C208L
Universidad Nacional Autonoma de 5
México A

Colegio de Ciencias y Humanidades
Unidad Académica de los Ciclos Profesional y de
Posgrado
l Centro de Neurobiologia

Fosferilacion de les canales de Calcio
per la cinasa A en respuesta a la

suspension dopaminérgica

‘ TESIS

QUE PARA OBTENLR LCL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS FISIDLOGICAS

Presenta:

MARIA ELENA HERNANDEZ AGUILAR

TESIS coy

F‘LL ‘ DE ORIFFNMéXiCO' D.F. 1997



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



" CREDITOS

¢ La presente tesls fue realizada en el Centro de Neurobiologia con
sede en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, Mexico D.F., bajo la
direcclon del Dr. Ganzalo Martinez de la Escalera.

e Esta tesis fue realizada bajo el patrocinio de las instituciones y
programas listados a cantinuacion:

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnotogia
Registro No.84383

Programa de Apoyo a las divisiones de Estudios de Posgrado
Universidad Naclonal Autdnoma de Mexico
Proyectos 030372 (1993) y 030379 (1994)

~r



AGRADECIMIENTOS

A todas aquellas personas que me impulsaron en mi desarrollo
académico y confiaron en mi: al Dr. Pablo Pacheco Cabrera, al Dr.
Gonzalo Martinez de la Escalera, a la Dra. Carmen Clapp. al Mtro,
Porfirio Carrillo Castilla y de manera muy especial a mi esposo el Dr.
Jorge Manzo Denes.

De manera particular quisiera expresar mi agradecimiento al Dr.
Mauricio Diaz por su apoyo fundamental para la realizacion de esta
tesls.

A equlpo de trabagjo del Laboratorio del Dr. Gonzalo Martinez de la
Escalera y al de la Dra Carmen Clapp sobre todo a Luz Tomer Aguilar, a
Francisco Garcia, a Salvador Mejia, a Zuima Duefas y a Ana Corbacho
no solo por ofrecerme su amistad sino por su Qpoyo y ayuda en la
realizaclon de esta tesis.

A todo el personal del Instituto de Neuroetologia de la Universidad
Veracruzana: Marcela Vazquez, Regina Cruz, Leticia NicolGs, Rebeca
Toledo, Maria de Jesus Rovlrosa, Luis Garcia, Adriana Esquivel y Sofia
Verenice Gonzdlez.

Alos revisores de esta tesis. Dr. Gonealo Martinez de la Escalera, Dr
Pablo Pacheco. Dr. Mauricio Diaz, Dra. Marcia Hirart, Dra. Magda
Giordano, Dr. Carlos Aramburo y Dr. Darvid Garcia.

A mi familia y en especial a mi madre



INDICE

RESUMEN

SUMMARY

INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Regulacion Pletotropica en la secrecion de prolactina

Participacion de segundos mensajeros en la secrecion de
prolactina

Segundos mensajeros asociados a la accion de dopamina

Efecto de la dopamina sobre la regulacion de calcio intracelilar

Efecto de la dopamina sobre las propiedades eléctricas
de la membrana celular del lactotropo
Segundos mensajeros asuciados a la accion de la hormona
liberadora de tirotropina (TRH}
Efecto de la TRH sobre los niveles de calcio intracelular
Efecto de la TRH sobre las propledades eléctricas de la
niembrana celular del lactotropo
Mecanismos intracelulares involucrados en la secrecion
potenciada de prolactina
Generalidades de los canales de calcio
Purificacion y caracterizacion de los canales de caleio
Modulacién de los canales de caleio por fostorilacion
Estudios biogquimicos

Estudios clectrofisiologicos

v

14
18
19

21

23
28

28

30

34

37

39
42



Sitios de fosforilacion
Regulacion de los canales de calcio por fosfatasas

Células GH4 transfectadas con el receptor a dopamina

HIPOTESIS

PROPOSITO Y OBJETIVOS

METODOLOGIA
Experimento 1 (Blogue [armacologico de la cinasa Ay C)
Experimento 2 (Inducciéon de la secrecion potenciada en la
linea celular GH,ZR,)
Experimento 3 (Determinacion de la densidad de los canales
de calcio}
Experimento 4 {Ubicacion electroforética de la subunidad al de
los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L)
Experimento 5 (Induccion de ia fosforilacion de los canales de
calelo sensibles a voltaje por la suspension

transitoria de dopamina)

RESULTADOS

DISCUSION

REFERENCIAS

APENDICE
Dopamine-escape potentiation of prolactin release may
involve the activation ol calcium channels by protein
kinases A and C. Endocrine. 2; 779-786.

v

45

47

49

53

87
61

62

63

64

66

67

90

106

122



RESUMEN
000000000 ccccccooe

La prolactina (PRL) es una hormona proteica que se sintetiza y
secreta por los lactotropos en la adenohipotisis. Su secrecion esta regulada
por factores hipotalamicos tanto de tipo inhibidor como estimulador. A la
fecha. es ampliamente aceptado que su secrecion esta inhibida de manera
tonica por la dopamina (DA), mientras que su secrecion fasica es
estimulada, entre otros [actores. por la hormona liberadora de tirotropina
(TRH).

Los estimulos fisiologicos tales como el estrés, la estimulacion
vaginal, el aumento de los estrégenos en la tarde del proestro y la succién.
causan un jmportante aumento de la secrecion de PRL a la sangre
periférica. Por su parte se ha mostrado que dicha secrecion es la resultante
de wuna interaccion espacio temporal entre la disminucion de la
concentracion tonica de la DA hipotalamica en sangre portal y el efecto
estimulante de la TRH. otra hormona de origen hipotalamico. En otras
palabras, el decremento en los niveles de DA resulta en dos efectos: 1)
estimula por si misma la secrecion de PRL, y 2) potencia el efecto
estimulante de la TRIH para secretar PRL

Los estudios rcalizados sobre los mecanismos intracelulares
involucrados en producir este segundo efecto, es decir, potenciar la accion
secretora de la TRH, indican la participacion proximal del sistcma del AMP
ciclico. Dado que la TRH estimula la sccrecion de PRL al activar al sistema
de los fosfoinositidos v la importacion de calcio extracelular. se ha pensado
que la interaccion c¢ntre la cascada c¢vocada por la suspension
dopaminérgica y aquella producida por la TRH podria converger a nivel de
los canales de calcio tipo L sensibles a voltaje. regulando su funcion y por
lo tanto modulando la entrada de calcio. Trabalos realizados en células
GH3. cardiacas y musculares estriadas han mostrado que los canales de
calcio tipo L sensibles a voltaje. mas especificamente la subunidad alfa de
este canal. es sustrato de las cinasas que son activadas por el AMP ciclico
(cinasa A) y por el diacilglicerol (cinasa C). La fosforilacion de esta
subunidad del canal. resulta en un incremento de la probabilidad de
apertura del mismo. y esto produce un aumento en el influjo ionico. Como
consecuencia de ello. se obtiene una mayor contraccion muscular o
secrecton hormonal

