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RESUMEN 

Este estudio se realizó para detenninar: 1) los subtipos de receptores adrenérgicos que 
intervienen en la síntesis· de AMPc estimulada por norepinefiina (NE) en el hipotálamo y el 
hipocampo de la rata y 2) si los efectos de las hormonas ováricas sobre el sistema 
noradrenérgico se deben a la modificación en la actividad de estos subtipos de receptores. La 
actividad de los receptores fl y a-adrenérgicos se detcmúnó mediante la cuant.ificación de la 
formación de AMPc inducida por agonistas adrenérgicos, en rebanadas de hipocampo y 
sinaptoneurosomas de hipocampo e hipotálamo de ratas ovariectomizadas (OVX) (testigo) y 
ratas OVX tratadas con benzoato de estradiol (BE), BE+progesterona (P•) y P• sola. En el 
hipocampo e hipotálamo de los animales OVX, la NE (agonista total) y el isoproterenol (ISO, 
agonista fl-adrenérgico selectivo) aumentaron significativamente la formación de AMPc. La 
respuesta a ISO fue menor respecto a la obtenida con NE. Los agonistas metoxamina (a1-

adrenérgico) y clonidina (a,-adrenérgico) por si solos no modificaron la formación de AMPc. 
Sin embargo, la adición de metoxamina durante la estimulación con ISO aumentó la producción 
de eAMPc a niveles semejantes a los obtenidos con NE; este efecto no se observó con la 
clonidina. En las rebanadas de hipocampo, el propanolol (antagonista fl-adrenérgico) inhibió 
significativamente la formación de AMPc inducida por NE; la fentolamina (antagonista a 1-

adrenérgico) produjo una inhibición menor y la yohimbina (antagonista a,-adrenérgico) no tuvo 
efecto significativo. La administración de BE redujo significativamente la producción de AMPc 
estimulada por ISO en el hipoeampo. El BE simultáneamente redujo la respuesta a ISO y 
aumentó la potenciación por metoxamina sobre la formación de AMPc inducida por ISO en el 
hipotálamo. La administración de P•, sola o combinada con BE, aumentó el efecto potenciador 
de la metoxamina sobre la producción de AMPc estimulada por ISO en ;:ebanadas de 
hipocampo; la hormona bloqueó la acción potenciedora de la me'.oxamina en 
sinaptoneurosomas de hipotálamo. El análisis de Scatchard de la unión de radioligando a los 
receptores fl. en membranas de hipotálamo e hipocampo de animales OVX y OVX con 
sustitución hormonal, indica que las modificaciones en la formación de AMPc inducidas por los 
esteroides ováricos no se correlacionan con cambios en el número o en la afinidad de los 
receptores fl-adrenérgicos. Los resultados de este estudio indican que: 1) en el hipotálamo y el 
hipocampo de las ratas OVX, la NE estimula la sintesis de AMPc mediante la activación de los 
receptores fl y a,-adrenérgicos; 2) los estrógenos disminuyen la actividad de los receptores fl y 
aumentan la actividad de los receptores a 1-adrenérgicos en el hipotálamo, mientras que en el 
hipocrunpo sólo reducen la actividad de los receptores fl; 3) la P• aumenta la actividad de los 
receptores a 1-adrenérgicos en el hipocampo y en el hipotálamo bloquea su actividad. 



SUMMARY 

The present study was undertaken to detennine 1) the adrenergic receptor subtypes involved in 
norepinephrine stimulntcd cAMP synthesis in the female rat hypothalamus and hippocampus and 
2) whether the effects of ovarian hormones on thc noradrenergic system could be due to a 
modification of these receptor subtype activity. The activity of p 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 ovariectornized 
(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 p selective agonist) significanÍly highered the cAMP levels in the 
hippocampus and the hypothalamus. The response to ISO was less than the response to NE. 
Agonists methoxamine (an a 1-adrenergic agonist) and clonidine (an ~-adrenergic agonist) did 
no! by themselves modify the cAMP levels. However, methoxamine- but not clonidine- addition 
during ISO stimulus, increased the cAMP fonnation to levels similar to !hose observed with 
NE. In hippocampus slices, propranolol (a ¡3-adrenergic antagonist) effectively inhibited NE­
induced cAMP formation; phentolamine (an a 1-adrenergic antagonist) showed a smaller 
inhibition, while yolümbine (an a,-adrenergic antagonist) showed no significan! effect. BE 
administration significantly reduced the responsiveness to ISO in the lüppocampus but 
simultaneously enhanced methoxamine potentiation of ISO-induced hypothalamus cAMP 
formation. P• treatrnent alone or combined with BE, increased methoxamine potentiation ofthe 
hippocampus slices response to ISO while it eliminated methoxamine increase of ISO response 
in the hypothalamus synaptoncurosomes. A Scatchard plot analysis ofradioligand binding to the 
¡3-adrenergic receptor in hypothalamus membranes and hippocampus from OVX and hormone 
treated animals shows that hormone dependen! modifications of cAMP accumulation do not 
correlate with either changes in ¡3-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 P and a 1-adrenergic receptor activation 2) estrogens reduce p 
but increase a 1-adrenergic receptor activity in the hypothalamus and reduce p receptor activity 
only in the hippocampus and 3) P• increases a 1-adrenergic receptor activity in the hippocampus 
while blocking this activity in the hypothalamus. 



INTRODUCCION 

Clásicamente se reconoce que las acciones de las honnonas esteroides en el Sistema Nervioso 
Central (SNC) comprenden dos tipos de efectos: 1) organizacionnles que son inducidas 
principalmente durante un periodo especifico del desarrollo cerebral y que producen una 
modificación pennanente en la estructura y función neuronal; y 2) activacionales que son 
reversibles y se ejercen repetidamente a lo largo de toda la vida del organismo (McEwen y col., 
1982; PfaffyMcEwen, 1983). 

Los efectos activacionales de los esteroides incluyen desde la modulación de procesos 
metabólicos neuronales hasta la regulación de procesos integrativos como la conducta, estados 
afectivos, aprendizaje y memoria, respuestas adaptativas a las modificaciones ambientales, así 
como su participación como señales especificas en el control neumendócrino de la secreción de 
hormonas adenohipofisiarias (McEwen y Parsons, 1982; De Kloet, 1991 ). 

El mecanismo principal de acción de las hormonas esteroides involucra su unión a receptores 
nucleares especificas y la regulación de la transcripción genómíca, por lo que la manifestación 
del efecto biológico presenta periodos de latencia de horas a días (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 acción mediado por la 
interacción de la honnona con sitios membranales específicos (Schumacher; l 990a; McEwen, 
1991). 

En el control ncurocndócrino de la secreción de gonadotrofinas, los esteroides ováricos no 
parecen ejercer su acción de retroalimentación directamente en las neuronas hipotalámicas que 
sintetizan la hormona liberadora de gonadotrofinas (LHRH), dado que estas neuronas no 
contienen receptores a estrógenos ni a progesterona (P•) (Shivers y col., 1983; Fox y col., 
1990). La transmisión de la información de las neuronas que concentran esteroides ováricos a 
las neuronas LHRHérgicas es mediada por diferentes sistemas de neurotransmisión, entre los 
cuales el sistema noradrenérgicojuega un papel importante (Kalra, 1986; Kordon y col., 1994). 

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

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

2) Ui liberación de norepinefrina (NE) en las sinapsis noradrenérgicas hipotalámicas, inducida 
por activación de las neuronas del grupo celular A1 y del locus coeruleus, aumenta la 
secreción de la luteotropina (LH) hipofisiaria. La respuesta es bloqueada por la 
administración de inhíbidores de la síntesis de NE (Gitler y Barraclough, l 987a,b, 1988; 
Herbinson y col., 1990). 
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.3) La alteración en la actividad noradrenérgica lúpotalámica se asocia con modificaciones en 
la liberación de LHRH y en la descarga pulsátil de LH. El recambio de NE en los núcleos 
preóptico medial, arqueado, supraquiasmático y en la eminencia media, es mayor durante 
los períodos en los que la síntesis y secreción de LHRH y LH se encuentran aumentadas, 
por ejemplo durante el proestro en ratas normales y después de la administración de 
esteroides ováricos en ratas ovaríectomizadas (OVX) (Honma y Wuttke, 1980; Wise y 
col., 1981; Rance y col., 1981). 

4) Los efectos moduladores de la NE sobre la liberación de gonadotrotinas, dependen del 
ambiente hormonal. En ratas OVX la NE inlúbe la liberación de LHRH, pero en animales 
normales y en animales OVX tratados con esteroides ováricos la NE estimula la liberación 
de LHRH. La acción facilitadora de la NE parece ser mediada por activación de los 
receptores a,-adrenérgicos y la acción inlúbítoria por activación de los receptores ll­
adrenérgicos, localizados en las sinapsis noradrenérgicas (Cáceres y Taleisnik, 1980; 
Drouva y col., 1982; Taleisnik y Sawyer, 1986; Brann y Mahesh, 1991; Wessner y col., 
1993). 

Aún cuando la información anterior refleja un a.vanee ímponante en el conocimiento de la 
panícipación de la interacción de los esteroides ováricos con las neuronas noradrenérgicas en el 
control de la secreción de gonadotrofinas, la valoración del efecto específico de los esteroides 
ováricos sobre el sistema noradrenérgico es dificil, ya que: 

1) La mayoría de los estudios se han realizado en el hipotálamo, sin tomar en cuenta que la 
actividad neuronal depende, tanto de las fluctuaciones cíclicas de las hormonas ováricos, 
como de la actividad rítmico propia de los núcleos marcapaso incluidos en esta área 
cerebral. 

2) En la mayoría de los casos, los diseños experimentales no permiten diferenciar sí el efecto 
de los esteroides se debe a su acción sobre el metabolismo neuronal "n general, o a sus 
efectos de retroalimentación sobre neuronas localizadas en una red neuronal especifica en 
el control de la secreción de gonadotrofinas. Esto se debe en pane a que hasta muy 
recientemente se tiene un conocimiento más preciso de las entradas que recibe una 
neurona determinada. 

3) Los efectos de la manipulación de hormonal no son tomados en cuenta ni discutidos en 
términos de los fenómenos de autorregulación de la actividad sínáptica, como la 
lúpersensibilizacíón, desensibilización y regulación cruzada. 

Debido a estas limitaciones, la información disponible en relación a los mecanismos por los 
cuales los esteroides modulan la neurotransmisión noradrenérgica en el SNC es incompleta. De 
ahl que, en este trabajo nos interesó el estudio de los efectos de los esteroides ováricos sohre 
Jos cambios neuroquímicc:. que ocurrt:u a nivel de Ia transmisión sináptica> en particular sobre la 
actividad del sistema receptor ll-adrenérgico-adenilato ciclasa. La información obtenida en este 
sentido puede ser relevante, ya que además de ayudar a precisar la acción moduladora de los 
esteroides sobre los circuitos noradrenérgicos que intervienen en el control de la secreción de 
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gonadotrofinas, puede dar infonnación de la manera en que las neuronas proceden 
metabólicamente para el manejo de las señales extracelulares. 

CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS 

Los receptores adrenérgicos se han clasificado en 3 tipos (a1, ·a., y 13) y varios subtipos, 
dependiendo de sus características farmacológicas y de las vías de transducción de la señal que 
desencadenan. En ténninos generales, los receptores 13-adrenérgicos se acoplan a la proteina 
unidora de nucleótidos de guanina estimuladora (Gs), activan a la adenilato ciclasa y aumentan 
la concentración intracelular de AMPc; los receptores cx.,-adrenérgicos se acoplan a la proteina 
G inhibitoria (Gi) y disminuyen la actividad de la adenilato ciclasa y la concentración intracelular 
de AMPc (Gilman, 1987; Strosberg, 1990; Summers y McMartin., 1993). 

Los receptores a 1-adrenérgicos activan a un efector diferente, la fosfolipasa C, que cataliza la 
hidrólisis de fosfatidilinositol 4,5,-bifosfato e induce la formación de los segundos mensajeros: 
inositol 1,4,5-trisfosfato y diacilglicerol, responsables de la movilización de calcio intracelular y 
activación de la proteína cinasa C, respectivamente (Nishizuka, 1988; Berrídge, 1993 ). La 
naturaleza exacta de la proteína G que interviene en el acoplamiento entre el receptor ct1-

adrenérgico y la fosfolipasa C no se ha detenninado, pero se ha sugerido que podria ser algún 
miembro de la familia Gq (Smarcka y col., 1991; Wu y col., 1992). 

La activación simultánea 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 P-ADRENERGICO 

La sensibilidad de los receptores 13-adrenérgicos a la NE es regulada dinámicamente. En la 
sinapsis existen mecanismos de control que, por un lado, permiten que la neurona postsináptica 
responda rápidamente al agonista y, por el otro, la protegen contra alteraciones extremas y 
sostenidas en la liberación de NE. Así, en condiciones en las que disminuye la cantidad de 
neurotransmisor en el espacio sináptico, se presenta un aumento en la sensibilidad de los 
receptores al agonista (hiperseusibilización), mientras que en situaciones en que los receptores 
están expuestos a cantidades elevadas del neurotransmisor, se presenta una disiuinución en la 
sensibilidad al agonista (desensibilización). 
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Desensibilización 

Aún cuando en el proceso de desensibilización intervienen ·diversos mecanismos bioqulmicos, se 
han identificado 2 patrones generales: la desensibilización homóloga que se caracteriza por 
una disminución en la sensibilidad de la adenilato ciclasa, limitada al receptor especifico 
ocupado por el agonista y la desensibilización hcteróloga en la que se presenta una 
disminución en la respuesta no sólo del receptor ocupado por el agonista, sino de otros 
receptores acopiados al mismo sistema de transducción de la señal (Harden, 1983; Sibiey y 
Lefkowitz, 1985; Sibley y col., 1987; Benovic y col., 1988). 

En términos conceptuales esta división representa un acercamiento útil para el estudio del 
fenómeno de desensibilización. Sin embargo, no siempre es clara, ya que en muchas situaciones 
ambos procesos ocurren simultáneamente y varios sistemas celulares pueden utilizar 
combinaciones de los diferentes mecanismos de desensibilización. 

Desensibiliuu:ión Homóloga 

La desensibilización homóloga del receptor fl-adrenérgico involucra al menos tres etapas 
diferentes: a) el desacoplamiento inicial rápido (segundos a minutos) del receptor de la Gs, sin 
pérdida detectable en el número ·de receptores; b) secuestro, a los pocos minutos de 
estimulación por el agonista, los receptores son secuestrados en veslculas subcelulares, en 
donde permanecen inaccesibles al agonista y alejados del resto de los componentes del sistema 
(Gs y adenilato ciclasa); e) regulación a la baja, después de la exposición prolongada al 
agonista (horas), el número de receptores disminuye por la reducción en su síntesis o el 
aumento en su degradación (Benovic y col., 1988; Hausdorff y col., 1990). 

Un evento clave que inter;icne en el proceso de desensibilización es la fosforilación del 
receptor, catalizada por la proteína cinasa dependiente de AMPc (PKA) y por una proteína 
cinasa especifica, denominada receptor fl-adrenérgico cinasa (fl-ARK). La fl-ARK es una 
enzima citosólica que fosforila sólo la fonna del receptor ocupado por el agonista; la unión del 
agonista al receptor induce la translocación de la enzima a la membrana en donde fosforila sitios 
especificos del receptor fl-adrenérgico. Esta modificación promueve el desacoplamiento parcial 
del receptor fl-adrenérgico de Gs y facilita la unión de un cofactor, denominado fl-arrestina, que 
previene por completo la interacción del receptor con Gs (Benovic y col., 1986, 1987, 1989, 
1991; Lefkowitz y col., 1990; Lohse y col., 1990a, b; Pitcher y col., 1992; Chen y col., 1993). 

La contribución relativa de los mecanismos mediados por la PKA y por la fl-ARK en la 
desensibilización homóloga parece estar determinada por las características cinéticas de cada 
una de las reacciones. 

Se ha propuesto que la fosforilación del receptor catalizada por la 13-ARK y la desensibilización 
subsecuente es importante en el cerebro, en donde los receplorns sinápticos están expuestos, 
tanto a cambios rápidos, como a cantidades elevadas de catecolaminas (Hausdorffy col., 1990; 
Lohse y col., 1990a; Roth y col., 1991). En apoyo a esta hipótesis se ha descrito, mediante el 
análisis de los mRNAs, que existen dos subtipos de fl-ARKs (J3ARK1 y flARK2) y de fl-
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arrestinas (13-Arrestinat y 13-Arrestimu) que son expresados principalmente en el cerebro 
(Benovic y col., 1989, 1991; Lohse y col., 1990b; Attramadal y col., 1992). 

La desensibilización dependiente de PKA, dado que es un mecanismo de desensibilización lenta 
y que ocurre a concentraciones bajas del agonista, es probable que no sea un mecanismo de 
regulación eficaz para los receptores 13-adrcnérgicos predominantes en el cerebro (13 1), pero sí 
adecuado para la modulación de la sensibilidad de los receptores 13 predominantes en los tejidos 
periféricos (13,) (Hausdorffy col., 1990; Roth y col., 1991). 

Desensibilizaci6n Heter6/oga 

En Ja desensibilización heteróloga se presenta una disminución más general de Ja respuesta 
celular, debido a la modificación en los diferentes componentes del sistema 13-adrenérgico 
(receptor, proteína G y ade[)'!ato ciclasa). 

La modificación a nivel del receptor 13-adrenérgico involucra Ja fosforilación catalízada por la 
PKA, que es activada en respuesta a la estimulación del receptor o a cualquier estimulo que 
incremente Ja concentración intracelular de AMPc. La PKA fosforila sitios específicos del 
receptor 13-adrenérgico e inhibe su acoplamiento con la proteina Gs (Benovic y col., 1985; 
Clark y col., 1988, 1989; Lefkowitzy col., 1990). 

En varios tipos celulares, Ja desensibilización heteróloga se acompaña de modificaciones en Ja 
cantidad o en la actividad de la proteína Gs (Kassis y Fishman, 1982; Garrity y col., 1983; 
Premont e lyengar, 1989) o de la proteina Gi (Hadcock y col. 1990; Reithman y col., 1991), la 
adenilato ciclasa también puede ser modificada directainente durante el proceso (Premont y col., 
1992). . 

Regulación CruUlda 

El análisis de Jos eventos que ocurren en condiciones de estimulación sostenida de un receptor 
ha permitido identificar alteraciones en Ja sensibilidad y en la expresión de los componentes de 
los sistemas de transducción acoplados a otros receptores, fenómeno denominado "regulación 
cruzada" (Hadcock y col., 1990; Morris y col., 1991). Este tipo de regulación permite explicar 
la manera en que Ja célula puede procesar e integrar Ja información que recibe de agonistas 
endógenos, como Ja NE, que activan vías múltiples de transducción de Ja señal. La NE induce Ja 
estimulación e inhibición de la adenilato ciclasa, mediada pór los receptores 13 y a.,­
adrenérgicos, respectivamente, y la estimulación de la fosfolipasa C, mediada por los recept.ores 
a,-adrenérgicos. 

La activación persistente de Jos receptores 13-adrenérgicos, no sólo desensibiliza a este sistema, 
sino que ejerce una regulación cruzada sobre Jos receptores acoplados de manera inhibitoria a la 
adenilato ciclasa, e.ument::m!o su sensibilidad al agonista (Hadcock y col., 1990; Sakaue y 
Hoffinan 1991}. Asimismo, Ja estimulación prolongada de los receptores acoplados a la 
inhibición de la adenilato ciclasa, por un lado, desensibiliza a estos receptores y, por el otro, 
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incrementa Ja actividad de Jos receptores acoplados a Ja vía estimuladora de la enzima (Janes y 
col., 1987; Hadcock y col., 1991; Pon y col., 1992). 

La regulaCión cruzada también se extiende a Ja via estimuladora de fosfolipasa C; la activación 
persistente de los receptores fl-adrenérgicos aumenta Ja actividad de los receptores a,­
adrenérgicos (Morris y col., 1991). Cambios en el sentido opuesto se presentan como 
consecuencia de la estimulación prolongada de {os receptores acoplados a Ja fosfolipasa C, que 
produce un incremento en Ja sensibilidad del sistema de adenilato ciclasa (Johnson y Towes, 
1990). . 

La comunicación entre diferentes vías de transducción de la sena! también opera como un 
mecanismo de integración a corto plazo, durante la activación simultánea de los diferentes 
subtipos de receptores adrenérgicos. De esta forma, el repertorio de respuestas celulares es 
aumentada por estas i.nteracciones que pueden ser sinérgicas, potenciadoras o antagónicas. 

En el cerebro se ha demostrado que Ja NE estimula la síntesis de AMPc, mediante la activación 
de los receptores a, y fl-adrenérgicos. Los receptores a,-adrenérgicos no se encuentran 
acoplados directamente a Ja adenilato ciclasa, pero ejercen un efecto potenciador sobre la 
respuesta de los receptores fl-adrenérgicos en distintas áreas cerebrales (Daly y col., l 980a, 
1981; Leblanc y Ciaranello, 1984; Vanacek y col., 1985; Pile 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 fl-adrenérgica (Pile y Enna, 1986; Petitti y Etgen, 1989). 

