroides involucra su unidn a receptores
nucleares especificos y la regulacion de la transcripcion gendmica, por lo que la manifestacion
del efecto biologico presenta periodos de latencia de horas a dias (Yamamoto, 1985; Beato y
col., 1989). Sin embargo, también se han descrito efectos con latencias en el orden de segundos
o minutos, que muy probablemente implican un mecanismo de accién mediado por la
interaccion de la hormona con sitios membranales especificos (Schumacher;, 1990a; McEwen,
1991).

En el control ncurocndécrino de la secrecion de gonadotrofinas, los esteroides ovaricos no
parecen ejercer su accion de retroalimentacion directamente en las neuronas hipotalamicas que
sintetizan la hormona liberadora de gonadotrofinas (LHRH), dado que estas neuronas no
contienen receptores a estrogenos ni a progesterona (Ps) (Shivers y col.,, 1983; Fox y col,,
1990). La transmision de la informacion de las neuronas que concentran esteroides ovaricos a
las neuronas LHRHérgicas es mediada por diferentes sistemas de neurotransmision, entre los
cuales el sistema noradrenérgico juega un papel importante (Kalra, 1986; Kordon y col., 1994).

La evidencia actual acerca de la participacion del sistema noradrenérgico en el control de la
secrecidn de gonadotrofinas, puede resumirse de la siguiente manera:

1) Numerosas terminaciones noradrenérgicas, que se originan en el tallo cerebral
(principalmente en los grupos celulares A1, A2 y locus coeruleus) se asocian estrechamente
con los cuerpos celulares de las neuronas que sintetizan Ia hormona liberadora de
gonadotrofinas (LHRH) (Moore y Bloom, 1979, Jennes y col., 1982).

2) Laliberacion de norepinefrina (NE) en las sinapsis noradrenérgicas hipotalamicas, inducida
por activacién de las neuronas del grupo celular At y del locus coeruleus, aumenta la
secrecion de la luteotropina (LH) hipofisiaria. La respuesta es bloqueada por la
administracién de inhibidores de la sintesis de NE (Gitler y Barraclough, 1987a,b, 1988;
Herbinson y col., 1990).




3) Laalteracion en la actividad noradrenérgica hipotalamica se asocia con modificaciones en
1a liberacién de LHRH y en la descarga pulsatil de LH. El recambio de NE en los niicleos
predptico medial, arqueado, supraquiasmaético y en la eminencia media, es mayor durante
los periodos en los que la sintesis y secrecion de LHRH y LH se encuentran aumentadas,
por ejemplo durante el proestro en ratas normales y después de la administracion de
esteroides ovéricos en ratas ovariectomizadas (OVX) (Honma y Wuttke, 1980; Wise y
col., 1981; Rance y col., 1981).

4) Los efectos moduladores de la NE sobre la liberacién de gonadotrofinas, dependen del
_ambiente hormonal. En ratas OVX la NE inhibe Ia liberacion de LHRH, pero en animales
normales y en animales QVX tratados con esteroides ovaricos la NE estimula la liberacion
de LHRH. La accién facilitadora de la NE parece ser mediada por activacion de los
receptores o,-adrenérgicos y la accién inhibitoria por activacién de los receptores f-
adrenérgicos, localizados en las sinapsis noradrenérgicas (Céceres y Taleisnik, 1930;
Drouva y col., 1982; Taleisnik y Sawyer, 1986; Brann y Mahesh, 1991; Wessner y col,,
1993).

Aln cuando la informacién anterior reflcja un avance importante en el conocimiento de la
participacion de la interaccion de los esteroides ovaricos con las neuronas noradrenérgicas en el
control de la secrecion de gonadotrofinas, la valoracion del efecto especifico de los esteroides
oviéricos sobre el sistema noradrenérgico es dificil, ya que:

1) La mayoria de los estudios se han realizado en el hipotalamo, sin tomar en cuenta que la
actividad neuronal depende, tanto de las fluctuaciones ciclicas de las hormonas ovaricas,
como de la actividad ritmica propia de los nicleos marcapaso incluidos en esta area
cerebral.

2) En la mayoria de los casos, los disefios experimentales no permiten diferenciar si el efecto
de los esteroides se debe a su accion sobre el metabolismo neuronal en general, o a sus
efectos de retroalimentacion sobre neuronas localizadas en una red neuronal especifica en
el control de la secrecion de gonadotrofinas. Esto se debe en parte a que hasta muy
recientemente se tiene. un conocimiento mas preciso de las entradas que recibe una
neurona determinada.

3) Los efectos de la manipulacién de hormonal no son tomados en cuenta ni discutidos en
términos de los fendmenos de autorregulacion de la actividad sinaptica, como la
hipersensibilizacion, desensibilizacion y regulacion cruzada.

Debido a estas limitaciones, la informacion disponible en relacién a los mecanismos por los
cuales los esteroides modulan la neurotransmision noradrenérgica en el SNC es incompleta. De
ahi que, en este trabajo nos intereso el estudio de los efectos de los esteroides oviricos sobre
los cambios neurequimicos que ocuiren a nivel de ia transmision sindptica, en particular sobre la
actividad del sistema receptor B-adrenérgico-adenilato ciclasa. La informacién obtenida en este
sentido puede ser relevante, ya que ademas de ayudar a precisar la accion moduladora de los
esteroides sobre los circuitos noradrenérgicos que intervienen en el control de la secrecion de
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gonadotrofinas, puede dar informacion de la manera en que las neuronas proceden
- metabolicamente para el manejo de las sefiales extracelulares.

CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS

Los receptores adrenérgicos se han clasificado en 3 tipos (@, e, ¥ B) y varios subtipos,
dependiendo de sus caracteristicas farmacolgicas y de las vias de transduccién de la sefial que
desencadenan. En términos generales, los receptores B-adrenérgicos se acoplan a la proteina
unidora de nucleétidos de guanina estimuladora (Gs), activan a la adenilato ciclasa y aumentan
la concentracion intracelular de AMPc; los receptores a,-adrenérgicos se acoplan a la proteina
G inhibitoria (Gi) y disminuyen la actividad de la adenilato ciclasa y la concentracion intracelular
de AMPc (Gilman, 1987, Strosberg, 1990; Summers y McMartin., 1993).

Los receptores o,-adrenérgicos activan a un efector diferente, la fosfolipasa C, que cataliza la
hidrélisis de fosfatidilinositol 4,5,-bifosfato e induce la formacion de los segundos mensajeros:
inositol 1,4,5-trisfosfato y diacilglicerol, responsables de la movilizacion de calcio intracelular y
activacion de la proteina cinasa C, respectivamente (Nishizuka, 1988; Berridge, 1993). La
naturaleza exacta de la proteina G que interviene en el acoplamiento entre el receptor a,-
adrenérgico y la fosfolipasa C no se ha determinado, pero se ha sugerido que podria ser algin
miembro de la famifia Gq (Smarcka y col., 1991; Wu y col., 1992).

La activacion simultanea de los diferentes subtipos de receptores adrenérgicos por la NE,
implica que la respuesta neuronal depende del nivel de actividad de cada uno de los receptores y
de las diferentes interacciones que se establecen entre ellos.

MECANISMOS DE REGULACION DE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR 8-ADRENERGICO

La sensibilidad de los receptores B-adrenérgicos a la NE es regulada dinamicamente. En la
sinapsis existen mecanismos de control que, por un lado, permiten que 12 neurona postsiniptica
responda rapidamente al agonista y, por el otro, la protegen contra alteraciones extremas y
sostenidas en la liberacion de NE. Asi, en condiciones en las que disminuye la cantidad de
neurotransmisor en el espacio siniptico, se presenta un aumento en la. sensibilidad de los
receptores al agonista (hipersensibilizacion), mientras que en situaciones en que los receptores
estén expuestos a cantidades elevadas del neurotransmisor, se presenta una disminucion en la
sensibilidad al agonista (desensibilizacién).

INTRODUCCION ; ) - BRI T - PR Y



- Desensibilizacién

A cuando en el proceso de desensibilizacion intervienen diversos mecanismos bioquimicos, se
han identificado 2 patrones generales: la d ibilizacién homaéloga que se caracteriza por
una disminucion en la sensibilidad de la adenilato ciclasa, limitada al receptor especifico
ocupado por el agonista y la desensibilizacién hcteréloga en la que se presenta una
disminucién en Ia respuesta no sélo del receptor ocupado por ¢l agonista, sino de otros
receptores acoplados al mismo sistema de transduccion de la sefial (Harden, 1983; Sibley y
Lefkowitz, 1985; Sibley y col., 1987; Benovic y col., 1988).

En términos conceptuales esta division representa un acercamiento Util para el estudio del
fendmeno de desensibilizacion, Sin embargo, no siempre es clara, ya que en muchas situaciones
ambos procesos ocurren simultineamente y varios sistemas celulares pueden utilizar
combinaciones de los diferentes mecanismos de desensibilizacion.

Desensibilizacion Homdloga

La desensibilizacion homéloga del receptor B-adrenérgico involucra al menos tres etapas
diferentes: a) el desacoplamiento inicial rapido (segundos a minutos) del receptor de la Gs, sin
pérdida detectable en el nimero de receptores; b) secuestro, a los pocos minutos de
estimulacion por el agonista, los receptores son secuestrados en vesiculas subcelulares, en
donde permanecen inaccesibles al agonista y alejados del resto de los componentes del sistema
(Gs y adenilato ciclasa); ¢) regulacién a Ia baja, después de la exposicion prolongada al
agonista (horas), el numero de receptores disminuye por la reduccidon en su sintesis o el
aumento en su degradacion (Benovic y col., 1988; Hausdorff'y col., 1990).

Un evento clave que intervicne en el proceso de desensibilizacion es la fosforilacion del
receptor, catalizada por la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) y por una proteina
cinasa especifica, denominada receptor B-adrenérgico cinasa (B-ARK). La B-ARK es una
enzima citosolica que fosforila solo la forma del receptor ocupado por el agonista; la union del
agonista al receptor induce Ia translocacion de la enzima a la membrana en donde fosforila sitios
especificos del receptor B-adrenérgico. Esta modificacion promueve el desacoplamiento parcial
del receptor B-adrenérgico de Gs y facilita Ia unién de un cofactor, denominado B-arrestina, que
previene por completo la interaccion del receptor con Gs (Benovic y col., 1986, 1987, 1989,
1991; Lefkowitz y col., 1990; Lohse y col., 19904, b; Pitcher y col., 1992; Chen y col., 1993).

La contribucién relativa de los mecanismos mediados por la PKA y por la B-ARK en la
desensibilizacion homologa parece estar determinada por las caracteristicas cinéticas de cada
una de las reacciones,

Se ha propuesto que la fosforilacién del receptor catalizada por la B-ARK y la desensibilizacién
subsecuente es importante en el cerebro, en donde los receptores sinapticos estan expuestos,
tanto a cambios rapidos, como a cantidades elevadas de catecolaminas (HausdorfF y col., 1990;
Lohse y col., 1990a; Roth y col., 1991). En apoyo a esta hipotesis se ha descrito, mediante el
andlisis de los mRNAs, que existen dos subtipos de B-ARKs (BARK: y BARK2) y de B-
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arrestinas (B-Arrestinai y P-Arrestinaz) que son expresados principalmente en el cerebro
(Benovic y col., 1989, 1991; Lohse y col., 1990b; Attramadal y col., 1992).