En base a estos antecedentes. la hipotesis que s¢ planteo cn este
trabajo es que la secrecion potenciada de PRI, que se obtiene cn respuesta
a la TRH. es consecuencia de un cambio en el indice de foslorilacion de los
canales de calcio dependientes de voltaje. por efecto de la suspension
transitoria de DA. Asi. uno de los objetivos que se planteé en este estudio.
consistio en determinar cual de las dos cinasas que foslorilan ¢l canal de .
caleio en condiciones in vitro, alteran el funcionamiento de  ¢ste en
condiciones fisiologicas Con ese propostto. se utilizaron bloqueadores tanto
de la cinasa activada por AMDP ciclico (11-89) como de la cmsasa C
(Calfostina CJ. El atro objetivo del estudio, fue determinar en torina directa
el efecto de la suspension de la senal dopaminérgica sobre el grado de
fosforilacion de los canales de calcio en dos modelos de lactotropos:
cultivos primarios de lactotropos de rata y una linea celular transfectada
con el receptor a DA Para esto fue necesario determinar la densidad de



canales de calcio en los sistemas de estudio, mediante ensayos de union
con un ligando especifico (*H-PN200-110), para posteriormente determinar
la migracion relativa de las subunidades del canal en electroforesis de
poliacrilamida  utilizando un fotoligando sclectivo  {*H-Azidopina).
Posterformente, se determiné el indice de fosforilacion de los canales de
calclo dependientes de voltaje en respuesta a la suspension de la
dopamina. '

Con ¢l uso de los bloqueadores selectivos de las cinasas. se
demostro que cuando estas se bloquean de manera independiente. la
secrecion potenciada de PRL no sc altera. Por el contrario, cuando ambas
cinasas fueron bloqueadas simultancamente, la respuesta potenclada que
se obtiene al suspender transitorfamente a la DA y administrar TRH. se
suprimi6. Los resultados que se obtuvieron con los ensayos de union,
indican una densidad de canales de calclo sensibles a las dihidropiridinas
de 137 fmol/mg de tejido con una Kd de 105 pinol/mg de tejido en
lactotropos normales. En las celulas GH4 se obtuvo una densidad de
canales de calcio de 143 fmol/mg de tefido con una Kd de 115 pmol/mg de
tejido, que es similar a la reportada en lactotropos. Para el caso de la
migracion relativa electroforética, en geles de poliacrilamida y en
condiciones desnaturalizantes. sc encontré un polipéptido de peso
molecular aproxiitnado de 160 kDa. en ambos tipos de células. En los
lactotropos, se observé un aumento en forma progresiva en el indice
enddgeno de fosforilacion, en la subunidad de 160 kDa. y alcanzo una
maxima incorporacion a los 30 minutos de haber suspendido a la DA. Para
las células GH4ZR7 se obtuvo una maxima incorporacion del radioligando
en dicha subunidad. 10 minutos después de haber suspendido a la
dopamina.

En resumen. los resultados que se obtuvieron deinuestran que la
suspencion de la senal de dopamina induce un cambio en el grado de
fosforilacion de los canales de calcio en ambos tipos celulares. Esta accion
parece estar mediada en forma redundante por accion de la cinasa
dependiente de AMP ciclico y por Ja cinasa C. Se suglere que la
fosforilacion de los canales de calcio sensibles a voltaje forma parte del
mecanismo de accion por el cual la senal negativa de la dopamina regula la
eficiencia de secretagogos como la TRH en lactotropos.



ABSTRACT
0000000000000 00000

Prolactin (PRL) is a proteic hormone that is sintetized and released
by lactotrops in the adenohypophisis. PRL release is controlled by both
inhibitory and excitatory hypothalamic factors. It is known that PRL release
is continuously inhibited by dopamine (DA). even though its release is
stimulated by several factors, being tirotropine releasing hormone (TRH)
one of them.

Physiological stimuli such as stress, vaginal stimulation. rising of
estrogen levels in late proestrous. and suckling, provoke an important
increase In PRL secretion in the blood stream. This secretion is evoked by
the consecutive interaction of a decrement in the concentration of
hypothalamic DA and the stimulatory effect of TRH. This, the decrement of
DA has two effects: 1) direc stimulation of PRL release. and 2) potentiation
of the releasing effect produced by TRH.

Studies on the intracellular mechanisms involved fn the second
effect. show a main role of the cyclic AMP system. Considering that TRH
stimulates PRL release through the activation of the phosphoinoesitides
system and the intake of extracellular calcium. it is proposed that the
interaction between DA withdrawal and TRH could be integrated at the
level of voltage-dependent calcium channels. probably regulating their
function to moedulate calcium intake. Some reports in GH3, cardiac and
striated muscle cells, have shown that voltage-dependent caleium channels,
In specific the alfa subunit, is the substrate of the kinases thal arc
activated by cyclic AMP (kinase A) and diacilglycerol (kinasa C).
Phosphorilation of the alfa subunil produces an increment in the probability
for the opening of the channcl hence it is promoted an increase in ionic
influx. As a result it is observed the muscle contraction or hormonatl
secretion.

The hypothesis of this work was that the potentiated PRL release.
produced by TRH after DA withdrawal, is produced by a change in the
phosphorylation ratio of voltage-dependent calcium channels. Thus. our afm
was to determine the nature of the kinasec that phosphorilate caleium
channels in in vitro conditions. and influence channel function in
physiological conditions. For this purpose. we used blocking agents for the
kinase activated by cyclic AMP (H-89). and for the kinase C {Calphostin C).
Another objective in this study was to determine directly the effect of DA
withdrawal on the phosphorilation of calcium channels in two lactotrophs
models, primary cultives of dispersed cells from the rat adenohypophisis
and ccll line transfected with the DA receptor. To accomplish this, il was
required to determine the density of calcium channels in both models
through hinding.assays (311 PN200-110). and the relative migration rate of
chamiel subunits in- polvacrilimide electrophoresis using (*H-Azidopine).
Finally. the phosphorilation ratio of voltage-dependent calcium channels in
respouse to DA withdrawal was determined.

Using kinases blocking agents we  demonstrated  that  their
independent blockage did not alter the potentiated PRL release. However.
when both kinases were blocked simultaneously it was reduced the
potentiated effect of PRL release produced by TRH after DA withdrawal.
Results obtained with  binding assays indicated that the density of



dihydropyridine sensitive calcium channels was of 137 finol/mg of tissue
with a Kd of 105 pmol/mg of tissue in normal lactotrops. In GH4 cells, a
density of calcium channels of 143 fimol/mg of tissue with a Kd of 115
pmol/mg of tissue was obtained. which is stmilar to that reported for
lactotrophs. In respect of the relative electrophoretic migration, In
polyacrilamide gels under denaturalized conditions, it was lound a
polypeptide of molecular weight around 160 kDa in both kind of cells. In
lactotrops It was observed a progressive rise In the endogenous rate of
phosphorylation in the subunit of 160 kDa. that reached a maximum
incorporation 30 minutes after DA withdrawal. In GH4ZR7 cells it was
obtained a maximum incorporation of the “PO, in the same subunit 10
minutes after DA withdrawal.

Thus, results here show that DA withdrawal induces a change in the
phosphorylatlon ratio of calcfum channels in both kind of cells. This
response seems to be mediated by the activity of the cyclic AMP dependent
kinase and by kinase C. In conclusion, we propose that calcium channels
phosphorylation plays a role in the potentiated release effect of TRH once
the transitory suspension of DA has occurred.



INTRODUCCION

La prolactina (PRL) es una hormona proteica que es
sintetizada y secretada por los lactotropos localizados en la
adenohipdfisis. En los mamiferos. la secrecion de esta hormona
esta bajo la influencia inhibitoria ejercida principalmente por la
dopamina (DA}. mientras que la hormona liberadora de tirotropina
(TRH). es considerada como la principal influencia fisiologica para
estimular la secrecion de PRL.

Estudios realizados tanto in vivo como in vitro, han mostrado
que la disociacion temporal de la DA de su receptor. trac consigo
dos electos: por un lado estimula por si misma la secrecion de PRL
v. por el otro. potencia el efecto cstimulante de la TRH para
secretar prolactina (Mena et al., 1976: Chiocchio et al. 1979;
deGreef y Viser, 1981).