Aún cuando no se ha establecido el mecanismo por el cual los receptores a, potencian la 
respuesta de los receptores J3-adrenérgicos, se han propuesto varias hipótesis para explicar el 
fenómeno. 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 Ja fosfolipasa Al (Duman y col., 1986; Ho y Klein, 1987; Chik y 
col., 1991) y Ja protefna 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 producción de AMPc, 
mediado por Jos receptores a, -adrenérgicos, puede ocurrir por mecanismos asociados, tanto a 
Ja fosfolipasa A2, como a Ja fosfolipasa C. La fosfolipasa Al, activada por la entrada de calcio 
extracelular, induce la liberación de ácido araquidónico a partir de fosfolipidos membranales y 
éste puede estimular directamente a Ja cinasa C. El diacilglicerol formado por activación de Ja 
fosfolipasa C, acoplada al receptor a, -adrenérgico, activa a la proteína cínasa C (McPhail y 
col., 1984; Murakarni y Routtenberg, 1985; Axelrod y col., 1988). Por Jo tanto, la activación de 
la cinasa c. ya sea por Ja estimulación de la fosfolipasa e y Ja formación de diacilgliccrol o por 
la activación de la fosfülipasa Al y Ja liberación de ácido araquidónico, puede ser un evento 
clave en la regulación a,-adrenérgica de la formación de AMPc. 
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La cinasa C es capaz de actuar sobre los diferentes componentes del sistema ll-adrenérgico y 
regular la formación de AMPc. La cinasa C puede fosforilar a la Gs y aumentar su actividad o 
facilitar su acoplamiento con Ja subunidad catalítica de la adenilato ciclasa (Bell y col., 1985 ), 
puede fosforilar a Ja Gi y disminuir su capacidad para inhibir a la adenilato ciclasa e 
incrementando la sensibilidad de la adenilato ciclasa a la activación por Gs (Kaiada y col., 1985; 
Watanabe y col., 1985; Bell y Brunton, 1986) o puede fosforilar directamente a la subunidad 
catalítica de la adenilato cíclasa (Yoshirnasa y col., 1987; Sírnrnoteit y col., 1991 ). 

La participación de la cinasa C en los mecanismos que intervienen en la modulación a., de la 
respuesta fl-adrenérgica, no parece ser un mecanismo general , ya que en la corteza cerebral de 
rata el fenómeno de potenciación et1-adrenérgica sobre la sintesis de AMPc, estimulada por el 
receptor ll. no es mediado por la einasa C ni por Ja fosfolipasa A2 (Robínson y Kendall, l 989a). 
Una explicación probable es Ja participación de una población de receptores a.1-adrenérgicos, 
que no se asocian con Ja activación de estas enzimas. 

En el cerebro de rata se han identificado al menos dos subtipos de receptores a.1 con diferentes 
propiedades farmacológicas y bioquimicas: a,. y a.1b (Morrow y Creese, 1986; Johnson y 
Minnernan, 1987; Bylund, 1992). Los receptores a.1b inducen principalmente un aumento rápido 
en la formación de 1,4,5-trisfosfato y la liberación de calcio de depósitos intracelulares, mientras 
que Jos receptores a.1• promueven la entrada de calcio extracelular a través de canales sensibles 
a voltaje (Han y col., 1987; Minneman, 1988; Wilson y Minnernan, 1990). Es probable que en 
tejidos corno Ja corteza cerebral de rata, en los cuales el efecto potenciador del sistema a.1-

adrenérgico sobre la formación de AMPc aparentemente es independiente de la activación de la 
cinasa C y de Ja fosfolipasa A2 (Robinson y Kendall, 1989a,b), el aumento en la disponibilidad 
de calcio intracelular, por activación de los receptores ª1a sea el factor determinante en la 
modulación de la interacción entre los receptores a, y ll-adrenérgicos, 

REGULACION HORMONAL DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS 

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

Esteroides Adrenales 

Un sitio importante de modulación por los esteroides adrenales ·en Ja sinapsis noradrenérgica es 
el sistema de adenilato ciclasa sensible a NE. Esta regulación se ha estudiado en modelos 
experimentales que producen cambios crónicos en las concentraciones circulantes de esteroides, 
como el estrés, la adrena!~tornfa y la adminislrnción de adrenocorticotropina (ACTH) o 
corticosterona. La adrenalectornia aumenta la sensibilidad de la adenilato ciclasa a la NE, 
mientras que el estrés y Ja administración crónica de ACTH o corticosterona disminuyen la 
sensibilidad de la enzima en Ja corteza cerebral de rata (Mobley y Sulser, l 980a,b; Mobley y 
col., 1983;StoneycoL, 1987). 
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Los efectos "permisivos" de los glucocorticoides sobre la sensibilidad del sistema de adenilato 
ciélasa pueden ser ejercidos en los distintos componentes del sistema: receptor (Foster y 
Harden, 1980; Nakada y col., 1987), adeni/alo ciclasa (Johnson y Jaworski, 1983; Redan y 
col., 1984; Forray y Richelson, 1985; Ros y col., 1989a) y pro1eí11a G (Redan y Redan, 1986; 
Lacasaycol., 1988;Rosycol., 1989b). 

En varios tipos celulares, el aumento en la sensibilidad a los agonistas 13 se asocia con un 
incremento en el nivel de expresión del receptor 13-adrenérgico (Foster y Harden, 1980; Norris y 
col., 1987; Hadcock y Malbon, 1988). Esta acción ocurre por la unión del comple_io hormona­
receptor a secuencias específicas de DNA, denominadas elementos de respuesta, que están 
presentes en el gen del receptor ll-adrenérgico (Emorine y col., 1987; Malbon y Hadcock, 
1988). 

Existe poca información acerca de los efectos hormonales sobre la regulación de las proteínas G 
en el SNC, pero se ha demostrado que la adrenalectomia disminuye significativamente la 
cantidad de la subunidad a de la proteína Gs y la administración subsecuente de corticosterona 
aumenta y disminuye la cantidad de las subunidades a de las proteínas Gs y Gi, 
respectivamente, en la corteza cerebral de rata (Saito y col., 1989). 

Esteroides Gonadales 

Al igual que los glucocorticoides, los esteroides ováricos 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 área 
preóptica y el hipotálamo la producción de AMPc estimulada por NE varia durante el ciclo 
estral; la mayor concentración del nucléotido coincide con los periodos en que existen 
concentraciones elevadas de estradiol en plasma (Davis, 1978, Zubin y Taleisnik, 1983; Etgen 
Petitti, 1986). La administración combinada de estrógenos y P• a ratas OVX disminuye la 
formación de AMPc estimulada por NE en el área preóptica, hipotálamo e hipocampo (Etgen y 
Petitti, 1987; Harrelson y McEwen, 1987; Petitti y Etgen, 1989). 

La información acerca del efecto de los esteroides sobre el número de receptores adrenérgicos 
es contradictoria. Se ha reportado que la administración aguda de estrógenos a ratas OVX 
aumenta el número de receptores ll-adrenérgicos en el hipotálamo (Wilkinson y col., 1979) y el 
hipotálamo medio basal (Vacas y Cardinali, 1980), disminuye en el hipotálamo y la 
adenohipófisis (Petrovic y col., 1985) o no altera su concentración en el área preóptica, 
hipotálamo (Etgen y Karkanias, 1990}, corteza cerebral (Vacas y Cardinali, 1980; Petrovic y 
col., 1985; Etgen y Karkanias, 1990) o glándula pineal (Vacas y Cardinali, 1980). El 
tratamiento crónico con estrógenos disminuye la cantidad de receptores ll en él hipotálamo 
(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 adenohipófisis (Petrovic y 
col., 1985) o no los modifica en el hipotálamo (Pctrovic y col., 1985). 

En el caso de los receptores a-adrenérgicos, los reportes iniciales no señalan cambios en el 
número de receptores por efecto de los estrógenos (Wilkinson y col., 1979; Vacas y Cardinali, 
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1980; Ambrosio y col., 1984). Sin embargo, los estudios de unión con Jigandos especificos para 
los subtipos de receptores a-adrenérgicos, indican que el tratamiento agudo con estradiol 
aumenta el número de sitios a 1 en el hipotálamo y el área preóptica de la rata (Etgen y 
Karkanias, 1990) y la administración crónica de la hormona incrementa la cantidad de estos 
receptores en el núcleo del tracto solitario (Shackelford y col., 1988). La administración de P• a 
los animales pretratados con cstradiol no modifica la unión a ninguno de los subtipos de 
receptores a-adrenérgicos en el hipotálamo y el área preóptica (Etgen y Karkanias, 1990). 

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

1) En la mayoría de los estudios mencionados, los ensayos de unión se realizaron en regiones 
cerebrales grandes y utilizando Jigandos que no discriminan entre los subtipos de 
receptores a y P-adrenérgicos. 

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

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

Como se mencionó anteriormente, la regulación homóloga en el número de receptores 
adrenérgicos está determinada por el grado de actividad neuronal, que depende de la cantidad 
de neurotransmisor que llega a la postsinápsis. 

Por su parte, el fotoperíodo influye de manera importante no sólo sobre la cantidad de 
receptores, sino sobre la mayoría de los eventos de la neurotransmisión, ya que la concentración 
de NE, las enzimas que intervienen en su metabolismo, y la cantidad de receptores presentan 
variaciones circádicas en el SNC (Wirz-Justice, 1987). Los ritmos presentan un patrón 
determinado en cada región y pueden ser diferentes aún dentro de los núcleos de una misma 
región cerebral (por ejemplo en el hipotálamo), de tal forma que la suma de todos los núcleos 
incluidos en bloques grandes de tejido, que generalmente se utilizan en los ensayos de unión, no 
permite valorar el efecto específico de los esteroides sobre la cantidad de receptores 
adrenérgicos. 

Debido a las dificultades metodológicas, existen muy pocos estudios en los que se haya 
investigado el efecto de los esteroides ováricos en núcleos cerebrales, considerando las 
variaciones dependientes del fotoperiodo. Weiland y Wise (1987, 1989), mediante 
autorradiografia cuantitativa, que permiten determinar la cantidad de receptores en núcleos 
cerebrales discretos, demuestran que en ratas OVX la concentración de receptores a, presenta 
un ritmo diurno en los núcleos supraquiasm~tico y prcóptico medial y en la glándula pineal, que 
es alterado por la administración aguda de estradiol. El tratamiento hormonal no sólo modifica 
esta variación rítmica, sino que disminuye el número de receptores a 1-adrenérgicos en estas 
regiones, en la eminencia media y en el núcleo ventromedial. 
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En el caso de los receptores 13, la variación diurna en la concentración de receptores 13,­
adrenérgicos se presenta en la eminencia media, el núcleo ventromedial y la glándula pineal de 
ratas.OVX. mientras que el ritmo en la cantidad de receptores 13,-adrenérgicos se presenta sólo 
en el núcleo supraquiasmático. El tratamiento con estradiol tiene efectos diferentes en estas 
áreas cerebrales: suprime el ritmo de los receptores 13 1 en la eminencia media y en el núcleo 
vcntromedial y de los receptores 132 en el núcleo supraquiasmático; aumenta selectivamente el 
número de receptores 131 en el núcleo preóptico medial; disminuye el número de receptores 13, 
en el núcleo supraquiasmático y reduce la cantidad de ambos subtipos en la glándula pineal 
(Weiland y Wise, 1987, 1989). 

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

Debido a la naturaleza heterogénea del hipotálamo y a la dificultad metodológica en el estudio 
de núcleos hipotalámicos, en este trabajo realizamos gran parte de los experimentos en el 
lúpocampo. · 

La organización celular del hipocampo es homogénea y su estructura y sinaptologia se han 
caracterizado en detalle (Ramón y Caja!, 1911; Lopes da Silva y col., 1990). Numerosas 
termina~.iones noradrenérgicas, provenientes del locus coeruleus se distribuyen por todo el 
hipocampo (Janes y Moore, 1977; Loy y col., 1980) y las terminaciones sinápticas contienen 
receptores, tanto p (el subtipo 13, es el dominante), como cx-adrenérgicos (el subtipo ex, es el 
dominante) (Zilles y col., 1991; Booze y col., 1993). 