" La desensibilizacion dependiente de PKA, dado que es un mecanismo de desensibilizacién lenta
y que ocurre a concentraciones bajas del agonista, es probable que no sea un mecanismo de
regulacion eficaz para los receptores B-adrenérgicos predominantes en el cerebro (B,), pero si
adecuado para Ia modulacién de la sensibilidad de los receptores B predominantes en los tejidos
periféricos (B,) (HausdorfT y col., 1990; Roth y col., 1991).

Desensibilizacién Heterdloga
En Ja desensibilizacion heteréloga se presenta una disminucion mas general de la respuesta

celular, debido a Ia modificacién en los dife compc del si B-adrenérgico
(receptor, proteina G y adenitato ciclasa). -

La modificacién a nivel del receptor B-adrenérgico involucra la fosforilacion catalizada por la
PKA, que es activada en respuests a la estimulacion del receptor o a cualquier estimulo que
incremente la concentracién intracelular de AMPc. La PKA fosforila sitios especificos del
receptor B-adrenérgico e inhibe su acoplamiento con la proteina Gs (Benovic y col., 1985;
Clark y col., 1988, 1989; Lefkowitz y col., 1990).

En varios tipos celulares, la desensibilizacion heterloga se acompafia de modificaciones en Ia
cantidad o en la actividad de la proteina Gs (Kassis y Fishman, 1982, Garrity y col., 1983;
Premont e Iyengar, 1989) o de la proteina Gi (Hadcock y col. 1990; Reithman y col., 1991), la
adenilato ciclasa también puede ser modificada directamente durante el praceso (Premont y col.,
1992). ' .

Regulacién Cruzada

El anélisis de los eventos que ocurren en condiciones de estimulacion sostenida de un receptor
ha permitido identificar alteraciones en la sensibilidad y en la expresion de los componentes de
los sistemas de transduccién acoplados a otros receptores, fendmeno denominado "regulacién
cruzada® (Hadcock y col,, 1990; Morris y col., 1991). Este tipo de regulacion permite explicar
la manera en que la célula puede procesar e integrar la informacion que recibe de agonistas
endégenos, como la NE, que activan vias miltiples de transduccion de la sefial. La NE induce la
estimulacién e inhibicion de la adenilato ciclasa, mediada por los receptores B y a,-
adrenérgicos, respectivamente, y la estimulacion de la fosfolipasa C, mediada por los receptores
o, -adrenérgicos.

La activacion persistente de los receptores f-adrenérgicos, no sélo desensibiliza a este sistema,
sino que ejerce una regulacion cruzada sobre los receptores acoplados de manera inhibitoria a la
adenilato ciclase, aumentando su semsibilidad al agonista (Hadcock y col., 1990; Sakaue y
Hoffinan 1991). Asimismo, la estimulacion prolongada de los receptores acoplados a la
inhibicién de la adenilato ciclasa, por un lado, desensibiliza a estos receptores y, por el otro,
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incrementa la actividad de los receptores acoplados a la via estimuladora de la enzima (Jones y
col., 1987; Hadcock y col., 1991; Port y col., 1992).

La regulacién cruzada también se extiende a la via estimuladora de fosfolipasa C; la activacion
persistente de los receptores B-adrenérgicos aumenta la actividad de los receptores o-
adrenérgicos (Morris y col., 1991). Cambios en el sentido opuesto se presentan como
consccuencia de la estimulacién prolongada de los receptores acoplados a la fosfolipasa C, que
produce un incremento en la sensibilidad de! sistema de adenilato ciclasa (Johnson y Towes,
1990). ’

La comunicacion entre diferentes vias de transduccion de la sefial también opera como un
mecanismo de integracién a corto plazo, durante la activacién simultinea de los diferentes
subtipos de receptores adrenérgicos. De esta forma, el repertorio de respuestas celulares es
aumentada por estas interacciones que pueden ser sinérgicas, potenciadoras o antagonicas.

En el cerebro se ha demostrado que la NE estimula la sintesis de AMPc, mediante la activacion
de los receptores a, y B-adrenérgicos. Los receptores o,-adrenérgicos no se encuentran
acoplados directamente a la adenilato ciclasa, pero ejercen un efecto potenciador sobre la
‘respuesta de los receptores B-adrenérgicos en distintas 4reas cerebrales (Daly y col., 1980a,
1981; Leblanc y Ciaranello, 1984; Vanacek y col,, 1985; Pilc y Enna, 1985; Johnson y
Minneman, 1986; Stone y Herrera, 1986; Etgen y Petitti, 1987, Duman y Enna, 1987; Robinson
y Kendall, 1989a,b). Se ha sugerido que los receptores a, también pueden potenciar la
respuesta B-adrenérgica (Pilc y Enna, 1986, Petitti y Etgen, 1989).

Ain cuando no se ha establecido el mecanismo por el cual los receptores a, potencian la
respuesta de los receptores f3-adrenérgicos, s¢ han propuesto varias hipotesis para explicar el
fendmeno. Dado que se requiere de la entrada de calcio extracelular para que se presente esta
respuesta (Schwabe y Daly, 1977; Duman y col., 1986), se ha sugerido que las enzimas
dependientes de calcio, como la fosfolipasa A2 (Duman y col., 1986, Ho y Klein, 1987; Chik y
" col., 1991) y la proteina cinasa C (Hollingsworth y col., 1985a; Karbon y col., 1986; Sugden y
Klein, 1988, Anand-Srivastava y Srivastava, 1990; Gusovsky y Gutkind, 1991; Houslay, 1991)
intervienen en el proceso.

Estas dos posibilidades no son excluyentes , ya que el aumento en la produccién de AMPc,
mediado por los receptores a, -adrenérgicos, puede ocurrir por mecanismos asociados, tanto a
la fosfolipasa Az, como a la fosfolipasa C. La fosfolipasa A2, activada por la entrada de calcio
extracelular, induce la liberacion de dcido araquidonico a partir de fosfolipidos membranales y
éste puede estimular directamente a la cinasa C. El diacilglicerol formado por activacion de la
fosfolipasa C, acoplada al receptor o, -adrenérgico, activa a la proteina cinasa C (McPhail y
col., 1984; Murakami y Routtenberg, 1985, Axelrod y col., 1988). Por lo tanto, la activacién de
la cinasa C, ya sea por la estimulacion de la fosfolipasa C y la formacién de diacilglicerol o por
fa activacion de la fosfolipasa Az y la liberacién de dcido araquidénico, puede ser un evento
clave en la regulacion o-adrenérgica de la formacion de AMPc.
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La cinasa C es capaz de actuar sobre los diferentes componentes del sistema f-adrenérgico y
regular la formacién de AMPc. La cinasa C puede fosforilar a la Gs y aumentar su actividad o
facilitar su acoplamiento con la subunidad catalitica de la adenilato ciclasa (Bell y col., 1985),

" . puede fosforilar a la Gi y disminuir su capacidad para inhibir a la adenilato ciclasa ¢

incrementando la sensibilidad de la adenilato ciclasa a la activacion por Gs (Katada y col., 1985;
Watanabe y col., 1985; Bell y Brunton, 1986) o puede fosforilar dircctamente a la subunidad
catalitica de la adenilato ciclasa (Yoshimasa y col., 1987; Simmoteit y col., 1991).

La participacion de la cinasa C en los mecanismos que intervienen en la modulacion o, de la
respuesta B-adrenérgica, no parece ser un mecanismo general , ya que en la corteza cerebral de
rata el fenomeno de potenciacion ,-adrenérgica sobre la sintesis de AMPc, estimulada por e
receptor B, no es mediado por Ia cinasa C ni por la fosfolipasa A2 (Robinson y Kendall, 1989a).
Una explicacion probable es 2 participacion de una poblacion de receptores «,-adrenérgicos,
que no se asocian con la activacion de estas enzimas.

En el cerebro de rata se han identificado al menos dos subtipos de receptores o, con diferentes
propiedades farmacologicas y biogquimicas: o, y o, (Morrow y Creese, 1986; Johnson y
Minneman, 1987, Bylund, 1992). Los receptores o, inducen principalmente un aumento rapido
en la formacion de 1,4,5-trisfosfato y Ia liberacion de calcio de depdsitos intracelulares, mientras
que los receptores a,, promueven la entrada de calcio extracelular a través de canales sensibles
a voltaje (Han y col., 1987, Minneman, 1988; Wilson y Minneman, 1990). Es probable que en
tejidos como la corteza cerebral de rata, en los cuales el efecto potenciador del sistema «,-
adrenérgico sobre la formacion de AMPc aparentemente es independiente de la activacion de la
cinasa C y de la fosfolipasa A2 (Robinson y Kendall, 1989a,b), el aumento en la disponibilidad
de calcio intracelular, por activacion de los receptores a;, sea el factor dcterminante en la
modulacion de la interaccion entre los receptores o, y B-adrenérgicos,

REGULACION HORMONAL DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS

Entre las acciones celulares de los esteroides destaca su participacion como moduladores de la
respuesta celular a los efectos de la NE, "accién permisiva™ (Ros y col., 1988; Malbon y col.,
1988). Gran parte de la informacion que existe en este sentido, se ha obtenido del estudio con
los glucocorticoides.

Esteroides Adrenales

Un sitio importante de modulacién por los esteroides adrenales en Ia sinapsis noradrenérgica es
el sistema de adenilato ciclasa sensible a NE. Esta regulacién se ha estudiado en modelos
experimentales que producen cambios cronicos en las concentraciones circulantes de esteroides,
como el estrés, la adrenalectomiz y la administracion de adrenocorticotropina (ACTH) o
corticosterona. La adrenalectomia aumenta la sensibilidad de la adenilato ciclasa a la NE,
mientras que el estrés y la administracion crénica de ACTH o corticosterona disminuyen la
sensibilidad de la enzima en la corteza cerebral de rata (Mobley y Sulser, 1980a,b; Mobley y
col., 1983; Stone y col., 1987).
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Los efectos "permisivos” de los glucocorticoides sobre la sensibilidad del sistema de adenilato
ciclasa pueden ser ejercidos en los distintos componentes del sistema: receptor (Foster y
Harden, 1980; Nakada y col., 1987), adenilato ciclasa (Johnson y Jaworski, 1983; Rodan y
col., 1984; Forray y Richelson, 1985; Ros y col., 1989a) y proreina G (Rodan y Rodan, 1986;
Lacasa y col., 1988; Ros y col., 1989b).

En varios tipos celulares, el aumento en la sensibilidad a los agonistas B se asocia con un
incremento en el nivel de expresion del receptor 3-adrenérgico (Foster y Harden, 1980; Norris y
col., 1987; Hadcock y Matbon, 1988). Esta accién ocurre por la unidn del complejo hormona-
receptor a secuencias especificas de DNA, denominadas elementos de respuesta, que estan
presentes en el gen del receptor B-adrenérgico (Emorine y col., 1987, Malbon y Hadcock,
1988).