Estudios realizados en tejido muscular (Curtis v Caterrall,
1986) y cardiaco (Hosey et al., 1989). han mostrado que los canales
de calcio dependientes de voltaje tipo L. son sustrato de
losforilacion por cinasas que son dependicntes de AMP cichico y/o
por la cinasa C. Se ha mostrado que la fosforilacion induce un
incremento tanto en la probabilidad de apertura de los canales de
calcio tipo L, como un aumento en ¢l tiecmpo total de apertura de

los mismos. Ademas, se mostrado que la fosforilacion produce un



cambio en la dependencia del voltaje para la activacion ¢
inactivacion del canal de calcio tipo L. Como consecuencia de ello,
las corriente tonicas registradas estan aumentadas. y esto induce
una contraccion muscular mas intensa o una mayor secrecion.

Por otro lado. estudios realizados ecn cl laboratorio. han
mostrado que el agonista de canales de calcio Bay K 8644
reproduce el efeclo que se obliene cuando se suspende a la
dopamina; es decir, potencia la accion estimulante de la TRH para
secretar PRL en condiciones tales donde la DA cjercio su efecto de
manera toénica. Dicho clecto seimpide mediante el uso de
bloquedores de canales de calcio como son la nifedipina y el
metoxiverapamil (Herniandez et al., 1994).

Iin base a los estudios eclectrolisiologivos que han mostrado
que el agonista de canales de calcio Bay K 8644 produce un efecto
similar al que realiza la foslorilacion. en este trabajo se propuso que
la fosforilacion de los canales de calcio dependientes de voltaje es
parte del mecanismo por el que se potencia la accion liberadora de

la TRH.



Antecedentes

Regulacidn pleiotropica de la
secrecion de prolactina

A diferencia de la mayoria de las hormonas de la hipofisis
anterior, la prolactina es la unica hormona adenohipofisiaria que es
secretada en cantidades substanciales en ausencia de una
estimulacién hipofisfotropica del hipotalamo. Se ha demostrado
ampliamente, que los lactotropos no estan bajo el control de una
retroalimentacién negativa periférica. En su lugar. prevalece el
concepto de que el principal control endocrino que el hipotilamo
ejerce sobre los lactotropos es de tipo inhibitorio (ver: Ben-
Jonathan, 1994). A pesar de la gran inlormacion que existe v apoya
el concepto de que la PRL esta bajo un control inhibitorio. también
sc¢ reconoce que la secrecion de PRL esta regulada por multiples
interacciones entre los factores de tipo inhibidor y los de tipo
estimulador que provienen del hipotalamo, independientemente
dc las interacciones paracrinas que ejercen otros lipos celulares
adenohipofisfarios. asi como autocrinas cfectuadas por los nmiismos
lactotropos.

El reconocimicnlo de que el hipotalamo ejerce un control
inhibitorfo sobre la secrecion de PRI inspiro la idea de la

existencia de un lactor inhibidor de la secrecion dc PRI (PIF).



Estudios especificos mostraron que el nicleo arcuato proyecta sus
terminales nerviosas hacia la capa externa de la eminencia media.
Ahi. estas terminales nerviosas hacen contacto con los vasos
sanguineos largos del sistema porta donde liberan a la dopamina
(ver: Ben-Jonathan, 1994). Su papel como el regulador fisiologico
de la secrecion de PRL se basa cn lo sigulente: (1) s¢ han reportado
concentracfones altas de DA en la sangre portal. que se relacionan
de una manera inversa con la secrecion de PRL en diferentes
contextos; (2) la demostracion de que en los lactolropos existen
receptores del tipo D, para esta hormona: y, (3) los estudios en los
que se mostré que la administracion de la DA en concentraciones
similares a las reportadas en condiciones {n vivo. ¢jercen el mismo
efecto inbibitorfo reportado en condiclones lisiologicas (Ben-
Jonathan et al, 1989). A raiz de ello. se mostro que ¢l factor
endogeno inhibidor de la secrecion de PRL ¢s la catecolamina DA
producida en el nucleo arcuato.

A la fecha, se ha mostrado que la secrecion basal de PRL se
encuentra bajo un control inhibitorio  ejercido por la DA
hipotalamica. Aunque. estudios realizados en la  rata  han
manifestado la existencia de elevaciones significativas de PRL en
plasma. en contextos conductuales tales como el aparcamiento o la
succion, asi como en el esties, se ha reportado  que dichas
elevaciones. no son el producto de la disminucion en  la
concentracion de DA en sangre portal. En su lugar, prevalece el

concepto de que estos picos de secrecion. son la resultante de la



interaccion entre el factor liberador de PRL (PRF) y la DA.

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) y el peptido
intestinal vasoactivo (VIP) son los dos PRF que se consideran como
fisiologicos en la regulacion de la secrecion de PRL (Malven, 1993).
Su papel como reguladores de la secrecion de PRL se basa en el
hecho de que: 1) existen concentraciones altas de estas dos
homonas en la sangre portal; 2) en condiciones in vitro. estas dos
hormonas estimulan la secrecion de PRL; y, 3) la inmunizacién
pasiva de cada una de estas hormonas afecta la descarga de la PRL
en respuesta a un estimulo fisiologico.

La participacion de un factor de tipo inhibidor y de otro de
tipo estimulador en la regulacion de la secrecton de PRL siguce
stendo tema de discusion. Se ha propucsio que la elevacion
periférica en la concentracion de PRL, pucde ser la resultante de
un decremento en la concentracion del factor inhibidor. o de un
aumento en la concentracion del factor estimulador (de Greel y
Visser. 1981). Los estudios realizados. tanto cn ralas ciclantes
como en ratas lactantes. para analizar cada una de las hipolesis
propuestas han aportado informactén acerca del papel que juegan
ambos factores hipotalamicos para regular la secrecton de PRL.

En la rata ciclante, se ha mostrado que la concentracion de
DA en sangre portal es mis baja durante ¢l proestro. que en los
demas estadios del ciclo estral (Blake et al.. 1974 Ben-Jonathan et
al.. 1977 Brandi et al.. 1990). En este estadio dcl ciclo estral. se

ha mostrado que la secrecion de PRL sc presenta en dos fases



consecutivas que tienen caracteristicas propias. La primera fase de
secreciéon de PRL es prominente y tiene poca duracion, mientras
que la segunda fase es menos clevada pero tiene mayor duracion
(Murai et al., 1989).

El andlisis de los mecanismos que estan involucrados en
controlar estas dos fases. han mostrado que éstas son reguladas por
eventos diferentes. Para el caso de la primera fase de secrecién. se
mostré que la lobectomia, es decir, la extirpacion de la pituitaria
posterior, o la eliminacion del peptido intestinal vasoactivo (VIP) -
por medio de inmunizacion pasiva-. todos ellos afectaron la
primera fase de secrecion. sin afectar a la segunda (Murat y Ben-
Jonathan, 1987]. En base a estos resultados, se propuso que la
primera fase de secrecion de PRI depende principalmente de la
presencia de un PRF, mas que de la ausencia del factor inhibidor.

Para ¢l caso de la segunda lase. se mostro que ¢l aumento en
los niveles de PRL en sangre periférica, no depende de la
presencta de un PRI sino que en su lugar. su secrecion esta
vinculada con la interaccion espacio-temporal entre la ausencia del
factor de tipo inhibidor como a la presencia de un lactor de tipo
estimulador (Mural et al. 1989). En esta segunda fase de
secrecion, la DA pavece participar de manera importante en la
regulacion de la secrecion de PRI en las diferentes etapas del ciclo
estral. Su participacion en esta sepunda fase de secrecion quedo
demostrada en aquellos estudios ¢n los que la administracion de

domperidona (un antagonista dopaminérgico) produjo un aumento



rapido en la concentracion de PRL en sangre periférica en cada
periodo del ciclo estral (Haisenleder et al., 1990).