Los estudios inmunoenzimáticos y de hibridación "in si tu", indican la presencia de cantidades 
elevadas de receptores a esteroides ováricos en el lúpocampo de la rata (Pelletier y col., 1988, 
Maggi y col., 1989; Simerly y col., 1990; Bettini y col., 1992). Además, algunos de los efectos 
de los esteroides son mediados por su acción n nivel membrana! (Domer y col., 1980; Foy y 
Teyler, 1982;WongyMoss, 1991). 

El lúpocampo interviene en el control de la secreción 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 morfología (Wimer 
y Wimer, 1985; Morse y col., 1986; Briton, 1993), concentración de neurotransmisores, 
enzimas y receptores (Loy y Sheldon, 1987; Luine, 1985; Beck y col., 1990) y actividad 
eléctrica (Teylery col., 1980; Domer y col, 1980; Foy y Teyler, 1983; Wong y Moss, 1991). 

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

Los mecanismos mediante los cuales las honnonas ováricas modulan la neurotransmisión 
norac!renérgica en el SNC no se han detenninado. La regulación de los sistemas 
noradrenérgicos centrales por los esteroides ováricos probablemente se debe a que inducen 
cambios específicos en la actividad de los diferentes subtipos de receptores adrenérgicos, lo que 
se traducen en modificaciones en el grado de "regulación cruzada" de las vías de transducción 
de la señal a las que se encuentran acoplados. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

Una aproximación experimental al estudio de la actividad de las neuronas l)Oradrenérgicas es la 
caracterización de !as respuestas de los subtipos de receptores a los que se une la norepinefrina. 
En este trabajo evaluamo~ la actividad del receptor ll-adrenérgico mediante la cuantificación del 
AMPc formado en función del estímulo específico (NE y sus agonistas y antagonistas). La 
modificación de la respuesta ll-adrenérgica por estimulación del componente a-adrenérgico, se 
tomó como indice de la actividad de los receptores a-adrenérgicos. 

La actividad del sistema receptor ll-adenilato ciclasa se estudió tanto en rebanadas, como en 
sinaptoneurosomas de hipocampo e hipotálamo de ratas ovariectomizadas (OVX), con y sin 
sustitución hormonal. 

La mayoria de los estudios sobre la actividad del sistema IJ-adrenérgico cerebral se han 
realizado en rebanadas. En este trabajo también se utilizaron sinaptoneurosomas, ya que se ha 
reportado que esta preparación presenta varias ventajas respecto a las rebanadas. Los 
sinaptoneurosomas son una preparación en la cual se produce menor destrucción neuronal 
respecto a los homogenados y contiene una gran cantidad de terminaciones presinápticas y 
postsinápticas. La captación de adenina marcada es mayor, por lo que el porcentaje de cambio 
inducido por las modificaciones en la actividad de la adenilato ciclasa es más aparente 
(Hollingsworth y col., 198Sa,b). Los ensayos realizados con esta preparación presentan mayor 
sensibilidad y reproducibilidad, lo que nos permitió valorar las modificaciones en la formación 
de AMPc en el hipotálamo. 
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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 Autónoma Metropolitana-Iztapalapa. Los animales se mantuvieron en 
ciclos de luz-oscuridad 10:14 horas, temperatura de 22-25ºC y acceso libre a agua y alimento 
(Purina). Los animales se ovariectomizaron bilateralmente y 2 semanas después de la operación 
se dividieron en los siguientes grupos: 

1) Animales OVX tratados subcutáneamente (s.c.) con vehículo (aceite de ajonjolí). 

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

3) Animales OVX tratados con BE (5 µg/ O.hnl, 48 horas antes del sacrificio) + 
progesterona (P•, 1 mg/ 0.2 mi de aceite de ajonjoll) 4 horas antes del sacrificio. 

4) Animales OVX tratados con P• (1 mg/ 0.2 mi de aceite de ajonjolí) 4 horas antes del 
sacrificio. 

Los animales se sacrificaron por decapitación a las 15:00 horas, ya que se ha reportado que la 
actividad noradrenérgica y los efectos de los estrógenos son mayores durante Ja tarde (Wise y 
col., 1981; Weiland y Wise, 1987, 1989). Inmediatamente después del sacrificio, se extrajo el 
cerebro y se colocó en solución Krebs-Ringer bicarbonato (KRB), pH 7.4, mantenida en baño 
de hielo con oxigenación constante (95% 0215% C02). Los hipotálamos e hipocampos se 
disecaron siguiendo el método descrito por Glowinski e !versen ( 1966). 

PREPARACION DE REBANADAS 

Las rebanadas (225 µm de espesor) de los hipocampos se obtuvieron en un seccionador de 
tejido Sorvall. Las rebanadas se transfirieron a un tubo con 5 mi de KRB y se preincubaron 
durante 10 min (37ºC), con agitación y oxigenación constante (95% 0215% C02). Transcurrido 
este tiempo, se cambió el medio por 5 mi de KRB fresco con adenina (lH] (7 µCi/ml, a.e. 
25 Ci/mM) y se incubó durante 20 min. Al final de la incubación, se decantó el sobrenadante y 
el precipitado se lavó 2 veces por centrifugación (600 g, 1 min) y resuspensión en KRB fresco. 
El precipitado obtenido se resuspendió en un volumen conocido de KRB y alícuotas de 70 µJ de 
esta suspensión se distribuyeron en cajas multipozos para el ensayo de la formación de AMPc. 
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PREPARACION DE SINAPTONEUROSOMAS 

Los sinaptoneurosomas se obtuvieron por el método descrito por Hollinsworth y col. (1985b). 
Los hipotálamos y los hipocampos se pasaron por una malla de nylon. se homogeneizaron en 1 O 
volúmenes de KRB, en un homogeneizador de vidrio/vidrio (5 golpes) y se centrifugaron a 
1,000 g (4ºC) por 10 min. La pastilla se resuspendió en 15 mi de KRB y se preincubó a 37ºC 
por 60 min. Se cambió el medio por 2 mi de KRB con adenina-['H] (1 O ~1Ci/ml, a.e. 25 Ci/mM) 
y se incubó durante 45 min. Terminada la incubación, se decantó el sobrenadante y el 
precipitado se lavó 2 veces por centrifugación (600 g, 1 min) y resuspensión en KRB fresco. La 
pastilla se resuspendió en un volumen conocido de KRB y alícuotas de 100 µl de esta 
suspensión se distribuyeron en cajas multipozos para el ensayo de Ja formación de AMPc. 

ENSAYO DE LA FORMACION DE AMPc 

La formación de AMPc se determinó por la técnica de premarcaje con adenina marcada, 
descrita por Shimizu y col. (1969). 

La mezcla de reacción para la determinación de la acumulación de AMPc incluyó el inhibidor de 
la fosfodiesterasa, isobutilmetilxantina (IBMX, 200 µM) y en su caso los antagonistas a ensayar 
(a las concentraciones que se indican en los resultados), en un volumen final de 400-450 µl. La 
reacción se inició al agregar el tejido a la mezcla anterior; se incubó durante 10 min (37°C) bajo 
atmósfera de oxigeno y agitación constante. La estimulación se realizó por la adición de 50 µJ 
de los agonistas (a las concentraciones que se indican en los resultados) al medio de incubación; 
10 rnin después la reacción se terminó agregando 50 µl de ácido tricloroacético (concentración 
final 5%). 

Para calcular la recuperación del AMPc PHJ formado se agregó como estándar interno 0.9 nCi 
de AMPc [1 4C] (a.e. 286 mCi/mmol). A cada una de las muestras se les agregó 500 µl de agua y 
200 µl de Tris IM. Se tomó una alícuota de 50 µ!del sobrenadante de cada una de las muestras 
para calcular la cantidad total de nucleótidos de adenina marcados. 

El AMPc PHJ formado se aisló por un método secuencial de cromatografia en columna de 
intercambio iónico (Dowex 50 W-X8) y cromatografia en columna de alúmina (Salomon y 
col., 1974; Stenstrom y Richclson, 1982). 

La cantidad de [3H] y [l4C] presente en el eluado de las columnas de alúmina se contó por 
espectrofotometria de centelleo liquido. Los datos se corrigieron por la eficiencia de conteo del 
aparato (estandarización extem~). Los resultados se expresan como porcentaje de dpm de 
AMPc [3H] formado a partir del contenido total de nucleótidos de adenina [3H] (% de 
conversión). La recuperación valorada individualmente mediante el cstandar interno fue 
constante (63 ± 5%). 
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ENSAYO DE UNION P-ADRENERGICA 

Los hipocampos e hipotálamos se homogeneizaron en JO volúmenes de Tris-HCI salino (pH 
7.3); la fracción membrana! se obtuvo por centrifugación a 30,000 g (4ºC) durante 20 min, esta 
operación se realizó 2 veces. La pastilla se resuspendió en 40 volúmenes de Tris'.HCI salino. 
Los ensayos se realizaron por triplicado en una mezcla de reacción (volumen final de 1 mi) que 
contenía 500 µI de la preparación membrana! (aproximadamente l mg de proteina/ml), el 
radioligando fl-adrenérgico dihidroalprenolol-[3H] (DHA-[3H], a.e. 51 Ci/mM) disuelto en 
solución amortiguadora de fosfatos (pH 7.4). La incubación se llevó a cabo por 30 min a 30ºC, 
en presencia de distintas concentraciones de DHA (3H] (0.25-6 nM), en ausencia y presencia de 
alprenolol füo {100 µM). 

La separación del ligando libre del unido se llevó a cabo por filtración al vacío, a través de 
filtros Whatman GF/B, seguida de 3 lavados con solución amortiguadora de fosfatos (pH 7.4). 
La radiactividad de los filtros se determinó por espectrofotometria de centelleo liquido. La 
unión específica de DHA [3H] se calculó como la diferencia entre el ligando unido en ausencia 
(unión total) y en presencia de alprenolol. La cuantificación de proteínas se realizó 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 análisis de varianza de una entrada 
(ANOVA), seguido por la prueba de comparación múltiple de Newman-Keuls. Las diferencias 
se consideraron estadísticamente significativas si p < 0.05. 

MATERIALES 

El BE (benzoato de fl-estradiol) y la P• se obtuvieron de Sigma Chemical Co. 

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

La adenina ['H] (a.e. 25 Ci/mM), el AMPc (14C] (a.e. 286 mCi/mmol) y el DHA-PHJ (a.e. S 1 
CilmM) se obtuvieron de Amersham International. 

La resina Dowex 50 W-X8 se obtuvo de Sigma Chemical Co. y la alúnúna 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 formación de AMPc en rebanadas de hipocampo de 
ratas OVX, mediante el uso de agonistas y antagonistas selectivos. 

CARACTERIZACION DE LA ACTMDAD NORADRENERGICA EN REBANADAS DE HIPOCAMPO 

Efecto de Agonistas Adrenérgicos sobre la formación de AMPc 

La actividad noradrenérgica total se estudió mediante la estimulación con el agonista total 
norepinefiina (NE, 1 O µM); la actividad de los receptores 13-adrenérgicos por la estimulación 
con el agonista 13 selectivo, isoproterenol (ISO, 25 µM); la actividad de los receptores a 1 y 13-
adrenérgicos por la estimulación con ISO (25 µM) + metoxamina (Metox, 1 mM) y la de los 
receptores a, y 13-adrenérgicos con ISO (25 µM) + clonidina (Clon, 100 µM). 