Existe poca informacién acerca de los efectos hormonales sobre la regulacion de las proteinas G
en el SNC, pero se ha demostrado que la adrenalectomia disminuye significativamente la
cantidad de la subunidad o de la proteina Gs y la administracion subsecuente de corticosterona
aumenta y disminuye la cantidad de las subunidades o de las proteinas Gs y Gi,
respectivamente, en la corteza cerebral de rata (Saito y col., 1989).

Esteroides Gonadales

Al igual que los glucocorticoides, los esteroides ovaricos modulan el sistemas de adenilato
ciclasa sensible a NE en varias regiones cerebrales (Gunaga y col., 1974, Wagner y col., 1979,
Wagner y Davis, 1980; Etgen y Pettitti, 1986; Harrelson y McEwen, 1987). En el area
predptica y el hipotalamo la produccion de AMPc estimulada por NE varia durante el ciclo
estral; la mayor concentracion del nucléotido coincide con los periodos en que existen
concentracioncs elevadas de estradiof en plasma (Davis, 1978, Zubin y Taleisnik, 1983; Etgen
Petitti, 1986). La administraciéon combinada de estrogenos y Pa a ratas OVX disminuye la
formaciéon de AMPc estimulada por NE en el area predptica, hipotalamo e hipocampo (Etgen y
Petitti, 1987; Harrelson y McEwen, 1987; Petitti y Etgen, 1989).

La informacion acerca del efecto de los esteroides sobre el nimero de receptores adrenérgicos
es contradictoria. Se ha reportado que la administracién aguda de estrégenos a ratas OVX
aumenta el nimero de receptores B-adrenérgicos en el hipotdlamo (Wilkinson y col., 1979) y el
hipotalamo medio basal (Vacas y Cardinali, 1980), disminuye en el hipotialamo y la
adenohipéfisis (Petrovic y col.,, 1985) o no altera su concentracion en el area predptica,
hipotalamo (Etgen y Karkanias, 1990), corteza cerebral (Vacas y Cardinali, 1980; Petrovic y
col., 1985; Etgen y Karkanias, 1990) o glandula pineal (Vacas y Cardinali, 1980). El
tratamiento crénico con estrogenos disminuye la cantidad de receptores B en €l hipotalamo
(Wagner y col., 1979; Wilkinson y col., 1983), corteza cerebral (Wagner y col., 1979, Biegon y
col., 1983), cuerpo estriado, bulbo olfatorio (Wagner y col., 1979) y adenohipofisis (Petrovic y
col., 1985) o no los modifica en el hipotalamo (Pctrovic y col., 1985). .

En el caso de los receptores ct-adrenérgicos, los reportes iniciales no sefialan cambios en el
nimero de receptores por efecto de los estrogenos (Wilkinson y col., 1979; Vacas y Cardinali,
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1980, Ambrosio y col., 1984). Sin embargo, los estudios de unién con ligandos especificos para
los subtipos de receptores a-adrenérgicos, indican que el tratamiento agudo con estradiol
aumenta el nimero de sitios o, en el hipotdlamo y e! area preoptica de la rata (Etgen y
Karkanias, 1990) y la administracién crénica de la hormona incrementa la cantidad de estos
receptores en el nicleo del tracto solitario (Shackelford y col., 1988). La administracion de P4 a
los animales pretratados con estradiol no modifica la unién a ninguno de los subtipos de
receptores a-adrenérgicos en el hipotitamo y el drea predptica (Etgen y Karkanias, 1990).

A partir de estos datos es dificil valorar el efecto de los esteroides ovaricos sobre la regulacion
en la cantidad de receptores adrenérgicos, ya que:

1) En la mayoria de los estudios mencionados, los ensayos de union se realizaron en regiones
cerebrales grandes y utilizando ligandos que no discriminan entre los subnpos de
receptores o y B-adrenérgicos.

2) Las determinaciones se realizaron a horas del dia en que las diferencias en Ia cantidad de
receptores no son obvias, por ejemplo durante la maitana.

3) En ninguno de los reportes se considera que, ademas del estado hormonal, otros factores
fisiologicos como el fotoperiodo y la actividad neuronal intrinseca regulan la cantidad de
receptores.

Como se mencioné anteriormente, la regulacion homéloga en el nimero de receptores
adrenérgicos esta determinada por el grado de actividad neuronal, que depende de la cantidad
de neurotransmisor que Ilega a la postsinapsis.

Por su parte, el fotoperiodo influye de manera importante no soélo sobre la cantidad de
receptores, sino sobre la mayoria de los eventos de la neurotransmision, ya que la concentracion
de NE, las enzimas que intervienen en su metabolismo, y la cantidad de receptores presentan
variaciones circadicas en el SNC (Wirz-Justice, 1987). Los ritmos presentan un patron
determinado en cada region y pueden ser diferentes ain dentro de los nicleos de una misma
region cerebral (por ejemplo en el hipotdlamo), de tal forma que la suma de todos los nicleos
incluidos en bloques grandes de tejido, que generalmente se utilizan en los ensayos de unién, no
permite valorar el efecto especifico de los esteroides sobre la cantidad de receptores
adrenérgicos.

Debido a las dificultades metodologicas, existen muy pocos estudios en los que se haya
investigado el efecto de los esteroides ovaricos en nicleos cerebrales, considerando las
variaciones dependientes del fotoperiodo. Weiland y Wise (1987, 1989), mediante
autorradiografia cuantitativa, que permiten determinar la cantidad de receptores en ntcleos
cerebrales discretos, demuestran que en ratas OVX la concentracion de receptores o, presenta
un ritmo diurno en los niicleos supraguizsmitico y predptico mediai y en Ia glandula pineal, que
es alterado por la administracion aguda de estradiol. El tratamiento hormonal no sé6lo modifica
esta variacion ritmica, sino que disminuye el nimero de receptores o,-adrenérgicos en estas
regiones, en la eminencia media y en el micleo ventromedial.
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En el caso de los receptores B, la variacién diurna en la concentracion de receptores f3,-
adrenérgicos se presenta en la eminencia media, el nicleo ventromedial y la glandula pineal de
ratas OVX, mientras que el ritmo en la cantidad de receptores f,-adrenérgicos se presenta sdlo
en el nicleo supraquiasmatico. El tratamiento con estradiol tiene efectos diferentes en estas
areas cerebrales: suprime el ritmo de los receptores B, en la eminencia media y en el nicleo
ventromedial y de los receptores B, en el nucleo supraquiasmatico; aumenta selectivamente el
niimero de receptores B, en ¢l nicleo predptico medial; disminuye el nimero de receptores B,
en el nicleo supraquiasmético y reduce la cantidad de ambos subtipos en la glandula pineal
(Weiland y Wise, 1987, 1989).

Estos datos indican que los resultados de los estudios, en los que no se considera las variaciones
circadicas y que se realizan en éreas grandes de tejido, no son concluyentes para explicar los
efectos inducidos por los esteroides ovaricos.

INTRODUCCION R S R



JUSTIFICACION

Debido a 1a naturaleza heterogénea del hipotalamo y a a dificultad metodoldgica en el estudio
de nicleos hipotaldmicos, en este trabajo realizamos gran parte de los experimentos en el
hipocampo.

La organizacion celular del hipacampo es homogénea y su estructura y sinaptologia se han
caracterizado en detalle (Ramén y Cajal, 1911; Lopes da Silva y col,, 1990). Numerosas
terminaciones noradrenérgicas, provenientes del locus coeruleus se distribuyen por todo el
hipocampo (Jones y Moore, 1977; Loy y col., 1980) y las terminaciones sinapticas contienen
receptores, tanto B (el subtipo B, es el dominante), como a-adrenérgicos (el subtipo a, es el
dominante) (Zilles y col., 1991; Booze y col., 1993).

Los estudios inmunoenziméticos y de hibridacion "in situ", indican la presencia de cantidades
elevadas de receptores a esteroides ovaricos en el hipocampo de la rata (Pelletier y col., 1988,
Maggi y col., 1989; Simerly y col., 1990, Bettini y col., 1992). Ademas, algunos de los efectos
de los esteroides son mediados por su accién a nivel membranal (Dorner y col., 1980; Foy y
Teyler, 1982; Wong y Moss, 1991).

El hipocampo interviene en el control de la secrecion de gonadotrofinas y de la conducta sexual
femenina (Velasco y Taleisnik, 1969; Kawakami y col., 1973; Maggi y Perez, 1985) y se han
descrito diferencias sexuales y efectos de los esteroides gonadales sobre su morfologia (Wimer
y Wimer, 1985, Morse y col, 1986; Briton, 1993), concentraciébn de neurotransmisores,
enzimas y receptores (Loy y Sheldon, 1987, Luine, 1985; Beck y col,, 1990) y actividad
eléctrica (Teyler y col., 1980; Dorner y col, 1980, Foy y Teyler, 1983; Wong y Moss, 1991).

Asi, el hipocampo puede ser un buen modelo para el estudio de la actividad noradrenérgica
central y de los efectos de los esteroides ovéricos sobre la sinapsis noradrenérgica,
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HIPOTESIS

Los mecanismos mediante los cuales las hormonas ovéricas modulan la neurotransmisién
noracrenérgica en el SNC no se han determinado. La regulacién de los sistemas
noradrenérgicos centrales por los esteroides ovéricos probablemente se debe a que inducen
cambios especificos en la actividad de los diferentes subtipos de receptores adrenérgicos, lo que
se traducen en modificaciones en ¢l grado de "regulacion cruzada" de las vias de transduccion
de la seiial a Ias que se encuentran acoplados.
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DISENO EXPERIMENTAL

Una aproximacion experimental al estudio de Ia actividad de las neuronas noradrenérgicas es la

" caracterizacion de las respuestas de los subtipos de receptores a los que se une la norepinefrina.
En este trabajo evaluamos la actividad del receptor B-adrenérgico mediante la cuantificacion del
AMPc formado en funcién del estimulo cspecifico (NE y sus agonistas y antagonistas). La
modificacién de la respuesta B-adrenérgica por estimulacién del componente a-adrenérgico, se
tomé como indice de Ia actividad de los receptores c-adrenérgicos.

La actividad del sistema receptor 3-adenilato ciclasa se estudi¢ tanto en rebanadas, como en
sinaptoneurosomas de hipocampo e hipotilamo de ratas ovariectomizadas (OVX), con y sin
sustitucion hormonal.

La mayoria de los estudios sobre la actividad del sistema B-adrenérgico cerebral se han
realizado en rebanadas. En este trabajo también se utilizaron sinaptoneurosomas, ya que se ha
reportado que esta preparacion presenta varias ventajas respecto a las rebanadas. Los
sinaptoneurosomas son una preparacion en la cual se produce menor destruccion neuronal
respecto a los homogenados y contiene una gran cantidad de terminaciones presinipticas y
postsinépticas. La captacion de adenina marcada es mayor, por lo que el porcentaje de cambio
inducido por las modificaciones en la actividad de la adenilato ciclasa es mas aparente
(Hollingsworth y col., 1985a,b). Los ensayos realizados con esta preparacion presentan mayor
sensibilidad y reproducibilidad, lo que nos permitid valorar las modificaciones en la formacion
de AMPc en el hipotilamo.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) (180-200 g), obtenidas del
bioterio de la Universidad Auténoma Metropolitana-Iztapalapa. Los animales se mantuvieron en
ciclos de luz-oscuridad 10:14 horas, temperatura de 22-25°C y acceso libre a agua y alimento
(Purina). Los animales se ovariectomizaron bilateralmente y 2 semanas después de la operacion
se dividieron en los siguientes grupos:

1)  Animales OVX tratados subcutineamente (s.c.) con vehiculo (aceite de ajonjoli).