A su vez, se ohservd que la TRH estimula de manecra mas
eficaz la secrecion de PRL cuando ésta se administra pbslerior al
tratamiento con domperidona. Cabe mencionar que el aumento en
la concentracion de PRL que se produce en la segunda fase de
secrecion, no solo es consecuencia de la disminucion que se da en
la concentracion de DA en sangre portal. sino que su secrecion
también esta sujeta a la modulacion del nimero de receptores a DA
y TRH dispuestos en el lactotropo (Bilinski y Tramezzani. 1990).
Por lo tanto, se puede deducir que la scgunda fase de secrecion de
PRL esta bajo la accion conjunta entre la ausencia y la presencia del
efecto thnibitorio y estimulatorio ejercido por el hipotalamo,
respectivamente (Haisenleder et al.. 1986).

Para el caso de los estudjos realizados en la rata lactante, se
ha mostrado que la elevacion de la concentracion de PRI se da de
manera unica y. tanto la DA como la TRH participan de manera
importante en la regulacion de la secrecion de PRL.

Utilizando la succion como el estimulo fisiolégico y/o la
activacion eléctrica del nervio mamario (Mena. [Pacheco vy
Grosvenor, 1982} como una emulacion de la primera. sc pudo
mostrar que ambos cstimulos provocan una disminucton (ransitorta
en la concentracion de DA en sangre portal {(Mena et al.. 1976:
Chiocchio et al.. 1979: de Greel v Viser. 1981). Sin embargo. la

simulacion experimental en la reduccion transitoria de la infusion



exogena de DA en ratas tratadas con alfa-metil-p-tirosina (inhibidor
de la sintesis de DA). no explica del todo la marcada y sostenida
elevacion que se da en la concentracion de PRL circulante en
respuesta al estimulo de la succion o la activacion eléctrica del
nervio mamario (deGreef. Plotskl y Neill. 1981: Mena, Pacheco y
Grosvenor. 1982). En este sentido. se observa una elevacion
significativa en los nivles de PRL en sangre periférica, pero esta
regresa a niveles basales una vez que la DA también alcanza sus
niveles basales.

Una probable explicacion que se dio a estos resultados. es
que la descarga de PRI es parte integral de un mecanismo
complejo que puede inchiir la disminucién de la concentracién de
DA en sangre portal. asi como la participacion de otras hormonas
hipotalamicas con actividad liberadora de¢ prolactina (deGreef,
Plotski y Neill. 1981). De acuerdo a cllo. se pone de relieve Ia
hipotesis originalmente planteda por Grosvenor y Mena (1980)
donde plantea que un breve periodo de succion prodnce una
disminucion transitoria del tono dopaminérgico el cual es escencial
para que la TRH. asi como otros factores hipotalamicos con
actividad de PRF (Pan y Main. 1990). sca mas eficaz en estimular la
secrecion de PRL.

Mas tarde. cesta hipdtesis se sustentd bajo una seriec de
obscrvaciones entre las cuales se tncluyen las siguientes: 1) por wn
lado. deGreef y colaboradores (1984) mostraron que los niveles

inmunoreactivos de TRH en sangre portal aumentan de 5.3 a 8.7



ng/ml en respuesta al estimulo de la succién; 2) la administracion
de la TRH a ratas (Burnet y Warkeley. 1976) o a monos rhesus
(Norman, 1980) no succlonados., no produce un aumento
significativo en los niveles de PRL en sangre perlférlca.'En base a
estos resultados se sugirio que el incremento dramatico que se da
en los niveles de PRL en sangre periférica. en respuesta al estimulo
de la succidon, no resulta tampoco por el solo aumento en los
niveles de la TRH en sangre portal (deGreef y Visser, 1981). En su
lugar, dicho efecto es consecuencia de la interaccion entre ambos
factores hipotalamicos. Esta implicacion quedd sustentada con
aquellos estudios en los que la administracion de la TRH en
animales donde la infusion de DA sc redujo en un 50% (de Greel y
Visser, 1981) como en aquellos donde se suspende
transitoriamente (Fagin y Neill. 1981:. Plotski y Neill. 1982),
muestran un aumento significativo en la concentracion de PRL
circulante. De esta manera se concluye que la secrecion masiva de
PRL que se produce por efecto de la succion cn la rata lactante, es
una consecuencia directa de la interaccion entre la disminucion en
la concentracion de DA en sangre portal vy del aumento en la
concentracton de TRH. Sobre todo el efecto que esta disminucion
en la concentracion de DA tiene sobre la capacidad estimulante de

la TRV para estimular la secrecton de PRI



Participaclién de segundos mensajeros en la
secrecion de prolactina

Una vez que se demostré que la secrecién potenciada de PRL
que se da por efecto del estimulo de la succion es consecuencia de
la disminucion de la concentracion de DA en sangre portal, y cl
efecto que esta diminucion tiene sobre la efectividad de la TRH
para estimular la secrecion de PRL, la pregunta a indagar es:
/(Cuales son los pasos bioquimicos que median esta secrecion
masiva de PRL?. Para poder responder esta pregunta. primero es
necesario conocer cuales son los mecanismos de transduccion que
emplean tanto la DA como la TRH para regular la secrecion de PRL.

De manera resumida. se puede mencionar que la DA ejerce
multiples acciones para inhibir la secrecion de PRL. A grandes
razgos. los mecanismos dc¢ transduccion que la DA utiliza para
realizar dicha funcion se pueden agrupar de la siguiente manera:
(1) ejerce una inhibicion sobre segundos mensajeros tales como ¢l
AMP ciclico (Kebabian y Calne, 1979) y los losfatos de inositol
(Simmonds y Strange, 1985); (2) provoca la activacion de canales
fonicos que favorecen la hiperpolarizacion de la membrana celular
(Taraskevich v Douglas. 1978). vy (3) produce una reduccion en la
concentracion de calcfo intracelular necesario para que se lleve a
cabo la secrecion de PRL (Shoficld et al., 1983).

Para el caso de la TRH se ha mostrado que esta promueve la
secrecion de PRL al: 1) estimular la produccion de los foslatos de

inositol  (Martin.  1983): 2} provocar un aumento en la



concentracion de calcio intracelular (Albert y Thasjian, 1984) y. 3)
producir una depolarizacién en la membrana celular del lactotropo,
lo que favorece la apertura de canales de calcio dependientes de
voltaje (Imgran et al., 1986). La evidencia que sustenta ca.da uno de
los eventos moleculares utilizados por la DA y la TRH para regular

la secrecion de PRL seran desglosados en los siguientes apartados.

Segundos mensajeros asoctados a la
accién de dopamina

Inicialmente, los receptores a DA se habian clasificado
farmacologicamente como subtipos D, y D,. Dicha clasificacton se
baso e¢n ¢l efecto que la activacion del receplor tiene sobre el
sistema del AMP ciclico. Se observé que los receptores del subtipo
D, estan acoplados de mancra positiva al sistema de la adenilato
ciclasa. es dectr estimulan la produccién de AMP ciclico, mientras
que los del subtipo D, la inhiben (Kebabian y Calne. 1979).
Recientemente, se ha mostrado la existencia de olvos tres subtipos
de receptores a DA, los cuales se han denominado como D,. D, y D,
Farmacologicamente, los receptores D, y D, se comportan de
manera similar a los receptores del subtipo D,. es decir inhiben la
actividad de la adenilato ciclasa y por lo tanto la produccion de
AMP ciclico: mientras que los receptores denominados D, parecen
actuar de manera similar a los del subtipo D, (Paulssen et al.. 1991

Pedersen et al.. 1994).