La NE incrementó significativamente la síntesis de AMPc ( 430% la concentración basal), 
mientras que la estimulación selectiva de los receptores 13-adrenérgicos con ISO, indujo sólo el 
60% de la respuesta producida por NE (Tabla 1 ). 

La estimulación con los agonistas a 1 adrenérgico, Meto><, y a,-adrenérgico, Clon, por sí solos 
no modificaron la sintesís de AMPc. Sin embargo, la Metox en presencia de ISO aumentó la 
formación de AMPc inducida por ISO a concentraciones similares a las obtenidos con NE. La 
Clon no modificó la cantidad de AMPc producida por el ISO (Tabla 1). La Melox aumentó de 
manera dependiente de la dosis (100 nM-1 mM) la cantidad de AMPc inducida a una 
concentración fija de ISO (25 µM) (Fig. 2). El ISO a esta dosis produjo una respuesta máxima 
en los ensayos dosis respuesta del efecto del agonista (datos no mostrados). 

Efecto de Antagonistas Adrenérgicos sobre la formación de AMPc 

La contribución de los receptores 13 y a-adrenérgicos en la formación de AMPc estimulada por 
NE, se estudió valorando el efecto de antagonistas adrenérgicos selectivos. En presencia de NE, 
el antagonista 13-adrenérgico, propanolol (1 µM), disminuyó significativamente (70%) la 
formación de AMPc. El antagonista a,-adrenérgico, fentolarnina ( 100 µM), bloqueó sólo una 
fracción de la respuesta a NE (37%), mientras que el antagonista a,-adrenérgico, yohimbina 
(100 µM), inhibió sólo un 11% la respuesta a NE (Tabla 2). 
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TABLA l. Efecto de Agonistas Adrent!rgicos sobre la formación de AMPc en Rebanadas de 
Hipocampo de Ratas OVX 

AMPc 
A~onlsta (%de Conversión) % de Estimulación 

BASAL 0.069±0.003 100 

NE 0.296±0.014• 429 

ISO 0.188i0.0ll• 273 

METO X 0.074±0.002 107 

METOX+ISO 0.303±0.023 .. 439 

CLON 0.079±0.004 115 

CLON+ISO 0.194±0.009• 281 

Las rebanadas prelncubadas con adenlna f'H], se incubaron 10 mln con vehículo (Basal) o 
los agonistas adrenérglcos: noreplnefr1na 1 O µM (NE), isoproterenol 25 µM (ISO), 
metoxamlna 1mM (Metox) y clonldlna 100 µM (Clon), solos o en combinación con ISO. Los 
datos representan la X± EE de dos exper1mentos realizados por triplicado. 

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

Rl!SULTAOOS 

TABLA 2. Efecto de Antagonistas Adreoérgicos sobre la formación de 
AMPc Inducida por NE en Rebsnod.., de Ilil'-O<•lllpo de R::to: OVX 

AMPc 
Antagonista (% de Conversión) % de Inhibición 

NEllOuM\ 

TESTIGO 0.285 ± 0.011 

PROPANOLOL 0.086 ± 0.006• 70 

FENTOLAMINA 0.179±0.015• 37 

YO!IlMBlNA 0.254 ± 0.006 11 

Las rebanadas prelncubadas con adenlna !3HJ, se Incubaron 1 O mln con 
NE 10 µM (lestlgo) o los anlagonistas adrenérglcos: propanolol (1 µM), 
fentolamlna (100 µM) y yohlmbina (100 µM). Los datos representa la 
X± EE do dos exparimenlos realizados por triplicado. 

• p < 0.05 respecto al testigo, Newman-Keuls. 
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Los efectos de los agonistas y antagonistas adrenérgicos sobre Ja fonnación de AMPc fueron 
característicos de acciones mediadas por Jos receptores 13 y ex1-adrenérgicos. Por Jo tanto, Ja 
respuesta adrenérgica total se definió como la cantidad de AMPc inducida por NE; Ja respuesta 
13-adrenérgica como la cantidad de AMPc inducida por ISO y Ja respuesta potenciadora ex,­
adrenérgica como el grado al cual la estimulación con el agonista ex1-adrenérgico aumentó Ja 
respuesta 13-adrenérgica (porcentaje de incremento en la cantidad de AMPc inducida por 
ISO+Metox respecto a Ja obtenida con ISO solo). 

CARACTERIZACJON DE LA ACTIVIDAD NORADRENERGICA EN SINAPTONEUROSOMAS DE 
HIPOCAMPO 

Efecto de Agonistas Adrenérgicos sobre la formación de AMPc 

Las respuestas adrenérgicas en Jos sinaptoneurosomas de hipocampo sólo se detenninaron 
mediante Ja estimulación con agonistas adrcnérgicos y, dado que en las rebanadas de hipocampo 
se observó que Jos agonistas ex, y ex, por si mismos no modifican la concentración de AMPc, 
únicamente se estudió el efecto de NE, ISO, ISO+Metox e ISO+Clon. 

La NE (1 O µM) estimuló Ja fonnación de AMPc 360% la concentración basal. La sintesis de 
AMPc fue mediada por Jos receptores 13 y ex,-adrenérgicos, ya que la estimulación simultánea 
con ISO+Metox aumentó la cantidad de AMPc a concentraciones similares a las obtenidas con 
Ja NE, mientras que la estimulación de Jos receptores ex, con Clon no modificó la respuesta de 
ISO (Tabla 3). 

Estos resultados concuerdan con Jos obtenidos en las rebanadas de hipocampo; sin embargo, el 
grado de participación de los receptores 13 y ex1-adrenérgicos en Ja síntesis total de AMPc fue 
diferente. La estimulación de los receptores 13-adrenérgicos con ISO produjo el 80% de Ja 
respuesta a NE (vs al 60% en las rebanadas) y el efecto potenciador de los receptores ex, sobre 
la actividad 13-adrenérgica fue menor; Ja Metox aumentó en un 30% Ja respuesta a ISO, 
mientras que en las rebanadas el incremento fue del 60% (Tablas 1 y 3). 

CARACTERIZACJON DE LA ACTr~IDAD NORADRENERGICA EN SINAPTONEUROSOMAS DE 
HIPOTALAMO 

Efecto de Agonistas Adrenérgicos sobre la formación de AMPc 

Aún cuando la estimulación en Ja síntesis de AMPc por la NE (1 O µM) fue menor respecto a Ja 
obtenida en los sinaptoneurosomas de hipocampo (245% Ja concentración basal), Ja 
participación de los receptores 13-adrenérgicos en Ja respuesta total a Ja NE y Ja acción 
potenciadora a, 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 aumentó 
34% la respuesta de ISO. La estimulación de los receptores ex, con Clan no modificó Ja 
respuesta de ISO (Tabla 4). 
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TABLA· 3. Efecto de Agonistas Adrenérgicos sobre la formación de AMPc en 
Slnaptoneurosomas de Hipocampo de Ralas OVX 

AMPc 
Agonista (%de Conversión) % de Estimulación 

BASAL 0.372 ± 0.012 100 

NE 1.338 ± 0.053• 360 

ISO 1.046 ± 0.036• 281 

ISO+METOX 1.353 ± 0.040 .. 363 

ISO+CLON 0.917 ± 0.052• 247 

Las rebanadas prelncubadas con adenlna !3HJ, se Incubaron 10 mln más con vehículo 
(Basal) o les agonistas adrenérglcos: NE (10 µM), ISO (25 µM), Metox (1mM) y Clan 
(100 µM) solos o en combinación con ISO (25 µM). Los datos representan la X ± EE de 
tres experimentos realizados por triplicado. 

• p < 0.05 respecto a le Basal, Newman-Keuls. 
•• p < 0.05 respecto a ISO, Newman-Keuls. 

RESULTADOS 

TABLA 4. Efecto de Agonistas Adrenérgicos sobre la formación de 
AMPc en Sinaptoneurosomas de Hipotálamo de Rata.i; OVX 

AMPc 
A2onista 1% de Conversióni % de Estimulación 

BASAL 0.970 ± 0.038 100 

NE 2.389 ± 0.076• 245 

ISO 1.815 ± 0.026• 187 

ISO+METOX 2.423 ±0.176 .. 250 

ISO+CLON l. 748 ± 0.065• 180 

Las rebanadas prelncubadas con adenlna [3HJ, se Incubaron 1 O mln más 
con vehlculo (Basal) o los agonistas adrenérgicos: NE (10 µM), ISO 
(25 µM), Metox (1mM) y Clan (100 µM), solos o en combinación con ISO 
(25 µM). Le~ dntcs rap¡osentan ta X ± EE de tres experimentos realizados 
por triplicad e>. 

• 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 NORADRENERGrCA 

Para determinar si los esteroides ováricos modulan la actividad de los receptores a, y 13-
adrenérgicos, se examinó la producción de Ai"1Pc estimulaua por agonistas adrenérgicos en el 
hipocampo y en el hipotálamo de ratas bajo las siguientes condiciones hormonales: 

1) OVX (grupo testigo) 
2) OVX + benzoato de estradiol (BE) 
3) OVX +BE+ progesterona (P•) 
4) OVX+P<. 

El tratamiento hormonal no modificó la síntesis basal de AMPc. 

·Efecto de los Esteroides Ováricos en Rebanadas de Hipocampo 

La administración de BE disminuyó la respuesta a NE un 12% (no significativo) respecto al 
grupo testigo. Este efecto fue ejercido mediante la disminución en la actividad de los receptores 
J3-adrenérgicos, ya que la formación de AMPc inducida por ISO fue inhibida significativamente 
(27%) respecto al grupo testigo. La actividad de los receptores a,-adrenérgicos no fue 
modificada por el BE, dado que el nivel de potenciación de la Metox sobre la respuesta P­
adrenérgica fue semejante al grupo testigo (OVX. 37% y OVX+BE, 34%). Por lo tanto, la 
inhibición en la respuesta a ISO+Metox que se presentó después del tratamiento con BE (25%) 
también se debió al bloqueo en la respuesta p-adrenérgica (Fig. 1 ). 

La administración de P•, sola o en combinación con BE, aumentó significativamente la 
respuesta a NE (30% vs testigo). El efecto no pare<:e ser mediado por la modificación directa en 
la actividad del receptor P-adrenérgico, ya que la respuesta a ISO fue similar a la del grupo 
testigo. Sin embargo, el tratamiento con P• incrementó la acción potenciadora de los receptores 
a 1-adrenérgicos sobre la respuesta P-adrenérgica; la Metox aumentó la formación de AMPc 
estimulada por ISO un 500/o en los animales tratados con BE+P• y un 70% en los animales 
tratados con P• sola (Fig. 1). 
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Flg. 1. Efecto de los Esferoides Ováricos sobre la acumulación de AMPc 
Inducida por Agonistas Adrenérglcos en Rebanadas de Hipocampo. Las 
rebanadas prelncubadas con ader.lna [3HJ, se Incubaron 10 mln en ausencia 
(Basal) o en presencia de los agonistas adrenérgicos: NE (1 O µM), ISO (25 
µM) solo o en combinación con Metox (1 mM). Los animales OVX fueron 
tratados con vehlcuto (OVX), BE soro (5 µg, 48 horas antes del sacrificio) (BE) 
o en combinación con P4 (1 mg, 4 horas antes del sacrificio) (BE+P4) y P4 sola 
(P4). Los datos representa la X ± EE de dos experimentos realizados por 
triplicado. 
* p <o.os respecto a OVX, Newman-Keuls. 