2) Animales OVX tratados s.c. con benzoato de estradiol (BE, 5 pg/ 0.1 ml de aceite de
ajonjoli) 48 horas antes del sacrificio.

3) Animales OVX tratados con BE (5 pg/ O.lml, 48 horas antes del sacrificio) +
progesterona (P4, 1 mg/ 0.2 mi de aceite de ajonjoli) 4 horas antes del sacrificio.

4)  Animales OVX tratados con Ps (1 mg/ 0.2 ml de aceite de gjonjoli) 4 horas antes del
sacrificio.

Los animales se sacrificaron por decapitacion a las 15:00 horas, ya que se ha reportado que la
actividad noradrenérgica y los efectos de los estrogenos son mayores durante la tarde (Wise y
col., 1981; Weiland y Wise, 1987, 1989). Inmediatamente después del sacrificio, se extrajo el
cerebro y se coloco en solucion Krebs-Ringer bicarbonato (KRB), pH 7.4, mantenida en bafio
de hielo con oxigenacion constante (95% 02/5% CO02). Los hipotilamos e hipocampos se
disecaron siguiendo el método descrito por Glowinski e Iversen (1966).

PREPARACION DE REBANADAS

Las rebanadas (225 um de espesor) de los hipocampos se obtuvieron en un seccionador de
tejido Sorvall. Las rebanadas se transfirieron a un tubo con 5 ml de KRB y se preincubaron
durante 10 min (37°C), con agitacion y oxigenacion constante (95% 02/5% COz). Transcurrido
este tiempo, se cambid el medio por 5 ml de KRB fresco con adenina [3H] (7 uCi/ml, a.e.
25 Ci/mM) y se incubd durante 20 min. Al final de la incubacidn, se decantd el sobrenadante y
el precipitado se lavd 2 veces por centrifugacidn (600 g, 1 min) y resuspension en KRB fresco.
El precipitado obtenido se resuspendio en un volumen conocido de KRB y alicuotas de 70 pul de
esta suspension se distribuyeron en cajas multipozos para el ensayo de la formacion de AMPc.
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PREPARACION DE SINAPTONEUROSOMAS

Los sinaptoneurosomas se obtuvieron por el método descrito por Hollinsworth y col. (1985b).
Los hipotalamos y los hipocampos se pasaron por una malla de nylon, se homogeneizaron en 10
volimenes de KRB, en un homogeneizador de vidrio/vidrio (5 golpes) y se centrifugaron a
1,000 g (4°C) por 10 min. La pastilla se resuspendié en 15 ml de KRB y se preincub6 a 37°C
por 60 min. Se cambi6 el medio por 2 ml de KRB con adenina-{?H] (10 pCi/ml, a.e. 25 Ci/fmM)
y se incuboé durante 45 min. Terminada la incubacién, se decantd el sobrenadante y el
precipitado se lavo 2 veces por centrifugacion (600 g, 1 min) y resuspension en KRB fresco. La
pastilla se resuspendié en un volumen conocido de KRB y alicuotas de 100 ul de esta
suspension se distribuyeron en cajas multipozos para el ensayo de la formacion de AMPc.

ENSAYO DE LA FORMACION DE AMPc

La formacion de AMPc se determiné por la técmca de premarcaje con adenina marcada,
descrita por Shimizu y col. (1969).

La mezcla de reaccién para la determinacion de 1a acumulacion de AMPc incluy6 el inhibidor de
la fosfodiesterasa, isobutilmetilxantina (IBMX, 200 M) y en su caso los antagonistas a ensayar
(a las concentraciones que se indican en los resultados), en un volumen final de 400-450 pl. La
reaccion se inicio al agregar el tejido a la mezcla anterior; se incubé durante 10 min (37°C) bajo
atmosfera de oxigeno y agitacion constante. La estimulacion se realizé por la adicion de 50 pl
de los agonistas (a las concentraciones que se indican en los resultados) al medio de incubacion;
10 min después la reaccion se terminé agregando 50 pl de 4cido tricloroacético (concentracion
final 5%).

Para calcular la recuperacion del AMPc [*H] formado se agrego como estandar interno 0.9 nCi
de AMPc [14C] (a.e. 286 mCi/mmol). A cada una de las muestras se les agreg6 500 ul de agua y
200 pl de Tris 1M. Se tomo una alicuota de 50 pl del sobrenadante de cada una de las muestras
para calcular la cantidad total de nucledtidos de adenina marcados.

El AMPc [3H] formado se aislé por un método secuencial de cromatografia en columna de
intercambio i6nico (Dowex 50 W-X8) y cromatografin en columna de alimina (Salomon y
col.,1974; Stenstrom y Richelson, 1982).

La cantidad de [3H] y ['4C] presente en cl eluado de las columnas de alimina se cont6é por
espectrofotometria de centelleo liquido. Los datos se corrigieron por la eficiencia de conteo del
aparato (estandarizacion externa). Los resultados se expresan como porcentaje de dpm de
AMPc [*H] formado a partir del contenido total de nucledtidos de adenina [*H] (% de
conversion). La recuperacién valorada individualmente mediante ¢! cstandar interno fue
constante (63 + 5%).
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ENSAYO DE UNION B-APRENERGICA

Los hipocampos e hipotilamos se homogeneizaron en 10 volimenes de Tris-HC! salino (pH
7.3); la fracci6n membranal se obtuvo por centrifugacién a 30,000 g (4°C) durante 20 min, esta
operacion se realiz6 2 veces. La pastilla se resuspendié en 40 volimenes de Tris-HCI salino.
Los ensayos se realizaron por triplicado en una mezcla de reaccién (volumen final de 1 ml) que
contenia 500 pl de la preparacion membranal (aproximadamente 1 mg de proteina/ml), el
radioligando [-adrenérgico dihidroalprenolol-[*H] (DHA-[*H], a.e. 51 Ci/mM) disuelto en
solucion amortiguadora de fosfatos (pH 7.4). La incubacion se llevé a cabo por 30 min a 30°C,
en presencia de distintas concentraciones de DHA [*H] (0.25-6 nM), en ausencia y presencia de
alprenolol frio (100 uM).

La separacion del ligando libre del unido se llevd a cabo por filtracion al vacio, a través de
filtros Whatman GF/B, seguida de 3 lavados con solucién amortiguadora de fosfatos (pH 7.4).
La radiactividad de los filtros se determind por espectrofotometria de centelleo liquido. La
unién especifica de DHA [3H] se calculé como la diferencia entre el ligando unido en ausencia
(union totaf) y en presencia de alprenolol. La cuantificacion de proteinas se¢ realizo por el
método de Lowry y col. (1951).

Los datos se analizaron con el programa ENZFITTER (Leatherbarrow, 1987).

ANALISIS ESTADISTICO

Los variaciones entre los grupos se determinaron por anélisis de varianza de una entrada
(ANOVA), seguido por la prueba de comparacion miltiple de Newman-Keuls. Las diferencias
se consideraron estadisticamente significativas si p < 0.05.

MATERIALES

El BE (benzdato de B-estradiol) y la P+ se obtuvieron de Sigma Chemical Co.

El IBMX (3-isobutil-1-metil-xantina), la norepinefrina, el isoproterenol, la metoxamina, la
clonidina, el propanolol, Ia yohimbina, la fentolamina y el alprenolol se obtuvieron de Sigma

Chemical Co.

La adenina [°H} (a.e. 25 Ci/inM), el AMPc [!4C] (a.e. 286 mCi/mmol) y el DHA-PH] (a e 51
Ci/mM) se obtuvieron de Amersham International.

La resina Dowex 50 W-X8 se obtuvo de Sigma Chemical Co. y la alimina se obtuvo de Merck.
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RESULTADOS

Con el objeto de estudiar la actividad noradrenérgica, se caracterizaron los subtipos de
receptores adrenérgicos que participan en la formacién de AMPc en rebanadas de hipocampo de
ratas OVX, mediante ¢l uso de agonistas y antagonistas selectivos.

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD NORADRENERGICA EN REBANADAS DE HIPOCAMPO
Efecto de Agonistas Adrenérgicos sobre la fermacién de AMPc

La actividad noradrenérgica total se estudié mediante la estimulacién con el agonista total
norepinefrina (NE, 10 uM); Ia actividad de los receptores B-adrenérgicos por la estimulacién
con el agonista B selectivo, isoproterenol (ISO, 25 uM); la actividad de los receptores o, y p-
adrenérgicos por la estimulacion con ISO (25 pM) + metoxamina (Metox, 1 mM) y la de los
receptores a, y p-adrenérgicos con ISO (25 uM) + clonidina (Clon, 100 pM).

La NE increment significativamente la sintesis de AMPc (430% la concentracion basal),
mientras que la estimulacion selectiva de los receptores B-adrenérgicos con ISO, indujo sélo el
60% de la respuesta producida por NE (Tabla 1).

La estimulacion con los agonistas o, adrenérgico, Metox, y a,-adrenérgico, Clon, por si solos
no modificaron la sintesis de AMPc. Sin embargo, la Metox en presencia de ISO aument6 la
formacion de AMPc inducida por ISO a concentraciones similares a las obtenidos con NE. La
Clon no modifico la cantidad de AMPc producida por el ISO (Tabla 1). La Metox aumento de
manera dependiente de la dosis (100 nM-1 mM) la cantidad de AMPc inducida a una
concentracion fija de ISO (25 uM) (Fig. 2). El ISO a esta dosis produjo una respuesta maxima
en los ensayos dosis respuesta del efecto del agonista (datos no mostrados).

Efecto de Antagonistas Adrenérgicos sobre la formacién de AMPe

La contribucién de los receptores 8 y a-adrenérgicos en la formacién de AMPc estimulada por
NE, se estudi6 valorando el efecto de antagonistas adrenérgicos selectivos. En presencia de NE,
el antagonista B-adrenérgico, propanolol (1 uM), disminuyé significativamente (70%) la
formacion de AMPc. El antagonista a,-adrenérgico, fentolamina (100 pM), bloqued s6lo una
fraccion de la respuesta a NE (37%), mientras que el antagonista o,-adrenérgico, yohimbina
(100 uM), inhibié solo un 11% la respuesta a NE (Tabla 2).
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TABLA 1. Efecto de Agonistas Adrenérgicos sobre la formacién de AMPc en Rebanadas de
Hipocampo de Ratas OVX
AMPc .
Agonista (% de Conversién) : % de Estimulacién
BASAL 0.06930.003 100
NE 0.29610.014= 429
ISO 0.18840.011+ 273
METOX 0.07440.002 107
METOX+SO 0.30310,023+* 439
CLON ) 0.07940.004 115
CLON+ISO 0.19410.009+ 281

Las rebanadas preincubadas con adenina {3H), se incubaron 10 min con vehiculo (Basal) o
los agonistas adrenérgicos: norepinefrina 10 pM (NE), isoproterenol 25 uM (ISO),
metoxamina 1mM (Metox) y clonidina 100 uM (Clon), solos o en combinacién con ISO. Los
datos representan la X + EE de dos experimentos realizados por triplicado.