Los estudios realizados con lactotropos obtenidos de ratas
(Kimura, et al, 1976; Ray y Wallis, 1981) y de adenomas de
humanos (de Camilli y Macconi, 1979; Schettini et al.. 1983; Dal
Toso et al., 1989) han mostrado que la DA inhibe la secrecién de
PRL mediante su unién a receptores del subtipo D, es decir,
aquellos receptores que estan acoplados de manera negativa al
sistema de la adentlato ciclasa y que inhiben la producciéon de AMP
ciclico (Kebabian y Calne , 1979; Sweenen et al., 1982; Enjalbert y
Bockaert. 1983).

Diversas cstrategias se utilizaron para tratar de mostrar que
la DA fnhibe la secrecion de PRL al impedir la formacion de AMP
ciclico. Inicitalinente se mostro quc la administracion aguda de la
DA o la somatostatina en cultivos celulares de lactotropos (Koch et
al., 1985), produjeron una reduccion en los niveles de AMP ciclico.
Este efecto no solo se observo ¢n cultivos donde se administro de
forma aguda a la DA (Swennen y Denef, 1982). sino también se
observé en aquellos trabajos en los que se estimulo la produccion
de AMP ciclico al administrar forskolina (Delbeke et al. 1986).
Este efecto inhibitorto que la DA ticne sobre la produccion de AMP
ciclico s¢ observo inmedfatamente de haber sido administrada y
alcanzé su maximo efecto 10 minutos después (Swennen y Denel.
1982). En ambos casos, la activacion del receptor dopaminérgico
produjo una reduceion en la concentracion de PRL contenida en cl
medio de cultivo. que se correlacioné con el decremento en los

niveles de AMP ciclico (Swennen y Denef, 1982; Koch et al.. 1985
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Delbeke et al., 1986).

El efecto que la activacion del receptor a DA tiene sobre la
produccion de AMP ciclico no se da de manera directa. En el
lactotropo, dicho receptor se encuentra acoplado a una broleina G
de tipo inhibitorio. por lo que la activacion de este tipo de proleina
G trae consigo la inactivacion de la adenilato ciclasa. La expresion
de las proteinas G varian dependiendo del tejido. En la pituitaria
normal de rata, se encontraron tres subtipos de proteinas Gi: la Gi,,

la Gi, y la Gi; (Cronin et al.. 1983; Paulssen et al., 1991). Asi, la

activacion de este tipo de proteina G, c¢n el lactotropo, trae consigo
la inactivacién de la adenilato ciclasa y. ademas, la disminucion de
la secrecion de PRL (Freissmuth et al.. 1989: Wilson et al. 1994:
Wang et al., 1995).

Por otro lado. se ha reportado que los receptores a DA no
solo se encuentran acoplados de manera negaliva al sistema del
AMP ciclico, sino que también lo estan para cl sistema de los
fosfatos de inositol. Inicialmente se mostréo que la administracion
aguda de la DA produjo un decremento en la incorporacion dce
fosforo marcado o ‘H-inositol en respuesla a la administracion de la
TRIl o angiotensina. Simultaneamente. sc¢ observo que dicho
tratamniento produjo una disminuciéon en la concentracion de PRL
en ¢l medio de cultivo (Siimmonds y Strange. 1985; Journet ¢t al.
1987 Forget et al., 1990).

A pesar de que cxiste informacion que apoya el concepto de

que los receptores dopaminérgicos estan acoplados de manera
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negativa al sistema de los fosfatos de inositol, a la fecha existe
controversia sobre el papel que juega este sistema de segundo
mensajero en la regulacion de la secrecion de PRL. Es evidente que
cuando la DA se administra de forma aguda al medio de cultivo, la
secrecion de PRL se afecta considerablemente. Sin embargo. con
este mismo procedimiento. se ha reportado que la produccion de
los fosfatos de inositol no se altera aun cuando la DA esta presente
en el medio (Canonico et al.. 1986). Es necesario considerar, que
dicha controversia pudiera ser la resultante de las estrategtas
experimentales utilizadas en cada uno de los trabajos por lo ecs
necesario realizar mas estudios que muestren el efecto que la DA
tiene sobre esta via de transduccion.

Considerando que la activacton del sistema de los fosfatos de
inositol provoca la subsecucnte activacion de la proteina cinasa C
(PKC) por el diacilglicerol (DG). otros trabajos reportan que la
actividad de dicha cinasa disminuye cuando se administra de forma
aguda a la DA. En este caso se observa que la DA altera
marcadanmente la actividad de la proteina cinasa C y que este efecto
es dependiente de la dosis (Giambalvo y Wagner. 1994). FEl
mecanismo molecular mediante la cual la DA altera la actividad de
la PKC ¢ Inhibe la secrecion de PRL aun no sc conoce. pero cs
posible pensar que este efvcto pudiera ser consecuencia de una
alteracion a nivel del DG o en la inhibicion de la expresion del gen
de PRL cn este tipo de cé¢lulas. respectivamente (Chuang et al.

1993}



Efecto de la dopamina sobre la regulacion
de calcio intracelular

La participacion del calcio (Ca*') en el acoplamlenl'o entre el
estimulo y la secrecion hormonal se ha apoyado en numerosos
estudios realizados en diversas células secretoras. incluyendo a los
lactotropos. En el caso especifico de la PRL, existe considerable
evidencia que muestra que la secrecion de esta hormona depende
enormemente de la concentracion de calcio intracelular.

La secrecion espontanea de PRL depende del aumento en la
concentracion de calcio intracelular. En dicho evento. el aumento
en la concentraciéon de calcio intracelular es consecucncia de la
entrada del mismo a través de canales de calcio sensibles de
voltaje, como de la liberacion de calcio de pozas intracelulares
{(Wagner et al., 1993).

Para el caso de la secrecion estimulada de PRI, se ha
mostrado que esta depende principalmente del calcio extracelular,
mas que de la participaciéon del mismo de las pozas intracelulares.
Esta concepcion se apoya de diferentes estudios en los que se
muestra que ¢l impedimento de la entrada de calcio extracelular,
por el uso de bloqueadores especificos de canales de calcio, dan
como resultado una disminucion sustancial en la secrecion de PRL.
Por el contrario su scerecion es lavorecida al aplicar en el medio
lonoforos de calcio o activadores de canales de calcio (Thorner et

al., 1980: Gershengorn, 1982; Ozawa y Kimura. 1982 Albert y
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Tahsjian, 1984).

Dada la importancia que el Ca® tiene para estimular la
secrecion de PRL en el lactotropo, no es sorprendente imaginar
que el efecto inhibitorio de la DA involucre la regulacion de la
concentracion de calcio Intracelular. Los experimentos que se
realizaron y que Involucraron el analisis de tal propuesta,
mostraron que la DA inhibe la secrecion de PRL al poducir un
decremnento en la concentracion de Ca* intracelular. Con la ayuda
de indicadores fluorescentes o el uso de calcio radiactivo (**Ca*’). se
pudo mostrar que la eliminaciéon de la influencia inhibitorta de Ia
dopamina se acompana de un aumento en la captura de *“Ca®
(Lafond y Collu, 1986). Por el contrario, la administracion aguda de
DA produce una caida en la captura de **Ca*' cuando la secrecion de
PRL se estimulé al administrar neurotensina (Shofield et al.. 1983:
Login et al.. 1985; Memo et al, 1985; Scherey et al. 1986;
Malgaroli et al., 1987).

Ademas, se ha propuesto que la DA tiene un cfecto
diferencial sobre la inhibicion de la concentracion de calcto
intracelular en diferentes poblaciones celulares de lactotropos
Usando ¢l indicador fluorescente Fura-2. se mosiré que en un
grupo celular la administracion aguda de la DA produjo un
decremento en la concentracion de calcio intracelular. micntras
que en otro grupo su efecto no fue tan marcado. Estos resultados.
aun preliminares, revelan una heterogenetdad en términos del

efecto de la DA sobre la regulacion de calcio intracelular (Malgaroli
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et al., 1987; Winiger et al.. 1987; Gregerson et al.. 1995) asi como

en control de la regulacion de la secrecion de PRL.