Para caracterizar la facilitación por la p, sobre la potenciación a, de la respuesta J3-adrenérgica, 
se realizaron ensayos de curvas dosis-respuesta del efecto de Metox, en presencia de una 
concentración fija de ISO (25 µM). Los resultados muestran que el tratamiento hormonal 
incrementa el grado de potenciación a, sobre la respuesta J3, mediante el aumento en la eficacia 
de la Metox, sin modificar su potencia, ya que el valor de DEso no fue significativamente 
diferente del obtenido en el grupo testigo (OVX, 13.58 ± 1.07 µM; OVX+BE+P< , 12.26 ± 
0.58 µM) (Fig. 2). 

Erecto de los Esteroides Ováricos en Sinaptoneurosomas de Hipocampo 

La administración de BE inhibió 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 debió al 
bloqueo selectivo en la actividad de los receptores J3-adrenérgicos, como lo indica la 
disminución (25% vs testigo) en la formación de AMPc estimulada por ISO. Además, en 
presencia de BE la respuesta a ISO+Metox también fue reducida como consecuencia de la 
inhibición en la actividad de los reteptores J3. más bien que de la 111odificación en la actividad de 
los receptores a 1-adrenérgicos, dado que el grado de potenciación por Metox sobre la respuesta 
J3-adrenérgica fue similar a la del grupo testigo (35% y 40"/o, en los animales OVX y OVX+BE, 
respectivamente) (Fig. 3). 
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Flg. 2. Curva Dosis-Respuesta del efecto de Meto~amina sobre la 
fonnaclón de AMPc Inducida por lsoproterenol en Rebanadas de 
Hipocampo. Las rebanadas se obtuvieron de animales OVX (ll) y OVX 
tratados con BE+P4 (O), con el mismo esquema de administración que se 
describe en la Fig. t. Las rebanadas se incubaron por 10 min con 
diferentes concentraciones de Melox, antes de la adición de ISO (25 µM). 
Los datos se expresan como el porcentaje de incremento sobre la 
respuesta a ISO y representan la X ± EE de dos experimentos realizados 
por triplicado. 

La disminución en la sensibilidad a la NE por los cstrógenos fue revertida por la administración 
de P•; en los animales tratados con BE+P• la inhibición en la respuesta a NE fue menor (J 5% vs 
testigo) y en los animales tratados con P• sola la respuesta a NE fue similar a la del grupo 
testigo. La P• no parece modificar la actividad de los receptores J3-adrenérgicos, ya que la 
formación de AMPc inducida por ISO en los sinaptoneurosomas de animales tratados con P•, 
5ola o en combinación con BE, fue similar a la del grupo testigo. En los sinaptoneurosomas de 
hipocampo no se observó el efecto facilitador de la P• sobre la potenciación a 1-adrenérgica de 
la respuesta J3-adrenérgica que se presentó en las rebanadas; la potenciación por Metox sobre la 
respuesta de ISO fue comparable a la del grupo testigo (OVX, 35%; BE+P• , 37%; P•, 36%) 
(Fig. 3). 
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Flg. 3. Efecto do los Esteroldes Ováricos sobre la acumulación de AMPc 
Inducida por Agonistas Adrenérglcos en Slnaptoneurosomas de 
Hipocampo. Los slnaptoneurosomas prelncubados con adenlna !3HJ, se 
Incubaron 10 mln en ausencia (Basal) o presencia de Jos agonistas 
sdrenérglcos: NE (10 µM) e ISO (25 µM), solo o en combinación con Metox 
(1 mM). Los animales ruaron tratados con el mismo esquema de 
sdmlnlstraclón hoimonal al descrito en Is Flg. 1. Los datos representa Is 
X± EE de dos a tres experimentos realizados por triplicado. 
* p < 0.05 respedo a OVX, Newman·Keuls. 

Efecto de los Esteroides Ováricos en Sinaptoneurosomas de Hipotálamo 

Aún cuando la administración de BE no cambió significativamente la respuesta a NE respecto al 
grupo testigo, modificó la contribución relativa de los receptores p y n 1-adrenérgicos en la 
síntesis total de AMPc. El tratamiento con BE bloqueó la fomrnción de AMPc estimulada por 
ISO (25% vs al testigo) y simultáneamente aumentó la actividad de los receptores n,­
adrenérgicos; la Mctox potenció 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 administración de P•, sola o en combinación con BE, disminuyó significativamente la 
respuesta a NE (30% vs al testigo). El efecto de la P• no parece involucrar una modificación 
directa en la actividad de los receptores 13-adrenérgicos, ya que la síntesis de AMPc estimulada 
por ISO fue similar a la del grupo testigo. La reducción en la sensibilidad a la NE más bien se 
debió al hloqueo de la acción potenciadora de los recepto1"s n 1-sobre la respuesta fl­
adrenérgica; la potenciación por Metox sobre la formación de AMPc inducida por ISO fue 
eliminada por el tratamiento con P•, presentándose concentraciones comparables del nucleótido 
en los sinaptoneurosomas expuestos a ISO solo e ISO+Metox (Fig. 4). 
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Flg. 4. Efecto de los Esteroides Ovllricos sobre la acumulación de AMPc 
Inducida por Agonistas Adrenérglcos en Sinaptoneurosomas de 
Hlpotlllamo. Los slnaptoneurosomas preincubados con adenina [3HJ. se 
Incubaron 10 mln en ausencia (Basal) o presencia de los agonlslas 
adrenérglcos: NE (10 µM) e ISO (25 µM), solo o en combinación con Metox 
(1 mM). Los animales fueron tratados con el mismo esquema de 
admlnlslraclón hormonal al descrito en la 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 Jl-ADRENERGICA 

Un mecanismo por el cual los esteroides ováricos pueden modular la sensibilidad a NE es 
mediante la regulación en la cantidad de receptores adrenérgicos. Para examinar esta 
posibilidad, se estudió la unión del radioligando DHA [3H] a los receptores fl-adrenérgicos, en 
membranas de hipocampo y de hipotálamo de ratas OVX, tratados con estradiol solo o en 
combinación con P4, con el mismo esquema de administración que se utilizó para determinar las 
modificaciones en la actividad del sistema receptor fl-adenilato ciclasa. 

El análisis de Scatchard de la unión de DHA [3 H] en membranas de hipocampo, muestra que el 
tratamiento hormonal no modifica la constante de disociación (Kd) (OVX, 1.1 ± 0.06; 
OVX+BE, 1.2 ± 0.03; OVX+BE+P•, 1.1 ± 0.07 nM) o la unión máxima (Bmax) (OVX, 37.5 ± 
1.1; OVX+BE, 32.5 ± 0.5; OVX+BE+P•, 34.4 ± 1.2 finol/mg de proteína) (Fig. 5). 

En las membranas de hipotálamo tampoco se presentaron modificaciones en la Kd (OVX, 0.89 
± 0.03; OVX+BE, 0.99 ± 0.01; OVX+BE+P•, 1.01 ± 0.05 nM). o en la Bmax (OVX, 28.0 ± 
0.7; Ovll'.+BE, 27.8 ± 0.2; BE+P4, 28.6 ± 0.8 finol/mg de proteína) por efecto de la 
administración de hormonas ováricas (Fig. 6). 
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Flg. 5. Representación de Scatchard de la Unión P·Adrenérglca 
de DHA-[3H] en Membranas de Hipocampo. Las membranas se 
obtuvieron de retas OVX tratadas con vehículo (testigo) (o). 
BE solo (+) o en combinación con P4 (A). con el mismo esquema de 
administración que se describe en la Flg. 1. Cada valor representa la 
X de un experimento representativo, realizado por triplicado. 
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Flg. 6. Representación de Scatchard de la Unión P·Adrenérglca 
de DHA-[3H] en Membranas de Hipotálamo. Las membranas se 
obtuvieron de ratas OVX tratadas con vehlculo (testigo) (o), 
BE solo(+) o en combinación con P4 (A). con el mismo esquema de 
administración que se describe en la Flg. 1. Cada valor representa la 
X de un experimento representativo, realizado por trtplicado. 

28 



DISCUSION 

Los datos de este estudio demuestran que en el hipocampo y en el hipotálamo la NE estimula la 
slritesis ·de AMPc mediante la activación de los receptores 13 y a 1-adrenérgicos y confirman la 
hipótesis de que los esteroides ováricos modulan la sensibilidad del sistema noradrenérgico en el 
SNC, mediante la modificación en la actividad y grado de "regulación cruzada" de los 
receptores 13 y a 1-adrenérgicos. Existen diferencias regionales en los efectos reguladores de los 
esteroides ováricos sobre la actividad noradrenérgica. En el hipocampo los estrógenos 
disminuyen la actividad de los receptores 13-adrenérgicos y en el hipotálamo simultáneamente 
disminuyen la actividad 13 y aumentan el efecto potenciador de los receptores a 1-adrenérgicos 
sobre la respuesta 13. 

El ·hallazgo principal de este trabajo es que la P• por sí misma es capaz de modular la actividad 
noradrenérgica cerebral; en el hipocampo aumenta el efecto potenciador de los receptores a, 
sobre la actividad 13-adrenérgica, mientras que en el hipotálamo bloquea la potenciación a, de la 
actividad 13-adrenérgica. 

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD NORADRENERGICA 

La conclusión de que la NE estimula la sintesis AMPc en las rebanadas del hipocampo de ratas 
OVX, por medio de la activación de los receptores 13 y a 1-adrenérgicos se basa en que: 1) el 
agonista 13-adrenérgico selectivo, ISO, produjo una estimulación menor en la formación de 
AMPc respecto al agonista total NE; 2) el agonista a 1-adrenérgico, Metox, en presencia de ISO 
estimuló la formación de AMPc a niveles similares a los obtenidos con la NE, este efecto no fue 
inducido por el agonista a,-adrenérgico, Clon; 3) los antagonistas 13-adrenérgico, propanolol y 
a 1-adrenérgico, fentolamina, bloquearon significativamente la respuesta a NE, mientras que el 
antagonista a,-adrenérgico, yohimbina, fue poco efectivo en el bloqueo de la respuesta a NE. 

El efecto de los agonistas adrenérgicos en los si11apto11eurasomas del hipocampo de ratas 
OVX, confirman la participación de los receptores 13 y a 1-adrenérgicos en la síntesis de AMPc. 
Sin embargo, la contribución de los receptores 13 a la respuesta total de NE fue mayor y el 
efecto potenciador de los receptores sobre la actividad 13-adrenérgica fue menor respecto a las 
rebanadas. Estas diferencias muy probablemente se deben a que la estructura sináptica y 
organización celular es distinta en estas preparaciones. Además, la metodología para la 
obtención de los sinaptoneurosomas incluye la homogenización del tejido en solución 
amortiguadora Krebs-Ringer bicarbonato y se ha descrito que este procedimiento reduce la 
magnitud de· la interacción potenciadora de los receptores a, con receptores acoplados a la 
adenilato ciclasa (Chasin y col., 1974; Daly y col., 1980b). 