« p < 0,05 respecto a [a Basal, Newman-Keuls.
«» p < 0.05 respecto a ISO, Newman-Kauls.

TABLA 2, Efecto de Antagonistas Adrenérgicos sobre Ia formacién de

AMPc inducida por NE en Rebanadas de Hipocampoe de Ratas OVX
AMPc
Antagonista (% de Conversién) % de Inhibicién
NE (10 uM)

TESTIGO 0.285£0.011

PROPANOLOL 0.086 £ 0.006+ 70

FENTOLAMINA 0.179 £0.015+ 37

YOHIMBINA 0.254 £0.006 11

Las rebanadas preincubadas con adenina [3H], se incubaron 10 min con
NE 10 uM (testigo) o los antagonistas adrenérgicos: propanolol (1 pM),
fentolamina (100 pM) y yohimbina (100 uM). Los datos representa la
X + EE do dos experimenios realizados por triplicado.

+ p <0.05 respecto al testigo, Newman-Keuls.
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Los efectos de los agonistas y antagonistas adrenérgicos sobre la formacion de AMPc fueron
caracteristicos de acciones mediadas por los receptores 8 y a,-adrenérgicos. Por lo tanto, la
respuesta adrenérgica total se definié como la cantidad de AMPc inducida por NE; la respuesta
B-adrenérgica como la cantidad de AMPc inducida por ISO y la respuesta potenciadora o,-
adrenérgica como el grado al cual la estimulacion con el agonista o,-adrenérgico aumento la
respuesta f-adrenérgica (porcentaje de incremento en la cantidad de AMPc inducida por
ISO+Metox respecto a la obtenida con ISO solo).

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD NORADRENERGICA EN SINAPTONEUROSOMAS DE
HIPOCAMPO

Efecto de Agonistas Adrenérgicos sobre la formacién de AMPc

Las respuestas adrenérgicas en los sinaptoneurosomas de hipocampo solo se determinaron
mediante la estimulacion con agonistas adrenérgicos y, dado que en las rebanadas de hipocampo
se observé que los agonistas ¢, y o, por si mismos no modifican la concentracion de AMPc,
unicamente se estudié el efecto de NE, ISO, 1SO+Metox e ISO+Clon.

La NE (10 pM) estimul6 la formacion de AMPc 360% la concentracion basal. La sintesis de
AMPc fue mediada por los receptores B y a,-adrenérgicos, ya que la estimulacion simultdnea
con ISO+Metox aumento la cantidad de AMPc a concentraciones similares a las obtenidas con
la NE, mientras que la estimulacion de los receptores a, con Clon no modifico la respuesta de
ISO (Tabla 3).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en las rebanadas de hipocampo; sin embargo, el
grado de participacion de los receptores B y a,-adrenérgicos en la sintesis total de AMPc fue
diferente. La estimulacion de los receptores B-adrenérgicos con ISO produjo el 80% de Ia
respuesta a NE (vs al 60% en las rebanadas) y el efecto potenciador de los receptores o, sobre
la actividad B-adrenérgica fue menor; la Metox aumentd en un 30% la respuesta a I1SO,
mientras que en las rebanadas el incremento fue del 60% (Tablas 1y 3).

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD NORADRENERGICA EN SINAPTONEUROSOMAS DE
HIPOTALAMO

Efecto de Agonistas Adrenérgicos sobre Ia formacién de AMPc

Aan cuando la estimulacion en la sintesis de AMPc por la NE (10 uM) fue menor respecto a la
obtenida en los sinaptoneurosomas de hipocampo (245% la concentracion basal), la
participacion de los receptores f-adrenérgicos en la respuesta total a la NE y la accién
potenciadora ¢, sobre la actividad P, fueron similares a las de los sinaptoneurosomas de
hipocampo (Tablas 3 y 4). El ISO produjo el 76% de la respuesta a NE y la Metox aumenté
34% la respuesta de ISO. La estimulacion de los receptores o, con Clon no modificé la
respuesta de ISO (Tabla 4).
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TABLA' 3. Efecte de Agonistas Adrenérgicos sobre la formacién de AMPc en
Sinap de H po de Ratas OVX -
AMPc
Apgonista (% de Conversién) % de Estimulacién
BASAL 03720012 100
NE 1.338 +0.053 360
1s0 1.046 £0.036+ 281
ISO+METOX 1,353 +£0.040%+ 363
1SO+CLON 0.917 £ 0,052+ 247

Las rebanadas preincubadas con adenina [PH), se incubaron 10 min més con vehiculo
(Basal) o lcs agonistas adrenérgicos: NE (10 uM), ISO (25 pM), Metox (1mM) y Clon
{100 pM) solos o en combinaci6n con SO (25 uM). Los datos representan la X + EE de
tres experimentos realizados por triplicado.

= p < 0.05 respecto a la Basal, Newman-Keuls.
** p < 0.05 respecto a ISO, Newman-Keuls.

TABLA 4. Efecto de Agonistas Adrenérgicos sobre Ia formacién de
AMPc en Sii osomas de Hipotdl de Ratas OVX
AMPc .

Agonista (% de Conversi6n) % de Estimulacién
BASAL 0.970 +0.038 100
NE 2,389 £0.076* 245
ISO 1.815 +0.026+ 187

)___£O+MEDOX 2423 £0.176%+ 250
ISO+CLON 1,748 + 0.065* 180

Las rebanadas preincubadas con adenina [3H], se incubaron 10 min mas
con vehlculo (Basal) o los agonistas adrenérgicos: NE (10 uM), I1SO
(25 pM), Metox (1mM) y Clon (100 uM), solos o en combinacién con ISO
{25 M), Los dates representan fa X + EE de tres experimentos realizados
por triplicado.

* p < 0.05 respecto a la Basal, Newman-Keuls.
*» p < 0.05 respecto a ISO, Newman-Keuls.
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EFECTO DE LOS ESTEROIDES OVARICOS SOBRE LA ACTIVIDAD NORADRENERGICA

Para determinar si los esteroides ovaricos modulan la actividad de los receptores a, y B-
adrenérgicos, se examind la produccion de AMPc estimulaua por agonistas adrenérgicos en el
hipocampo y en el hipotdlamo de ratas bajo las siguientes condiciones hormonales:

1) OVX (grupo testigo)

2) OVX + benzoato de estradiol (BE)
3) OVX + BE + progesterona (P4 )
4) OVX +Pa. -

El tratamiento hormonal no modificé la sintesis basal de AMPc.
-Efecto de los Esteroides Ovdricos en Rebanadas de Hipocampo

La administracion de BE disminuyd la respuesta a NE un 12% (no significativo) respecto al
grupo testigo. Este efecto fue ¢jercido mediante la disminucion en la actividad de los receptores
B-adrenérgicos, ya que la formacién de AMPc inducida por ISO fue inhibida significativamente
(27%) respecto al grupo testigo. La actividad de los receptores o,-adrenérgicos no fue
modificada por el BE, dado que el nivel de potenciacion de la Metox sobre la respuesta -
adrenérgica fue semejante al grupo testigo (OVX, 37% y OVX+BE, 34%). Por lo tanto, la
inhibicién en la respuesta a ISO+Metox que se present6 después del tratamiento con BE (25%)
también se debio al bloqueo en la respuesta B-adrenérgica (Fig. 1).

La administracion de P4, sola o en combinacion con BE, aumentd significativamente la
respuesta a NE (30% vs testigo). El efecto no parece ser mediado por la modificacion directa en
la actividad del receptor B-adrenérgico, ya que la respuesta a ISO fue similar a la del grupo
testigo. Sin embargo, el tratamiento con P« incrementd la accioén potenciadora de los receptores
o, -adrenérgicos sobre la respuesta B-adrenérgica; la Metox aumenté la formacién de AMPc
estimulada por ISO un 50% en los animales tratados con BE+P4 y un 70% en los animales
tratados con P4 sola (Fig. 1).
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Fig. 1. Efecto de los Esteroides Ovéricos sobre la acumulacién de AMP¢
lnduclda por Agonistas Adrenérgicos en Rebanadas de Hipocampo. Las
preincubadas con adenina [3H), se Incubaron 10 min en ausencia
(Basal) o en presencia de los agonistas adrenérgicos: NE (10 uM), I1ISO (25
1M) solo o en combinacién con Metox (1 mM). Los animales OVX fueron
tratados con vehlculo (OVX), BE solo (5 ng, 48 horas antes del sacrificio) (BE)
0 en combinacién con P4 (1 mg, 4 horas antes del sacrificio) (BE+P4) y P4 sola
(P4). Los datos representa la X + EE de dos experimenlos realizados por
triplicado.
*p < 0.05 respecto a OVX, A Keuls.

Para caracterizar la facilitacion por la P+ sobre la polenciacion o, de la respuesta B-adrenérgica,
se realizaron ensayos de curvas dosis-respuesta del efecto de Metox, en presencia de una
concentracion fija de ISO (25 uM). Los resultados muestran que el tratamiento hormonal
incrementa el grado de potenciacion o, sobre la respuesta 8, mediante el aumento en la eficacia
de la Metox, sin modificar su potencia, ya que el valor de DE50 no fue significativamente
diferente del obtenido en el grupo testigo (OVX, 13.58 + 1.07 uM; OVX+BE+Ps , 12.26 +

0.58 M) (Fig. 2).
Efecto de los Esteroides Ovdricos en Sinaptoneurosomas de Hipocampo

La administracion de BE inhibié significativamente la respuesta a NE (33%), respecto a la
obtenida en los animales testigo. Al igual que en las rebanadas, el efecto del BE se debio al
bloqueo selectivo en la actividad de los receptores B-adrenérgicos, como lo indica Ia
disminucién (25% vs testigo) en la formacién de AMPc estimulada por 1SO. Ademis, en
presencia de BE la respuesta a ISO+Metox también fue reducida como consecuencia de la
inhibicion en la actividad de los receptores B, mas bicn que de la inodificacion en la actividad de
los receptores a,-adrenérgicos, dado que el grado de potenciacién por Metox sobre la respuesta
B-adrenérgica fue similar a la del grupo testigo (35% y 40%, en los animales OVX y OVX+BE,
respectivamente) (Fig. 3).
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" La disminucion en la sensibilidad a la NE por los estrogenos fue revertida por la administracion
de P4; en los animales tratados con BE+P4 [a inhibicion en Ia respuesta a NE fue menor (15% vs
testigo) y en los animales tratados con Ps sola la respuesta a NE fue similar a la del grupo
testigo. La Ps no parece modificar la actividad de los receptores B-adrenérgicos, ya que la
formacién de AMPc inducida por ISO en los sinaptoneurosomas de animales tratados con Ps,
sola o en combinacion con BE, fue similar a la del grupo testigo. En los sinaptoneurosomas de
hipocampo no se observé el efecto facilitador de la Pa sobre la potenciacién o, -adrenérgica de
la respuesta B-adrenérgica que se presento en las rebanadas; la potenciacion por Metox sobre la
respuesta de ISO fue comparable a la del grupo testigo (0VX, 35%; BE+P4 , 37%,; P4, 36%)