Efecto de la dopamina sobre las propiedades eléctricas
de la membrana celular del iactotropo

lLos estudios realizados en los que se analizaron las
propiedades electrofisiologicas en diferentes tipos de celulas
endocrinas, han mostrado que los cambios en las propiedades
eléctricas de su membrana externa juegan un papel importantc en
la regulacion de la seerecion de la hormona.

La demostracion de que las células sccretoras de PRL
(normales o tumorales) son eléctricamente excitables, proviene de
estudios de registros cxtracelulares en donde se muestra que la DA
inhibe la actividad de disparo espontanea en estas células
(Taraskevich y Douglas. 1978; Israel et al.. 1987). Esta propiedad
en los lactoptropos. aporté una herramienta mas de estudio para
tratar de comprender como se regula la secrecton de PRL cn
respuesta a un estimulo [isiologico. A partir de estos estudios, se
genera la hipotesis de que la DA puede tener influencia sobre la
secrecion de la PRL al modilicar las propicdades eléctricas en el
lactotropo.

Mediante el uso de los registros intraccelulares se mostro gue
la DA inhibe la gencracion de potenciales de acelon al producir w

hiperpolarizacion en la membrana celular del lactotropo (Israel ¢t

o



al.. 1985 Ingram et al., 1986; Israel et al., 1987). En base a ello, se
propuso que el mecanismo mediante el cual la DA produce esta
hiperpolarizacion es a través de aumentar la conductancia al
potasto.

Con este tipo de registros se pudo determinar que cuando se
aplican pulsos depolarizantes, el potencial de membrana en cl
lactotropo cambia de -55mV a 39mV. Analizando las corrientes
tonicas responsables de generar los picos depolarizantes. se
encontré que estos se bloquean cuando en el medio se aplica al fon
cobalto. Estos resultados sugirieron que los picos depolarizantes en
los lactotropos dependen de calcio. Tal propuesta se apoyo aun mas
con aquellos estudios en los que se utilizo el bloqueador de canales
de sodio tetrodotoxina. Con este tipo de experimentos, se observo
que los picos depolarizantes no se afectaron. Sin embargo. se
encontro que su duracion se modifica cuando se aplica en la
solucion de registro  bloqueador de canales de potasio
tetractilamonio (Hagiwara y Ohimort, 1982; Isracl et al.. 1987).

Analizando el efecto que tiene la aplicacion aguda de DA
(Ingram et al.. 1986: Isvael et al.. 1987} o somatostatina (Mollard
et al. 1988) sobre la membrana. se cncontré  que  esla
hiperpolarizacion es producto de un incremento  en  la
conductancia al potasio. en base a que el potencial de inversion
ocurre a nivel del potencial de equilibrio del potasio. es decir a -
100 iV aproximadamente (Ptanffinger et al., 1985: Ingram ¢t al.,

1986. Cobbet et al.. 1987 Israel et al.. 1987; Mollard et al.. 1988:

(2]
(2]



al., 1985; Ingram et al., 1986; Israel et al., 1987). En base a ello, se
propuso que el mecanismo mediante el cual la DA produce esta
hiperpolarizacién es a través de aumentar la conductancia al
potasto.

Con este tipo de registros se pudo determinar que cuando se
aplican pulsos depolarizantes. el potencial de membrana en el
lactotropo cambia de -55mV a 39mV. Analizando las corrientes
ionicas responsables de generar los picos depolarizantes, se
encontro que estos se bloquean cuando en el medio se aplica al ion
cobalto. Estos resultados sugirieron que los picos depolarizantes ¢n
los lactotropos dependen de calcio. Tal propuesta se apoyé ain mas
con aquellos estudios en los que se utilizo el bloqueador de canales
de sodio tetrodotoxina. Con este tipo de experimentos, se obscrvo
que los picos depolarizantes no se afectaron. Sin embargo. sc
encontro que su duracion se modifica cuando se aplica en la
solucion de registro bloqueador de canales de potasio
tetraetilamonio (Hagiwara y Ohmori, 1982; Israel et al.. 1987).

Analizando el efecto que tiene la aplicacion aguda de DA
(Ingram et al.. 1986: Israel et al.. 1987) o somatostatina {Mollard
et al. 1988) sobre la membrana, se encontra que  esta
hiperpolarizacion es producto de un incremento en  la
conductancia al potasio. en base a que el potencial de fnversion
ocurre a nivel del potencial de equilibrio del potasio, es decir a -
100 mV aproximadamente (Pfanflinger et al.. 1985 Ingram el al.

1986: Cobbet et al.. 1987; Israel et al., 1987; Mollard et al.. 1988:
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Lledo et al., 1990). Por el momento, es posible suponer que la DA
bloquea la secrecion de PRL al provocar una hiperpolarizacion cn la
membrana celular del lactotropo. De esta manera bloqua el
aumento en la concentracion de calcfo intracelular al evitar la

apertura de los canales de calcio sensibles de voltaje.

Segundos mensajeros asoclados a la accion de la
hormona liberadora de tirotropina (TRH)

A mediados de los anos 70 y principios de los 80 se mostro
que la TRH estimula la secrecton de PRL. El efecto estimulatorio
que esta hormona tiene sobre la secrecion de PRL ha sido
intensamente, aunque no exclusivamente. estudiado en las células
GH. Esta linca celular tumoral. originada de los lactotropos
normales, es un modelo acdecuado para realizar este tipo de
estudios.

Utilizando este modelo celular se ha mostrado que los
receptores de la TRH estan acoplados a la via de los (osfoinositidos
de membrana. De tal manera que la activacion dc cste receptor por
la TRH induce la hidrolisis de los mismos generando inositol
trifosfato (I1P,) y diacilglicerol (DG).

Uno de los primeros (rabajos que mostro que el receptor a
TRH esta acoplado a la via de los fosfolipidos de membrana fué
realizado por Sutton y Martin (1982). En este trabajo ¢stos autores

mostraron que la administracion de la TRH (4 nM} estimulo la



incorporacion del [**P]-ortofosfato en fosfolipidos extraidos con
cloroformo. La maxima incorporacion se encontro 20 minutos
después de haberse aplicado (Sutton y Martin, 1982).

Con el objeto de verificar si la unién de TRH a su receptor
provoca la hidrolisis de los fosofinositidos de membrana, se
cuantificaron los niveles de inositolmonofosfato y diacilglicerol
utilizando al |°H|-inositol. En base a e¢llo se encontré que la TRH
estimula la hidrolisis de los fosfoinositidos de membrana a través
de activar a la fosfolipasa C (Gordeladze et al.. 1996). La rapida
desaparicton en el contenido de fosfatidil inositolbifosfato y la
consecuente acumulacion de (rifosfato de inositol sugiere Ila
activacion de la fosfolipasa C (Martin, 1983. Rebecchi ¢t al.. 1983;
Drummond et la., 1984).

Adicionalmente, se encontré6 que la hidrolisis de los
fosfoinositidos de membrana no depende dec un aumento en los
niveles de calcio intracelular. debido a que el bloqueo de la entrada
de calcio al espacio intracelular no interfiere con la formacion de
IP, y DG una vez que el receptor ha sido estimulado. Estos
resultados sugieren que la hidrolisis de los tosfoinositidos de
membrana es un evento que ocurre tempranamente al formarse el
complejo hormona-receptor, y es independicnte de los niveles
intracelulares de calcfo. (Martin, 1983; Rebecchi y Gershengorn,
1983; Drumniond et al., 1984; Kolesnick y Gershengorn. 1985;
Kolesnick, 1987; Pachter et al., 1991 Varnev et al., 1992}

A mediados de los anos 80 se reporté que la hidrolisis de los



fosfoinosilidos requiere de la activacion de una proteina G. Cuando

la hidrolisis de los fosfoinositidos es estimulada por la TRH en
presencia del analogo no hidrolizable de GTP (GTPyS). se encontro

que TRH fué mas elicaz para estimular la hidrélisis del inositol 4.5-
bifosfato (Martin et al.. 1986; Straub y Gershengorn, 1986). En este
caso dicha proteina no es sensitiva a la toxina pertusis por lo que
probablemente pertenece a la familia de las Gq (G,.G,,: Gollasch et

al., 1993).