En los si11apto11e11rosomas del hipotálamo de ratas OVX, el grado de participación y de los 
receptores~ y o.1-adrenérgicos en la respuesta a la NE fue similar a la de los sinaptoneurosomas 
de hipocampo. Sin embargo, la NE produjo una estimulación menor en la síntesis de AMPc en 
el hipotálamo 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 hipotálamo son congruentes con la demostración de que los 
receptores a 1 ejercen una acción potenciadora sobre la respuesta 13-adrenérgica en diferentes 
áreas cerebrales (Daly y col., 1980a, 1981; Pile y Enna, 1985; Stone y Herrera, 1986; Robinson 
y Kendall, 1989a,b; Etgen y Petitti, 1987, 1990). Este tipo de interacción constituye un ejemplo 
de comunicación o "regulación cruzada" entre 2 sistemas diferentes de transducción de la 
sei'lal en el SNC. Esta regulación se ha demostrado principalmente en rebanadas y en células de 
cultivo; nuestros datos indican que los sinaptoneurosomas son una preparación apropiada para 
el estudio del fenómeno. 

REGULACION POR LOS ESTEROIDES OVARICOS SOBRE LA ACTNIDAD NORADRENERGICA 

Efecto de los Estrógenos sobre la Actividad de los Receptores 13-adrenérgicos 

La regulación por los estrógenos sobre la actividad noradrenérgica en el hipocampo e 
hipotálamo involucra la disminución en la actividad del receptor 13-adrenérgico; éste parece ser 
un efecto general de los estrógenos 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 
Birnbaumer, 1983; Boulet y Fortier, 1988; Reimer y col., 1988). Los ensayos de unión indican 
que los estrógenos inhiben la actividad 13-adrenérgica sin modificar el número o la afinidad por 
el antagonista f3, [DHA-'H]. Resultados similares se han descrito en el hipotálamo y en la 
corteza cerebral (Vacas y Cardinali, 1980; Etgen y Karkanias, 1990; Ungar y col., 1993 ). 

Los estrógenos muy probablemente reducen la actividad del sistema 13-adrenérgico interfiriendo 
en el acoplamiento del receptor 13 con la proteína Gs. Se ha demostrado que la eficacia de 
acoplamiento de los receptores dopaminérgicos D2 con su proteina G (Clopton y Gordon, 1986; 
Borgundvaag y Georgc, 1938; Muuemura y col., 1989) y de los receptores f3 con la proteina Gs 
(Ungar y col., 1993) es modificada por los estrógenos. Este efecto de la hormona puede ser 
producido por alteración del receptor, de la proteína Gs o de ambos (Fig. 7 A). 

Se sabe que la modificación del receptor por fosforilación altera el acoplamiento con la proteina 
Gs; el recepior 13 puede ser fosforilado por la 13ARK, por la PKA o por la proteína cinasa C 
(Hausdorff y col., 1990; Lefkowitz y col., 1990). Existen ciertos antecedentes para proponer 
que los estrógenos inducen e! desacoplamiento del receptor 13-adrenérgico, aumentando la tasa 
de fosforilación catalizada por la PKA, ya que se ha demostrado que la hormona regula la 
actividad de la cinasa en el útero de la rata (Liu y Greengard, 1976, Liu y col., 1981; Liu, 
1984). 
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Flg. 7 Modelo que describe los sitios probables de regulación de los 
ostrógenos sobre los sistemas p-adrenérglco (A) y a 1-adrenérglco (B). NE, 
Norepinefrina; Gs y Gq, proteínas unidoras de nucleótidos de guanina; e, 
subunidad catalftlca de la adenflato clclasa; PKA, proteína clnasa dependiente 
de AMPc; PLC, fosfollpasa e; PKC, proteína clnasa C; IPJ, lnosilol tnfosfato; 
DAG, díacflglfcerof. 

Los estrógenos tal vez promueven el desacoplamiento del receptor fl-adrenérgico de la proteína 
Gs disminuyendo el nivel o actividad de la proteina Gs. Se ha descrito un papel modulador de 
los estrógenos sobre diferentes proteínas G (Maus y col., 1990; Bouvier y col., 1991 ); en el 
útero y en el cuerpo lúteo de conejo la reducción por los estrógenos sobre la ·actividad de la 
aderillato ciclasa, acoplada al receptor fl-adrenérgico, se asocia con una disminución en la 
cantidad de la subunidad a de la proteina Gs (Kirchick y Bimbaumer, 1983; Reimer y col., 
1988). 

Efecto de los Estrógenos sobre la Actividad de los Receptores a,-ndrenérgicos 

En los si11aplo11e11rosomas de hipotálamo el tratamiento con BE, además de disminuir la 
sensibilidad de los receptores fl-adrenérgicos, aumentó la actividad potenciadora de los 
receptores a,-adrenérgicos sobre la respuesta fl-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 estrógenos sobre la acción potenciadora de los receptores a, sobre la 
respuesta fl-adrcnérgica también se ha repo1 laúo en rebanadas de hipotálamo (Etgen y Petitti, 
1987; Petitti y Etgen, 1990). Estos autores sugieren que el efecto de la hormona es mediado por 
el incremento en el número 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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metodológicos (uso de bloques grandes de tejido y sacrificio de los animales durante la 
mañana). Además, un estudio más detallado que incluye la determinación de los receptores por 
autorradiografia y el análisis de núcleos hipotalámicos, demuestra que los estrógenos 
disminuyen la cantidad de receptores a 1-adrenérgicos en varios núcleos hipotalámicos (Weiland 
yWise, 1987). 

El aumento en la actividad del sistema a 1-adrenérgico por los estrógenos 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 proteína 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 estrógenos en diferentes tejidos (Mobbs y col., 
1991). Los estrógenos inducen la síntesis o alteran la actividad de la enzima (Mobbs y col., 
1988, 1990a,b, 1991; Kaplitt y col., 1993); la modificación en la actividad probablemente 
ocurre por unión directa a la enzima ya que ésta presenta un dominio homólogo al dominio 
unidor de estrógenos del receptor al esteroide (Barker y col., 1990). 

Con respecto a la proteína cinasa C, se ha demostrado que los estrógenos modifican la cantidad 
y la actividad de varias isoformas de la enzima en la adenohipófisis de la rata (Drouva y col., 
1990, Audy y col., 1990; Thomson y col., 1993) y el cuerpo lúteo 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 modulación de la cinasa C es indirecta, mediante la 
modificación en la fosfolipasa C (Mobbs y col., 1991). 

La regulación, ya sea directa o indirecta, de la cinasa C por los estrógenos puede ser un evento 
importante en el aumento de la potenciación a 1-adrenérgico de la respuesta 13-adrenérgico que 
se presenta en el hipotálamo. La activación de la cinasa C puede regular cruzadamente al 
sistema receptor 13-adrenérgico e incrementar su actividad; la enzima es capaz de fosforilar a la 
proteína Gs, aumentando su actividad o facilitando el acoplamiento con la subunidad catalítica 
de la adenilato ciclasa (Bell y col., 1985) o a la subunidad catalítica de adenilato ciclase, 
incrementando el grado de activación por la proteina Gs (Yoshimasa y col., 1987; Simmoteit y 
col., 1991). 

Efecto de la Progesterona sobre la Actividad de los Receptores a 1-adrenérgicos 

Un hallazgo importante de este estudio es que la P• 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 hipotálamo produce el efecto contrario. 

La acción facilitadora de la P• sobre la sensibilidad a la NE en el hipocampo, no es mediada por 
la modificación directa del receptor 13-adrenérgico, sino por el aumento en el efecto potenciador 
de los receptores a 1-adrenérgicos sobre la actividad 13-adrenérgica. Esto es apoyado por los 
detos de fas cur:~ do::;is~rc:;pucsta del efecto de ~1etox sobre la formación de AivíPc inducida 
por ISO en rebanadas de hipocampo, que muestran que la administración de P• a animales 
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pretratados con BE, incrementa significativamente Ja estimulación máxima del agonista a 1-

adrenérgico sobre la respuesta 13-adrenérgica. 

La facilitación por la P• sobre la actividad a 1-adrenérgica no se pudo demostrar en Jos 
sinaptoneurosomas de hipocampo; la mayor participación de Jos receptores 13 y la menor acción 
potenciadora de los receptores a, sobre la actividad 13-adrenérgica pudo haber enmascarado el 
efecto de la hormono. 

La P• disminuyó Ja sensibilidad a Ja NE en los sinaptoneurosomas de hipotálamo mediante el 
bloqueo de Ja potenciación a 1-adrenérgica sobre la respuesta 13-adrenérgica. La potenciación 
por la Meto~ sobre la formación de AMPc estimulada por ISO fue eliminada por completo, 
presentándose niveles comparables del nucleótido en presencia de ISo+Metox y de ISO solo. 
Esta acción inhibitoria de la P• sobre la actividad del sistema a 1-adrenérgico también se ha 
demostrado en rebanadas de hipotálamo; sin embargo, el efecto de la P4 solo se presentó en 
animales pretratados con estrógenos (Etgen y Petitti, 1986; Petitti y Et gen, 1989, 1990). 

La demostración de que Ja P• no requiere de la presencia de estrógenos para ejercer sus efectos 
sugiere que la hormona modula la actividad noradrenérgica por mecanismos membranales. Se 
han descrito varias acciones membranales de la P•; por ejemplo, la hormona induce la liberación 
rápida de LHRH de fragmentos hipotalámicos (Kim y Ramirez, 1982; Drouva y col., 1983; Ke y 
Ramirez, 1987). aumenta la liberación de doparnina en el cuerpo estriado (Dluzen y Ramirez, 
1984, 1987). produce aumento y redistribución de los receptores a oxitocina en el hipotálamo 
(Schumacher y col., 1989; 1990b), aumenta la unión de GABA a su receptor en cerebro (Maggi 
y Perez, 1984) y disminuye Ja actividad de los receptores a, -adrenérgicos en el hipotálamo 
(Petitti y Etgen, 1992). Estas acciones muy probablemente ocurren por la interacción de la P• 
con sitios membranales específicos (Ke y Ramirez, 1990). 