(Fig. 3).
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Fig. 2, Curva Dosis-Respuesta de! efecto de Metoxamina sobre la

- formacién de AMPc da por Isop 1 en Rebanadas de
Hip po. Las reb se obtuviercn de animales OVX (4) y OVX
tratados con BE+P4 (0), con el mismo esq de istracién que se

describe en ia Fig. 1. Las rebanadas se incubaron por 10 min con
diferentes concentraclones de Metox, antes de la adicién de ISO 25 uM).
Los datos se expresan como el porcentaje de incremento sobre la

p alSOy rep la X + EE de dos experimentos realizados
por triplicado.
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Fig 3. Efecto de los Esteroides Ovaricos sobre la acumulacién de AMPc
ida por Ag Adrenérgicos en Sinaptoneurosomas de
Hipocampo. Los sinaptoneurosomas preincubados con adenina [PH), se
incubaron 10 min en ausencia (Basal) o p de los I
adrenérgicos: NE (10 uM) e 1SO (25 uM), solo o en combinacién con Metox
(1 mM). Los animales fueron tratados con el mismo esquema de
administracién hormonal al descrito en la Fig. 1. Los datos representa la
X + EE de dos a tres experimentos realizados por triplicado.
»p <005 P aovX,N Keuls.

de Hipotsl

P

Efecto de los Esteroides Oviricos en Si

P

Aun cuando la administracién de BE no cambid significativamente la respuesta a NE respecto al
grupo testigo, modifico la contribucion relativa de los receptores B y a,-adrenérgicos en la
sintesis total de AMPc. El tratamiento con BE bloque6 la formacién de AMPc estimulada por
ISO (25% vs al testigo) y simultdneamente aumenté la actividad de los receptores a,-
adrenérgicos; la Metox potencid la respuesta a ISO en un 25% en el grupo testigo, mientras que
en los animales tratados con BE el incremento fue del 50% (Fig. 4).

La administracion de P4, sola o en combinacion con BE, disminuy6 significativamente la
respuesta a NE (30% vs al testigo). El efecto de la P4 no parece involucrar una modificacion
directa en la actividad de los receptores B-adrenérgicos, ya que la sintesis de AMPc estimulada
por ISO fue similar a la del grupo testigo. La reduccion en la sensibilidad 2 la NE ma4s bien se
debi6 al bloqueo de la accién potencizdora de los recepiores oy-sobre ia respuesta f-
adrenérgica; la potenciacion por Metox sobre la formacién de AMPc inducida por 1SO fue
eliminada por el tratamiento con Ps, pr andose concentraciones comparables del nuclestido
en los sinaptoneurosomas expuestos a ISO solo e ISO+Metox (Fig. 4).
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Flg. 4, Efecto de los Esteroides Ovéricos sobre la acumulacién de AMPc
ida por Agoni Adrenérgi en Si de
Hipota Los si »somas preincubados con adenina [3H], se
incubaron 10 min en ausencia (Basal) o presencia de los agonistas
adrenérgicos: NE (10 uM) e ISO (25 uM), solo o en combinacién con Metox
(t- mM). Los animales fueron tratados con el mismo esquema de
administracién hormonal al descrito en Ia Fig. 1. Los datos representa la
X + EE de dos a tres experimentos realizados por triplicado.
*p <0.05 respecto a OVX, Newman-Keuls.

EFECTO DE LOS ESTEROIDES OVARICOS SOBRE LA UNION 8-ADRENERGICA

Un mecanismo por el cual los esteroides ovaricos pueden modular la sensibilidad a NE es
mediante la regulacion en la cantidad de receptores adrenérgicos. Para examinar esta
" posibilidad, se estudié la union del radioligando DHA [2H] a los receptores B-adrenérgicos, en
membranas de hipocampo y de hipotalamo de ratas OVX, tratados con estradiol solo o en
combinacién con P4, con el mismo esquema de administracion que se utiliz6 para determinar las
modificaciones en la actividad del sistema receptor B-adenilato ciclasa.

El anélisis de Scatchard de la union de DHA [*H] en membranas de hipocampo, muestra que el
tratamiento hormonal no modifica la constante de disociacion (Kd) (OVX, 1.1 + 0.06;
OVX+BE, 1.2 +0.03; OVX+BE+P4, 1.1 £ 0.07 nM) o la unién mixima (Bmax) (OVX, 37.5 +
1.1, OVX+BE, 32.5 + 0.5; OVX+BE+Ps, 34.4 1 1.2 fmol/mg de proteina) (Fig. 5).

En las membranas de hipotalamo tampoco se presentaron modificaciones en la Kd (OVX, 0.89
+ 0.03; OVX+BE, 0.99 1 0.01; OVX+BE+P4, 1.01 £ 0.05 nM), o en la Bmax (OVX, 28.0 3
0.7, OVX+BE, 27.8 £ 0.2; BE+Ps, 28,6 + 0.8 fmol/img de proteina) por efecto de la
administracion de hormonas ovaricas (Fig. 6).
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Fig. 5. Rep ntacién de d de la Unién ﬁ-Adfenérgica
de DHA-*H] en M de Hip as b se

obtuvieron de ratas OVX ftratadas con vehiculo (testigo) (o).
BE solo (+) o en combinacién con P4 (A), con el mismo esquema de
administracién que se describe en la Fig. 1. Cada valor representa la
X de un experimento representativo, realizado por triplicado.

Xd (nM)  Bmax (fmol/ng)
(o) oUX 0.0940.03 28.010.7

o % () BE  0,9980,01  27.810.2
E 2.40 (a) BE4P4  1.01%0.05 28.610.8
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Fig. 6. Rep i6n de Scatchard de la Unién p-Adrenérgica
de DHA-’H] en Memt de Hipotal, Las membranas se
obtuvieron de ratas OVX ftratadas con vehiculo (testigo) (o),
BE solo (+) o en combinaclén con P4 (&), con el mismo esquema de
administracién que se describe en la Fig. 1. Cada valor representa la
X de un experimento representativo, realizado por tripficado,

X4 (o) Bmax trmol/mp) 0.
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DISCUSION

Los datos de este estudio demuestran que en el hipocampo y en el hipotalamo la NE estimula la
sintesis de AMPc mediante la activacién de los receptores B y a,-adrenérgicos y confirman la
hipétesis de que los esteroides ovéricos modulan Ia sensibilidad del sistema noradrenérgico en el
SNC, mediante la modificacion en la actividad y grado de "regulacién cruzada" de los
receptores f y a,-adrenérgicos. Existen diferencias regionales en los efectos reguladores de los
esteroides ovéricos sobre la actividad noradrenérgica. En el hipocampo los estrogenos
disminuyen la actividad de los receptores B-adrenérgicos y en el hipotalamo simultineamente
disminuyen la actividad B y aumentan el efecto potenciador de los receptores o,-adrenérgicos
sobre la respuesta B.

El hallazgo principal de este trabajo es que la P4+ por si misma es capaz de modular la actividad
noradrenérgica cerebral; en el hipocampo aumenta el efecto potenciador de los receptores a,
sobre la actividad B-adrenérgica, mientras que en el hipotalamo bloquea la potenciacion o, de la
actividad B-adrenérgica.

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD NORADRENERGICA

La conclusion de que la NE estimula la sintesis AMPc en las rebanadas del hipocampo de ratas
OVX, por medio de la activacion de los receptores B y a,-adrenérgicos se basa en que: 1) el
agonista B-adrenérgico selectivo, ISO, produjo una estimulacion menor en la formacion de
AMPc respecto al agonista total NE; 2) el agonista a,-adrenérgico, Metox, en presencia de ISO
estimul6 Ia formacién de AMPc a niveles similares a los obtenidos con la NE, este efecto no fue
inducido por el agonista o,-adrenérgico, Clon; 3) los antagonistas B-adrenérgico, propanolol y
o,-adrenérgico, fentolamina, bloquearon significativamente la respuesta a NE, mientras que el
antagonista o,-adrenérgico, yohimbina, fue poco efectivo en el bloqueo de la respuesta a NE.

El efecto de los agonistas adrenérgicos en los sinaptoneurosomas del hipocampo de ratas
OVX, confirman la participacion de los receptores B y o,-adrenérgicos en la sintesis de AMPc.
Sin embargo, la contribucién de los receptores 3 a la respuesta total de NE fue mayor y el
efecto potenciador de los receptores sobre la actividad B-adrenérgica fue menor respecto a las
rebanadas. Estas diferencias muy probablemente se deben a que la estructura sindptica y
organizacion celular es distinta en estas preparaciones. Ademas, la metodologia para la
obtencién de los sinaptoneurosomas incluye la homogenizacién del tejido en solucion
amortiguadora Krebs-Ringer bicarbonato y se ha descrito que este procedimiento reduce la
magpitud de la interaccién potenciadora de los receptores o, con receptores acoplados a la
adenilato ciclasa (Chasin y col., 1974; Dely y col., 1980b).

En los sinaptoneurc del hipotal de ratas OVX, el grado de participacion y de los
receptores f3 v o,-adrenérgicos en la respucsta a la NE fue similar a la de los sinaptoneurosomas
de hipocampo. Sin embargo, la NE produjo una estimulacién menor en la sintesis de AMPc en
el hipotalamo debido a que su sensibilidad a los efectos estimuladores de la NE es menor
respecto a la del hipocampo (Johnson y Minneman, 1985, 1987).
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Los resultados en hipocampo e hipotilamo son congruentes con ja demostracién de que los
receptores o, ejercen una accion potenciadora sobre la respuesta B-adrenérgica en diferentes
dreas cerebrales (Daly y col., 1980a, 1981; Pilc y Enna, 1985; Stone y Herrera, 1986; Robinson
y Kendall, 1989a,b Elgen y Petntu 1987, 1990). Este tipo de interaccion constituye un ejemplo
de cc ion o lacién cruzada” entre 2 sistemas diferentes de transduccion de la
seftal en el SNC. Esta regulacnén se ha demostrado principalmente en rebanadas y en células de
cultivo; nuestros datos indican que los sinaptoneurosomas son una preparacion apropiada para
el estudio del fendmeno.

REGULACION POR LOS ESTEROIDES OVARICOS SOBRE LA ACTIVIDAD NORADRENERGICA
Efecto de los Estrogenos sobre Ia Actividad de los Receptores B-adrenérgicos

La regulacion por los estrogenos sobre la actividad noradrenérgica en el hipocampo e
hipotdlamo involucra la disminucion en la actividad del receptor B-adrenérgico; éste parece ser
un efecto general de los estrégenos ya que se presenta tanto en el SNC (Etgen y Petitti, 1987;
Harrelson y McEwen, 1987; Petitti y Etgen, 1990), como en tejidos periféricos (Kirchick y
Bimbaumer, 1983; Boulet y Fortier, 1988; Reimer y col., 1988). Los ensayos de union indican
que los estrogenos inhiben la actividad B-adrenérgica sin modificar el namero o Ia afinidad por
el antagonista B, [DHA-'H]. Resultados similares se han descrito en el hipotalamo y en la
corteza cerebral (Vacas y Cardinali, 1980; Etgen y Karkanias, 1990; Ungar y col., 1993).