Efecto de la TRH sobre 10s niveles
de calcio intracelular

La hidrdlisis de los fosfoinositidos de membrana es un evento
que ocurre ltempranamente al formarse el complejo hormona-
receptor, y es independiente de los niveles intracciulares de calcio.
Sin embargo. es cvidente que cuando se impide la entrada de
calcio extracelular al espacio intracelular. se bloquea la secrecion
de PRL aun en presencia de TRH (Straub y Gershengorn, 1986).
Por tal motivo. se propuso que un aumento en la concentracion de
calcio intracelular es necesario para que la TRH estimule la
secrecion de PRL (Schofield. 1983: Winiger et al., 1987: Wagner et
al., 1993: Nelson v Hinkle, 1994). Dicha dependencia quedo
demostrada en diversos estudios.

Utilizando I2GTA (quelador de caleio), o un medio <sin calcio o
bloquedores de canales de calcio dependientes de voltaje. se pudo

mostrar que todos vstos tratamientos bloquearon la sccrecion de
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PRL aun en presencia de TRH (Ozawa y Kimura, 1982; Albert y
Tashjlan, 1984: Gershengorn y Thaw, 1985). Con estos resultados
se concluyé que el efecto estimulante de la TRH depende de un
aumento en la concentracion de calcfo intracelular.

Posterformente se mostro que la elevacion intracelular del
calcio en el lactotropo se produce de lorma bilasica. infcialmente,
se observé un incremento rapido y transitorio en los niveles de
calcio intracelular, que dura unos cuantos segundos a la que se le
denomind fase de pico o primera fase. Posteriormente. se observa
otra elevacion que muestra un comportamicnto diferente al inicial.
que se denomind fase sostenida o segunda fase. que dura mas
tiempo (varios minutos) y es menos pronunciada (Albert y Tashjtan,
1984: Gershengorn y Thaw. 1985; Winiger y Schlegel. 1988).

Utilizando vartas estrategias para analizar como se originan
estas dos fases. sc conluyo que la primera fase depende de la
movilizacion de calcio intracelular. mientras que la segunda ftase ¢s
producida por la entrada de calcio extracelular. Esta conclusion se
baso de las siguientes observaciones: 1) la primera fase de clevacion
de Ca’ es resistente a la presencla de EGTA (Albert y Tashjian,
1984: Guillemete et al.. 1987: Shorte et al.. 1991). 2} la segunda
fase de secrecion se afectéd considerablemente cuando las células
que fueron incubadas ¢n un medio que carecia de calcio. o en
presencfa de EGTA. o de bloqueadores de canales de calcio lales
como verapamil o nifedipina (Albert y Tashjian. 1984: Gershengorn

y Thaw, 1985), y se reestablecié cuando se administro en el medio
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un activador de canales de calclo como es el Bay K 8644 (Pachter
et al,, 1991; Carew y Mason, 1995).

Estos resultados sugirieron que la primera fase de elevacion
de calcio es producto de la movilizacion de calcio de almacenes
intracelulares, especificamente de reticulo endoplasmico,
(Gershengorn, 1985) y mediada por IP, (Guillemette et al., 1987).
Mientras que la segunda fase es la resultante de la entrada de calcio
extracelular (Kaczorowski et al., 1983; Druova et al.. 1988; Enyeart
et al.. 1990: Gollasch et al., 1993; Cui et al. 1994; Akita et al.
1994; Nelson y Hinkle. 1994). En este ultimo caso. ¢l DG y la PKC
parecen estar involucradas (Martin y Kowalchyk, 1984).

Recientemente, se ha reportado que entre la primera y la
segunda fase de secrecion de PRL., se produce un bloqueo
transitorio de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L o
de alto umbral. Este [enomeno parece ocurrir 3 minutos después
de haberse administrado a la TRH. A pesar de ello. se ha
encontrado que bajo estas condiciones la TRH continua
estimulando la secrecion de PRL. La explicacion que se ha dado a
este fenomeno, es que la secrecion de PRL pudtera ser la resultate
de la activacion de canales de calcio de bajo umbral. Es decir. de la
activacion de canales de calclo tipo T. Asi. se ha propuesto que la
segunda fasc de  elevacion  de L concentracion  de  calcio
intracelular. se origina inicialmente de la activacion de canales de
calcio tipo T (de bajo umbral) y postertormente de la activacion de

los canales tipo L (de alto umbral). Con base en e¢llo. se pucde
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concluir que la TRH emplea de manera temporal, distintos
mecanismos para estimular la secrecion de PRL (Carew y Mason,
1995; Fomina y Levitan, 1995).

Por otro lado. también se ha propuesto que este segundo
aumento de calclo intracelular puede ser producto de la entrada de
calcio de tipo capacitativo, es decir, que obedece al vaciamiento del
calcio intracelular. Sin embargo, aunque existe cvidencia al
respecto, todavia se requiere de mas estudios que apoyen este

ultimo concepto (Villalobos et al., 1995).

Efecto de la TRH sobre las propledades eléctricas
de la membrana celular det lactotropo

En base a que la secrecion estimulada de PRIl depende
en gran medida de la participacion de calcio extracelular, una
pregunta que surge es /Que efecto tiene la TRH sobre las
propiedades cléctricas de la membrana?. Esta pregunta se origina
en base a que ¢l paso del calcio extracelular al espacio intracelular,
depende en gran medida de la activacion de los canales de calcio
sensibles a voltaje.

Los trabajos en los que se analizo el efecto que la TRH tiene
sobre las propiedades eléctricas en la membrana del lactotropo se
inictaron a mediados de los anos 70. Los estudios ¢n los que se

analizaron las propiedades ecléctricas de la membrana celular del



lactotropo, muestran que estas células son cléctricamente
excitables y despliegan potenciales de accién cuando se aplica una
corriente  despolarizante.  Mientras que algunas células,
aproximadamente el 28% de la poblacion total de léxclo!ropos.
presentan actividad eléctrica espontanea (Dufy et al., 1979). Es
decir, que se generan potenciales de acciéon sin un estimulo
“aparente”.

Analizando el efecto que la TRH tiene sobre las propiedades
eléctricas sobre la membrana celular del lactotropo. se reporté que
un alto porcentaje de las células registradas presentan potenciales
de accién. Cuando la TRH se administra de manera repetida. con
intervalos de 10 minutos entre cada administracion. se registran
trenes de potenciales de accion. Ademas. se encontro que dicho
efecto depende principalmente de calclo extracelular. Esta
conclusién de baso en el hecho de que cuando se wusan
bloqueadores de canales de calcio se anula el efecto depolarizante
de la TRH. Por el contrario, cuando el sodio es eliminado del
medio, es minimo ¢l cambio que se produce en la generacion de
los potenciales de accion (Duly et al.. 1979: Aizawa y Hinkle., 1985;
Ingram et al., 1986: Barros et al.. 1991 Sfmasko. 1991).