Aún cuando no se conocen Jos sistemas de segundo mensajero a los que se acoplan los 
receptores membranales a la P•, se ha sugerido al cnlcio como posible mediador. La activación 
del receptor. induce un aumento rápido en la concentración de calcio intracelular, como 
resultado de la entrada de calcio extracelular (Thomas y Meizel, 1989; Blackmore y col., 1991; 
Sanchez-Bueno, 1991 ). En ovocitos de anfibio, la estimulación del receptor desencadena 
diferentes sistemas de transducción de Ja señal, asociados al recambio de fosfolipidos 
membranales; las señales múltiples aparentemente convergen para estimular y producir la 
activación sostenida de la proteína cinasa C, a los pocos minutos después de la administración 
de P4(Chien y col., 1991, Kostellow y col., 1987, 1993). 
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Flg. 8 Modelo que describe los sitios probables de regulación de la 
progesterona sobre el sistema a, .adrenórgico. (Las abreviaturas son las 
mismas que en la Flg. 7) 

Si la P• desencadena eventos bioquímicos similares en la neurona, la estimulación de la cinasa C 
pudiera ser un mediador importante en la modulación positiva (hipocampo) y negativa 
(hipotálamo) de la P• sobre el sistema a 1-adrenérgico. Corno se discutió anteriormente, la 
cinasa C es capaz de sensibilizar al sistema J3-adrenérgico. A su vez, la cinasa C ejerce un 
control de retroalimentación negativa sobre la vía de recambio de fosfoinositoles; la cinasa 
promueve la desensibilización del sistema a 1 -adrenérgico, mediante la fosforilación y 
desacoplamiento del receptor con su proteína G (Leeb-Lundberg y col., 1985, Cotecchia y col., 
1985) o mediante la fosforilación e inactivación de la fosfolipasa C (Bennett y Crooke, 1987) 
(Fig. 8). 

En resumen, los resultados de este estudio demuestran que en el hipocampo los estrógenos 
disminuyen la sensibilidad del receptor J3-adrenérgico y en el hipotálamo simultáneamente 
disminuyen la sensibilidad del receptor J3 y aumentan la acción potenciadora del receptor a, -
adrenérgico sobre la actividad del receptor J3. Por su parte, la P• ejerce un efecto dual sobre el 
sistema a,-adrenérgico: en el hipocampo aumenta la acción potenciadora de los receptores a, 
sobre la actividad J3-adrenérgica, mientras que en el hipotálamo la bloquea. 

Aunque a partir de estos datos no es posible establecer una relación directa de los efectos de 
los esteroides ováricos sobre el control de gonadotroñnas, se pueden plantear ciertas 
correlaciones. Se ha demostrado que el sistema noradrenérgico ejerce influencias tanto 
facilitadoras, como inhibitorias sobre la liberación de gonadotrofinas, que son mediadas por la 
activación de los receptores a, y J3-adrenérgicos, respectivamente. En ratas OVX, sin 
sustitución hormonal, la NE actúa principalmente mediante la activación de los receptores 13-
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adrenérgicos para inhibir Ja secreción de LHRH y LH. Sin embargo, en animales OVX, tratados 
con estrógenos o estrógenos más progesterona, el efecto predominante de Ja NE es facilitar la 
liberación de LHRH y LH; esta acción es mediada por Jos receptores a 1-adrenérgicos (Cáceres 
y Taleisnik, 1980; Leung y col., 1982; Talesnik y Sawyer, 1986; Brann y Mahesh, 1991)~ 

La demostración en este trabajo de que el tratamiento con estrógenos simultáneamente aumenta 
Ja actividad de los receptores ct1 y disminuye la actividad de Jos receptores 13 en el hipotálamo, 
es congruente con la interpretación de que tales cambios participan en Ja regulación de la 
liberación preovulatoria de gonadotrofinas. 

El bloqueo por la P• de la potenciación ct1-adrenérgica sobre la sintesis de AMPc, estimulada 
por el receptor 13 en el hipotálamo, puede representar un mecanismo importante en la 
sincronización y facilitación del pico preovulatorio de gonadotrofinas. Si Ja estimulación de la 
liberación de gonadotrofinas, requiere de la disminución de Ja señal inhibitoria, mediada por el 
receptor ¡J-adrenérgico, el estradiol y la P• pueden intervenir en el proceso. Es decir, el 
tratamiento con estradiol disminuye la actividad del receptor ¡J-adrenérgico y Ja administración 
subsecuente de Ja P• inactiva al sistema ¡J-adrenérgico, removiendo cualquier influencia 
facilitadora de los receptores ct1-adrenérgicos, sobre la función del receptor 13 y permitiendo 
que Ja ncción estimuladora de los estrógenos sobre el sistema a,-adrenérgico ocurra sin 
oposición. 

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

En el primer caso, existen reportes de que la aplicación "in vitro" de NE a fragmentos de tejido 
hipotalámico estimula Ja liberación 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 LHRHérgicns (Hoffinan y col., 1982; Jennes y col., 1982). Recientemente se ha 
desarrollado una linea celular de neuronas LHRHérgicas inmortalizadas (células GTt), que 
sintetizan y secretan LHRH (Mellan y col., 1990; Martinez de la Escalera y col., 1992a). Estas 
células expresan receptores ¡J1-adrenérgicos cuya activación por NE o isoproterenol estimula 
la liberación de LHRH (Martínez de la Escalera y col., 1992b; Findell y col., 1993). Esta 
información 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 área preóptica 
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 
liberación de NE endógena, inducida por la estimulación eléctrica del grupo celular 
noradrenérgico At, aumenta la liberación de GABA en el área prcóptica medial de ratas OVX 
\.rforbinson y col., 1989, 1990). Además, en las células GT1 el GABA modula directamente la 
liberación de LHRH (Martinez de la Escalera y col., 1994). 

DISCUSION 35 



Las dos posibilidades anteriores no son excluyentes ya que el efecto estimulador de la NE sobre 
las neuronas LHRHérgicas puede deberse principalmente a la activación de los receptores a 1-

adrenérgicos, que inhiben una entrada GABAérgica inhibitoria a las neuronas LHRHérgicas y a 
una acción directa sobre receptores ll 1-adrenérgicos localizados en las neuronas LHRHérgicas 
(Kordon y col., 1994). 

La modulación de la actividad de los receptores ll y a 1-adrenérgicos hipocampales por los 
estrógenos y la P~ también pueden ser relevantes en el control de la secreción de 
gouadotrofinas, ya que esta región cerebral ejerce un control inhibitorio sobre la secreción de 
las mismas en la rata. La lesión del fomix produce un avance de los picos preovulatorios de LH 
y FSH (Kawakami y Kimura, 1975) y aumento de la concentración de LH en plasma en el 
proestro (Teresawa y Kawakami, 1973). La estimulación del hipocampo bloquea la ovulación 
espontánea y la ovulación inducida por la estimulación del área preóptica medial (Velasco y 
Taleisnik, 1969; Gallo y col., 1971) e inhibe la liberación de LH inducida por la estimulación 
del área preóptica :nedial (Kawakami y col., 1973). La manipulación del hipocampo ventral es 
la que más consistentemente induce las respuestas inhibitorias. Las lesiones en esta parte del 
hipocampo producen la degeneración del tracto corticohipotalámico medial; esta vía termina 
principalmente en el núcleo arqueado y en el áre.a hipotalánúca anterior, en donde se localizan 
terminaciones y neuronas LHRHérgicas (Witkin y col., 1982; Jennes y Conn, 1994). La 
interrupción de este tracto previene el bloqueo de la ovulación inducida por la estimulación del 
hipocampo ventral (Velasco y Taleisnik, 1969), lo que sugiere un efecto inhibitorio directo 
sobre la actividad de las neuronas LHRHérgicas. 

Dado que el hipocampo, además de participar en el control de la secreción de gonadotrofinas, 
juega un papel importante en la integración de conductas tanto reproductivas como no 
reproductivas (Beatty, 1984; Maggi y Perez, 1985, Jarrad, 1993). la modulación del sistema 
noradrenérgico hipocrunpal por los esteroides ováricos puede ser relevante en estos procesos 
de integración. 

El hipocampo recibe información de todas las modalidades sensoriales, y aún 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 asociación entre 
diferentes señales sensoriales y en la comparación de la información reciente con la información 
almacenada previamente (Rawlis, 1985; Teyler y DiScenna, 1985). 

Se ha propuesto que el hipocampo actúa como una "compuerta" para el procesamiento de la 
información sensorial, que resulta en la construcción de mapas cognoscitivos y por último en la 
manifestación de conductas adaptativas. El hipocampo participa en la asociación entre 
estimulas sensoriales de diferentes clases, dependiendo del contexto conductual en el que éstos 
ocurren (Port y col., 1987; Lopes Da Silva, 1990). Así, en situaciones en que la formación de 
mapas cognoscitivos y el der.arrollo concomitante de conductas exploratorias no es conveniente 
para el unimal, la "compuerta hipocampal" esta cerrada. Cuando la información que requiere el 
hipocampo para la formación 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 último, la modulación por los esteroides ováricos de la transnúsión noradrenérgica puede 
ser relevante en aspectos más generales de la función cerebral. 

A nivel celular la NE ejerce diferentes acciones electrofisiológicas dependiendo del tipo de 
circuito cerebral en el que se encuentre, esto ha llevado a proponer que la NE actúa como 
modulador de la sensibilidad neuronal, más bien que como neurotransnúsor. En se.'ltido estricto, 
los neurotransmisores actúan aumentando la conductancia membrana! e induciendo excitación o 
inhibición de la neurona postsináptica. Las respuestas a la NE no pueden ser separadas en 
acciones sinápticas inhibitorias o excitatorias convencionales; la NE más bien modula el nivel de 
sensibilidad de una neurona a las diferentes señales aferentes que recibe. En varios circuitos 
neuronales la NE: 1) inhibe significativamente la tasa de disparo espontánea e incrementa la 
actividad neuronal producida por la estimulación de vías aferentes, lo que resulta en un aumento 
en la relación "sei'ial-ruido" de las neuronas activas o, 2) aumenta la sensibilidad de una neurona 
a estímulos subumbrales a los cuales no responde en ausencia de coactivación noradrenérgica, 
por lo que se ha asignado un papel de "compuerta" para la NE (Woodward y col., 1979; 
Waterhouse y col., .1988). En particular en el hipotálamo la NE, mediante la activación de los 
receptores a,, aumenta Ja respuesta de las señales sinápticas excitadoras, núentras que Ja 
activación de los receptores ll aumenta la eficacia de las señales sinápticas inhibitorias (Sessler y 
col., 1988; Cheng y col., 1988). Así, las modificaciones en el grado de activación de los 
receptores f3 y a 1-adrenérgicos inducidas por los esteroides ováricos, pueden aumentar la 
probabilidad de que las respuestas neuronales a Ja NE sean excitatorias o inhibitorias. Este tipo 
de regulación puede ser un mecanismo importante por el cual las hormonas ováricas ejercen sus 
efectos en el SNC. 
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CONCLUSIONES 

· Los datos de este estudio demuestran que: 

1) La estimulación de la síntesis de AMPc por In NE en el hipotálamo y el hipocampo de fa 
rata hembra es mediada por los receptores p y a,-adrenérgicos. 

2) Los esteroides . ováricos regulan la transmisión noradrenérgica en el hipotálamo y el 
hipocampo, mediante la modificación diferencial en la actividad de los receptores P y 
a,-adrenérgicos. 

3) Los estrógenos inhiben la actividad del receptor P-adrenérgico en el hipocampo y 
simultáneamente a la disminución P-adrenérgica, aumentan la actividad de los receptores 
a,-adrenérgicos en el hipotálamo. 

4) La P• aumenta la actividad de los receptores a,-adrenérgicos en el hipocampo y bloquea su 
actividad en el hipotálamo 

S) La P• no requiere de la presencia de estrógenos para ejercer sus efectos moduladores sobre 
el sistema noradrenérgico. 
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