Los estrogenos muy probablemente reducen la actividad del sistema B-adrenérgico interfiriendo
en el acoplamiento del receptor 8 con la proteina Gs. Se ha demostrado que la eficacia de
acoplamiento de los receptores dopaminérgicos D2 con su proteina G (Clopton y Gordon, 1986;
Borgundvaag y George, 1938; Munemura y col., 1989) y de los receptores B con la proteina Gs
(Ungar y col., 1993) es modificada por los estrogenos. Este efecto de la hormona puede ser
producido por alteracion del receptor, de la proteina Gs o de ambos (Fig. 7A).

Se sabe que la modificacion del receptor por fosforilacion altera el acoplamiento con la proteina
Gs; el receptor B puede ser fosforilado por la BARK, por la PKA o por la proteina cinasa C
(Hausdorff y col., 1990; Lefkowitz y col., 1990). Existen ciertos antecedentes para proponer
que los estrogenos inducen e! desacoplamiento del receptor B-adrenérgico, aumentando la tasa
de fosforilacion catalizada por la PKA, ya que se ha demostrado que la hormona regula la
actividad de Ia cinasa en el utero de la rata (Liu y Greengard, 1976, Liu y col., 1981; Liu,
1984).
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Fig. 7 Modelo que describe los sitios probables de regulacion de los
g sobre los si p-adrenérgico (A) y a, érgico (B). NE.

N inefrina; Gs y Gq, tefl unidoras de nucleétidos de guanina; C,
subunidad catalitica de ia adenllalo ciclasa; PKA, proteina cinasa dependiente
de AMPc; PLC, fosfolipasa C; PKC, proteina cinasa C; IP3, inositol trifosfato;
DAG, diacilglicerol.

Los estrogenos tal vez promueven el desacoplamiento del receptor f-adrenérgico de la proteina
Gs disminuyendo el nivel o actividad de la proteina Gs. Se ha descrito un papel modulador de
los estrogenos sobre diferentes proteinas G (Maus y col., 1990; Bouvier y col.,, 1991); en el
utero y en el cuerpo lateo de conejo l1a reduccidn por los estrogenos sobre la actividad de la
adenilato ciclasa, acoplada al receptor B-adrenérgico, se asocia con una disminucién en la
cantidad de la subunidad o« de la proteina Gs (Kirchick y Bimbaumer, 1983; Reimer y col.,
1988).

Efecto de los Estrégenos sobre la Actividad de los Receptores o,-adrenérgicos

En los sinap osomas de hipotdl el tratamiento con BE, ademas de disminuir la
sensibilidad de los receptores B-adrenérgicos, aumentd la actividad potenciadora de los
receptores o,-adrenérgicos sobre la respuesta B-adrenérgica. Esto explica el hecho de que la
respuesta total a NE no fuera significativamente diferente de la obtenida en los animales testigo.

El efecto facilitador de los estrogenos sobre la accion potenciadora de los receptores o, sobre la
respuesta B-adrenérgica también se ha reporlado en rebanadas de hipotalamo (Etgen y Petitti,
1987, Petitti y Etgen, 1990). Estos autores sugieren que el efecto de la hormona es mediado por
el incremento en el nimero de receptores a, (Etgen y Karkanias, 1990). Sin embargo, esta
posibilidad debe ser confirmada.debido a que estos estudios presentan algunos problemas
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metodolgicos (uso de bloques grandes de tejido y sacrificio de los animales durante la
mafiana). Ademas, un estudio més detallado que incluye la determinacién de los receptores por
autorradiografia y el anlisis de nicleos hipotalimicos, demuestra que los estrogenos
disminuyen la cantidad de receptores o,-adrenérgicos en varios nticleos hipotalamicos (Weiland
y Wise, 1987).

E! aumento en la actividad del sistema o, -adrenérgico por los estrogenos puede ser explicada
por mecanismos alternativos que no incluyen modificaciones a nivel del receptor, como el
aumento en el nivel o actividad de la fosfolipasa C y de la proteina cinasa C (Fig. 7B).

Recientemente se ha propuesto que una isoforma de la fosfolipasa C (fosfolipasa Ca) puede ser
un mediador de muchas de las acciones de los estrégenos en diferentes tejidos (Mobbs y col.,
1991). Los estrogenos inducen la sintesis o alteran la actividad de la enzima (Mobbs y col.,
1988, 1990a,b, 1991; Kaplitt y col., 1993); la modificacién en la actividad probablemente
ocurre por unién directa a la enzima ya que ésta presenta un dominio homélogo al dominio
unidor de estrégenos del receptor al esteroide (Barker y col., 1990).

Con respecto a la proteina cinasa C, se ha demostrado que los estrogenos modifican la cantidad
y la actividad de varias isoformas de la enzima en la adenohipofisis de la rata (Drouva y col.,
1990, Audy y col., 1990; Thomson y col., 1993) y el cuerpo liteo de conejo (Maizels y col.,
1992). Sin embargo, ya que el estradiol no se une a la enzima purificada ni aumenta su
actividad, se ha propuesto que la modulacién de la cinasa C es indirecta, mediante la
modificacion en la fosfolipasa C (Mobbs y col., 1991).

La regulacion, ya sea directa o indirecta, de la cinasa C por los estrogenos puede ser un evento
importante en el aumento de la potenciacion o,-adrenérgico de la respuesta f3-adrenérgico que
se presenta en el hipotalamo. La activacion de la cinasa C puede regular cruzadamente al
sistema receptor B-adrenérgico e incrementar su actividad; la enzima es capaz de fosforilar a la
proteina Gs, aumentando su actividad o facilitando el acoplamiento con Ia subunidad catalitica
de la adenilato ciclasa (Bell y col., 1985) o a la subunidad catalitica de adenilato ciclasa,
incrementando el grado de activacion por la proteina Gs (Yoshimasa y col., 1987, Simmoteit y
col,, 1991).

Efecto de In Progesterona sobre la Actividad de los Receptores a,-adrenérgicos

Un hallazgo importante de este estudio es que la Ps por si misma es capaz de modular la
actividad noradrenérgica cerebral; en el hipocampo la hormona disminuye la sensibilidad a la NE
y en el hipotalamo produce el efecto contrario.

La accion facilitadora de la P4 sobre la sensibilidad a la NE en el Aipocampo, no es mediada por
la modificacién directa del receptor B-adrenérgico, sino por el aumento en el efecto potenciador
de los receptores o,-adrenérgicos sobre la actividad f3-adrenérgica. Esto es apoyado por los

atos de las curvas dosis-respuesta del efecto de Metox sobre la foracion de AMiPe inducida
por ISO en rebanadas de hipocampo, que muestran que la administracion de P4 a animales
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pretratados con BE, incrementa significativamente la estimulacion méxima del agonista o,-
adrenérgico sobre la respuesta B-adrenérgica.

La facilitacion por la P4 sobre la actividad o,-adrenérgica no se pudo demostrar en los
sinaptoneurosomas de hipocampo; la mayor participacién de los receptores B y la menor accién
potenciadora de los receptores a, sobre la actividad B-adrenérgica pudo haber enmascarado el
efecto de la hormona.

La P4 disminuy6 la sensibilidad a la NE en los sinaptoneurosomas de hipotdlamo mediante el
bloqueo de la potenciacion o,-adrenérgica sobre la respuesta B-adrenérgica. La potenciacion
por la Metox sobre la formacion de AMPc estimulada por I1SO fue eliminada por completo,
presentandose niveles comparables del nucledtido en presencia de ISO+Metox y de ISO solo.
Esta accién inhibitoria de la P4 sobre la actividad del sistema o,-adrenérgico también se ha
demostrado en rebanadas de hipotalamo; sin embargo, el efecto de la P4 solo se present6 en
animales pretratados con estrogenos (Etgen y Petitti, 1986; Petitti y Etgen, 1989, 1990).

La demostracion de que la P4 no requiere de 1a presencia de estrogenos para ejercer sus efectos
sugiere que la hormona modula Ia actividad noradrenérgica por mecanismos membranales. Se
han descrito varias acciones membranales de la Ps; por ejemplo, la hormona induce la liberacién
rapida de LHRH de fragmentos hipotalamicos (Kim y Ramirez, 1982; Drouva y col., 1983; Ke y
Ramirez, 1987), aumenta la liberacion de dopamina en el cuerpo estriado (Dluzen y Ramirez,
1984, 1987), produce aumento y redistribucion de los receptores a oxitocina en el hipotalamo
(Schumacher y col., 1989; 1990b), aumenta la unién de GABA a su receptor en cerebro (Maggi
y Perez, 1984) y disminuye la actividad de los receptores «,-adrenérgicos en el hipotdlamo
(Petitti y Etgen, 1992). Estas acciones muy probablemente ocurren por la interaccion de la P4
con sitios membranales especificos (Ke y Ramirez, 1990).

Aun cuando no se conocen los sistemas de segundo mensajero a los que se acoplan los
receptores membranales a la P4, se ha sugerido al calcio como posible mediador. La activacion
del receptor. induce un aumento rapido en la concentracién de calcio intracelular, como
resultado de Ia entrada de calcio extracelular (Thomas y Meizel, 1989; Blackmore y col., 1991;
Sanchez-Bueno, 1991). En ovocitos de anfibio, la estimulacion del receptor desencadena
diferentes sistemas de transduccion de la sefial, asociados al recambio de fosfolipidos
membranales; las sefiales multiples aparentemente convergen para estimular y producir la
activacion sostenida de la proteina cinasa C, a los pocos minutos después de la administracién
de P4 (Chien y col., 1991, Kostellow y col., 1987, 1993).
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Fig. 8 Modelo qﬁe describe los sitios probables de regul de la
prog sobre e! si a, -adrenérgico. (Las abreviaturas son las
mismas que en la Fig. 7)

Si la P4 desencadena eventos bioquimicos simitares en la neurona, la estimulacién de la cinasa C
pudiera ser un mediador importante en la modulacién positiva (hipocampo) y negativa
(hipotélamo) de la P4 sobre el sistema a,-adrenérgico. Como se discutié anteriormente, la
cinasa C es capaz de sensibilizar al sistema fB-adrenérgico. A su vez, la cinasa C ejerce un
control de retroalimentacion negativa sobre la via de recambio de fosfoinositoles; la cinasa
promueve la desensibilizacion del sistema o,-adrenérgico, mediante la fosforilacion y
desacoplamiento del receptor con su proteina G (Leeb-Lundberg y col., 1985, Cotecchia y col.,
1985) o mediante la fosforilacion e inactivacién de la fosfolipasa C (Bennett y Crooke, 1987)

(Fig. 8).

En resumen, los resultados de este estudio demuestran que en el hipocampo los estrogenos
disminuyen la sensibilidad del receptor B-adrenérgico y en el hipotdlamo simultineamente
disminuyen la sensibilidad del receptor B y aumentan la accion potenciadora del receptor ¢, -
adrenérgico sobre la actividad del receptor . Por su parte, la P4 ejerce un efecto dual sobre el
sistema o, -adrenérgico: en el hipocampo aumenta la accion potenciadora de los receptores o,
sobre la actividad B-adrenérgica, mientras que en el hipotdlamo la bloquea.

Aunque a partir de estos datos no es posible establecer una relacion directa de los efectos de
los esteroides ovaricos sobre el control de gonadotrofinas, se pueden plantear ciertas
correlaciones. Se ha demostrado que el sistema noradrenérgico ejerce influencias tanto
facilitadoras, como inhibitorias sobre la liberacion de gonadotrofinas, que son mediadas por la
activacion de los receptores a, y P-adrenérgicos, respectivamente. En ratas OVX, sin
sustitucién hormonal, la NE actia principalmente mediante la activacion de los receptores B-
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adrenérgicos para inhibir la secrecién de LHRH y LH. Sin embargo, en animales OVX, tratados
con estrogenos o estrégenos mas progesterona, el efecto predominante de la NE es facilitar la
liberacién de LHRH y LH; esta accion es mediada por los receptores o, -adrenérgicos (Caceres
y Taleisnik, 1980; Leung y col., 1982; Talesnik y Sawyer, 1986; Brann y Mahesh, 1991).

La demostracion en este trabajo de que el tratamiento con estrogenos simultineamente aumenta
la actividad de los receptores o, y disminuye la actividad de los receptores B en el hipotalamo,
es congruente con la interpretacién de que tales cambios participan en Ia regulacion de la
fiberacién preovulatoria de gonadotrofinas.

El blogueo por la P4 de la potenciacion a,-adrenérgica sobre la sintesis de AMPc, estimulada
por el receptor B en el hipotilamo, puede representar un mecanismo importante en la
sincronizacion y facilitacion del pico preovulatorio de gonadotrofinas. Si la estimulacion de la
liberacion de gonadotrofinas, requiere de la disminucion de la sefial inhibitoria, mediada por el
receptor B-adrenérgico, el estradiol y la P4 pueden intervenir en el proceso. Es decir, el
tratamiento con estradiol disminuye la actividad del receptor f-adrenérgico y la administracién
subsecuente de la P4 inactiva al sistema P-adrenérgico, removiendo cualquier influencia
facilitadora de los receptores o, -adrenérgicos, sobre la funcion del receptor B y permitiendo
que la accion estimuladora de los estrogenos sobre el sistema o -adrenérgico ocurra sin
oposicion.

Nuestros resultados no permiten precisar cuales neuronas participan en la sinapsis
noradrenérgica. El efecto de los esteroides ovaricos puede ser ejercido en la sinapsis
noradrenérgica sobre la neurona LHRHérgica o en una sinapsis noradrenérgica localizada en
una interneurona, que a su vez establece sinapsis con la neurona LHRHérgica.

En el primer caso, existen reportes de que la aplicacién "in vitro” de NE a fragmentos de tejido
hipotaldmico estimula la liberacion de LHRH (Negro-Vilar y col., 1979; Nowak y Swerdloff,
1985) y se han descrito terminaciones noradrenérgicas asociadas estrechamente con los cuerpos
de las neuronas LHRHérgicas (Hoffinan y col., 1982; Jennes y col., 1982). Recientemente se ha
desarrollado una linea celular de neuronas LHRHérgicas inmortalizadas (células GT1), que
sintetizan y secretan LHRH (Mellon y col., 1990; Martinez de la Escalera y col., 1992a). Estas
células expresan receptores B,-adrenérgicos cuya activacion por NE o isoproterenol estimula
la liberacion de LHRH (Martinez de la Escalera y col.,, 1992b; Findell y col., 1993). Esta
informacién apoya un efecto directo de la NE sobre las neuronas LHRHérgicas.

En el segundo caso, se ha sugerido al sistema GABAérgico como uno de los posibles
mediadores de las acciones de la NE sobre las neuronas LHRHérgicas. En el area preoptica
medial existen sinapsis noradrenérgicas en las neuronas GABAérgicas (Leranth y col., 1988),
las cuales establecen sinapsis con las neuronas LHRHérgicas (Leranth y col., 1985). La
liberacién de NE enddgena, inducida por la estimulacion eléctrica del grupo celular
noradrenérgico Ai, aumenta la liberacion de GABA en el drea predptica medial de ratas OVX
(Herbinson y col., 1989, 1990). Ademas, en las células GT1 el GABA modula directamente la
liberacion de LHRH (Martinez de la Escalera y col., 1994).
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Las dos posibilidades anteriores no son excluyentes ya que el efecto estimulador de la NE sobre
las neuronas LHRHérgicas puede deberse principalmente a la activacién de los receptores -
adrenérgicos, que inhiben una entrada GABAérgica inhibitoria a las neuronas LHRHérgicas ya
una acci6n directa sobre receptores B,-adrenérgicos localizados en las neuronas LHRHérgicas
(Kordon y col., 1994).

La modulacién de la actividad de los receptores B y o,-adrenérgicos hipocampales por los
estrogenos y la P4 también pueden ser relevantes en el control de la secrecién de
gouadotrofinas, ya que esta region cerebral ejerce un control inhibitorio sobre la secrecién de
las mismas en la rata. La lesion del fornix produce un avance de los picos preovulatorios de LH
y FSH (Kawakami y Kimura, 1975) y aumento de la concentracién de LH en plasma en el
proestro (Teresawa y Kawakami, 1973). La estimulacién del hipocampo bloquea la ovulacién
espontanea y la ovulacion inducida por la estimulacién del drea predptica medial (Velasco y
Taleisnik, 1969; Gallo y col., 1971) e inhibe la liberacién de LH inducida por la estimulacién
del drea predptica medial (Kawakami y col., 1973). La manipulacién del hipocampo ventral es
la que mas consistentemente induce las respuestas inhibitorias. Las lesiones en esta parte del
hipocampo producen la degeneracion del tracto corticohipotalamico medial; esta via termina
principalmente en el nicleo arqueado y en el area hipotalamica anterior, en donde se localizan
terminaciones y neuronas LHRHérgicas (Witkin y col., 1982; Jennes y Conn, 1994). La
interrupcion de este tracto previene el bloqueo de la ovulacién inducida por la estimulacién del
hipocampo ventral (Velasco y Taleisnik, 1969), lo que sugiere un efecto inhibitorio directo
sobre la actividad de Ias neuronas LHRHérgicas.

Dado que el hipocampo, ademds de participar en el control de la secrecién de gonadotrofinas,
juega un papel importante en la integracién de conductas tanto reproductivas como no
reproductivas (Beatty, 1984; Maggi y Perez, 1985, Jarrad, 1993), la modulacion del sistema
noradrenérgico hipocampal por los esteroides ovéricos puede ser relevante en estos procesos
de integracién.

El hipocampo recibe informacién de todas las modalidades sensoriales, y ain cuando el
significado de cada una de ellas varia dependiendo de la importancia que tiene en las diferentes
especies, se ha sugerido que esta estructura interviene en los procesos de asociacion entre
diferentes sefiales sensoriales y en la comparacion de la informacion reciente con la informacién
almacenada previamente (Rawlis, 1985; Teyler y DiScenna, 1985).

Se ha propuesto que el hipocampo actiia como una "compuerta” para el procesamiento de la
informacion sensorial, que resulta en la construccion de mapas cognoscitivos y por ltimo en la
manifestacion de conductas adaptativas. El hipocampo participa en la asociacion entre
estimulos sensoriales de diferentes clases, dependiendo del contexto conductual en el que éstos
ocurren (Port y col., 1987; Lopes Da Silva, 1990). Asi, en situaciones en que la formacion de
mapas cognoscitivos y el desarrollo concomitante de conductas exploratorias no es conveniente
para el animal, la "compuerta hipocampal” esta cerrada. Cuando la informacién que requiere el
hipocampo para la formacién de mapas cognoscitivos esta disponible, la "compuerta
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hipocampal” es abierta y se presenta el repertorio normal de conductas exploratorias (Sanchez-
Andres y col., 1993).

Por altimo, la modulacién por los esteroides ovaricos de la transmisién noradrenérgica puede
ser relevante en-aspectos mis generales de la funcién cerebral.

A nivel celular la NE ejerce diferentes acciones electrofisiologicas dependiendo del tipo de
circuito cerebral en el que se encuentre, esto ha llevado a proponer que la NE actha como
modulador de Ia sensibilidad neuronal, més bien que como neurotransmisor. En sentido estricto,
los neurotransmisores actiian aumentando la conductancia membranal e induciendo excitacién o
inhibicion de la neurona postsinaptica. Las respuestas a la NE no pueden ser separadas en
acciones sinapticas inhibitorias o excitatorias convencionales; la NE més bien modula el nivel de
sensibilidad de una neurona a las diferentes sefiales aferentes que recibe. En varios circuitos
neuronales la NE: 1) inhibe significativamente la tasa de disparo esponténea e incrementa la
actividad neuronal producida por la estimulacion de vias aferentes, lo que resulta en un aumento
en Ja relacion "sefial-ruido" de las neuronas activas o, 2) aumenta la sensibilidad de una neurona
a estimulos subumbrales a los cuales no responde en ausencia de coactivacion noradrenérgica,
por o que se ha asignado un papel de "compuerta” para la NE (Woodward y col,, 1979,
Waterhouse y col., 1988). En particular en el hipotdlamo la NE, mediante la activacion de los
receptores o, aumenta la respuesta de las sefiales sinapticas excitadoras, mientras que la
activacion de los receptores  aumenta la eficacia de las sefiales sindpticas inhibitorias (Sessler y
col.,, 1988; Cheng y col., 1988). Asi, las modificaciones en el grade de activacion de los
receptores B y o,-adrenérgicos inducidas por los esteroides ovéricos, pueden aumentar la
probabilidad de que las respuestas neuronales a la NE sean excitatorias o inhibitorias. Este tipo
de regulacién puede ser un mecanismo importante por el cual las hormonas ovéricas ejercen sus
efectos en el SNC.
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CONCLUSIONES

“Los datos de este estudio demuestran que:

La estimulacién de la sintesis de AMPc por la NE en el hipotélamo y el hipocampo de la
rata hembra es mediada por los receptores § y o,-adrenérgicos.

Los esteroides ovéricos regulan la transmisién noradrenérgica en el hipotilamo y el

" hipocampo, mediante Ia modificacion diferencial enla actividad de los receptores f y

o,-adrenérgicos.

Los estrégenos inhiben la actividad del receptor B-adrenérgico en el hipocampo y
simultineamente a la disminucién B-adrenérgica, aumentan la actividad de los receptores
o,-adrenérgicos en el hipotélamo.

La Ps aumenta la actividad de los receptores a,-adrenérgicos en el hipocampo y bloquea su
actividad en el hipotilamo

La P4 no requiere de la presencia de estrégenos para ejercer sus efectos moduladores sobre
el sistema noradrenérgico.
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