En base a que la TRH estimula la secrecion de PRI mediante
la activaeion del sistema de los foslatos de inositol. se evaluo si la
activacion de la PKC utilizando ésteres de lorbol tambicn produce
algun efecto sobre la actividad eléctrica del lactotropo. Se encontro

que cuando se activa a la proteina cinasa C. se registra un aumento



en la frecuencia de disparo de la membrana celular del lactotropo
(Dufy et al., 1987; Gammon et al, 1989; Sismako, 1991. Akita et
al.. 1994). Por lo que se concluye que esta proteina participa en la
induccion de los cambios en la actividad eléctrica de la membrana.

Los estudios arriba mencionados indican que la TRH produce
una depolarizacién sobre la membrana celular del lactotropo. Sin
embargo, esta respuesta no se da de manera Unica, ya que también
se ha reportado produce una hiperpolarizacién. En este caso. esta
respuesta es la resultante de la activacion de los canales de polasio
dependientes de calcio (Bauer et al., 1990). Esta hiperpolarizacion
dura pocos segundos y en este tiempo las células estan en un
periodo refractario (Dufy et al. 1982: Dubinsky y Oxford. 1985).
Posteriormente, se registra un incremento en la frecuencia de
disparo que parece corresponder con la segunda fase de elevacion

de calcio intracelular y la secrecion de PRL (Fomina et al., 1995).

Mecanismos intracelulares involucrados en la
secrecion potenciada de prolactina

De acuerdo a lo descrito en la seccion anterfor. la DA inhibe
la secrecion de PRL por 1) inhibir la activacion de la adenilato
ciclasa y la foslolipasa C al activar a una proteina G de tipo
inhibftorio: 2) reducir los niveles Intracclulares de calcio y. 3)
provocar una hiperpolarizacion membranal. al activar canales do

potasio y por ende inhibir la apertura de los canales de calcio
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sensibles a voltaje.

Para el caso de la TRH esta estimula la secrecion de PRL al:
1) estimular la hidrolisis de los fosfoinositidos de membrana al
activar a la fosfolipasa C: 2) producir un incremento bifasico en los
niveles intracelulares de calcio y, 3) producir una depolarizacion en
la membrana celular, de esta manera facilita la activacion de los
canales de calcio dependientes de voltaje.

Por otro lado, es claro que el estimulo de la succién produce
un decremento en los niveles de DA en sangre portal y que dicho
efecto altera la capacidad estimulante de la TRH para secretar PRL.
En otras palabras, se potencia el efecto estimulante de la TRH para
inducir la secrecion de PRL. Tomando en cuenta los mecanismos
intracelulares mediante los cuales la DA y la TRH regulan la
secrecion de PRL y el electo que la disminucion o la suspension
transitoria de la DA tiene sobre la capacidad estimulante de la TRH
para secretar PRL, la pregunta que se deriva de ello es: JEn que
punto interactian ambas vias de segundos mensajeros para
potenciar el efecto estimulante de la TRH?.

En nuestro laboratorio se ha reproducido. en condiciones in
vitro. el electo que la disminucion transitoria en la concentracion
de la DA tiene sobre la capacidad estimulante de la TRH. En este
caso, la DA se suspende de forma  aguda scguida de  la
administracion de la TRH. Con este diseno experimental se obtiene
la sccrecion potenciada de PRL. de manera similar a la que se

reporté en condiciones In vivo (ver metodologia). Por lo tanto. con
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este modelo es posible evaluar cual es el punto de interacciéon
entre esta dos vias de segundos mensajeros, utilizadas por estas
dos hormonas, para generar dicha respuesta.

Tomando en consideracion lo anterior. se ha mostrado que la
activacion temprana del sistema del AMP ciclico aumenta la
capacidad estimulante de la TRH para secretar PRL. Es decir, las
estrategias tales como la administracion del peptido intestinal
vasoactivo (VIP), o la adicion del 8-Br-AMP ciclico en presencia
constante de DA potencian el efecto estimulante de la TRH
(Martinez de la Escalera y Weiner, 1988) de una mmanera similar a
la que se obtiene cuando se suspende a la DA,

El mismo efecto se obtiene cuando s¢ suspende ala DAy en
lugar de administrar a la TRH. las células son tratadas con el
ionoforo de calcio A23187 o con el TPA (12-O-tetradecanoil -forbol-
13-acetato). En conjunto. estos resultados sugieren quc la
activacion del sistema del AMP ciclico ¢s necesaria para que se
potencie el efecto estimulante de la TRH (Martinez de la Escalera
et al. 1988). Ademas. de que dicho mecanismo requiere de un
aumento en la concentracion de calcio intracelular,

Como se refirio anteriormiente. la secrecion de PRL depende
en gran medida de un aumento en la concentracion de calcio
intracelular. Dicho aumento se da a expensas de caleto extracelular
por su paso a traves de canales de calcio sensibles a voltaje
Ademas. esta entrada puede ser favorecida por la modulacion de

dichos canales por fosforflacion (como sc vera mas adelante). Asi.



utilizando al activador de canales de calcio con el Bay K 8644, que
produce un efecto similar al de la fosforilacion, se propuso si la
modulacion de los canales de calcto sensibles a voltaje, pudiera ser
el mecanismo mediante el cual la suspension lransno:"ia de DA
pudiera estar potenciando el efecto de la TRH para estimular la
secrecion de PRL.

Por tal mottvo. el Bay K 8644 se administro en presencia
tonica de DA con el objeto de evaluar la htpotesis propuesta. Bajo
estas condiciones se encontré que dicho agonista reproduce el
efecto que se obtiene cuando se suspende a la DA Incluso. la
respuesta es mayor, si se compara con la que se produce cuando se
suspende a la DA. Por ¢l contrario, si en el medio se administra
nifedipina 6 metoxiverapamil (bloquedores de canales de calcio) se
bloquea la secrecion potenciada de PRL inducida por la suspension
transitoria de la DA. Para el caso de la secrecién potenciada
inducida por el Bay K 8644, esta se reduce considerablemente
pero no se bloquea completamente (Hernandez et al.. 1992). Los
resultados obtenidos. muestran que la modulacion de los canales de
calcio esta participando en la generacién de la seccrecion
potenciada de PRL. Ademas. indican que este mecanismo cs el
punto de interaccion cntre la via activada por la suspension
transitoria de DA v la via activada por la TRH para induciv la
secrecion potenciada de PRL (Hernandez ot al., 1994 Hernandez

et al., 1996).

K



Generalidades de los canales de calcio

Inictalmente, los canales de calcio se clasificaron en basc a
sus propiedades electrofisiologicas y farmacologicas. Para el caso de
los canales de calcio tipo T. estos canales se activan con voltajes
bajos. es decir, son activados a potenciales de membrana negativos.
Los estudios electrofisiologicos muestran que este tipo de canal
presenta una corriente de calcio pequena y transitoria, en basc a
que se inactivan rapidamente. Por el contrarfo. los canales [.. N y P
son activados a voltaje mas altos, es decir. requieren un potencial
de menmbrana mas positivo para que se activen. Los canales de¢
calcio tipo N y P se inacactivan a voltajes mas positivos de -40mV y
tienen una conductancia intermedia comparada con los canales de
calcio tipo T y L. El canal de calcio tipo L tiene una conductancia
mas larga comparada con los demas canales que son sensibles a
voltaje. Su inactivacion, a diferencia de los demas canales. no solo
depende del voltaje. sino también puede ser regulado por
mecanisimos dependientes de calcio. Ademas de estos subtipos de
canales de calcio, también se han identificado otros dos tipo de
canales (e se conocen como Q y R (ver Catterall y Striessnig
1992: Catterall et al., 1995).

Como se mencionara en los apartados siguientes, los canales

de calcio tipo L han sido los mas estudiados. debido a estan

34



presentes en una alta densidad. en el tubulo transverso del musculo
esquelético. Por esta caracteristica, este tipo de canal ha sido
purificado con la finalidad de estudiar su constuticion y regulacion.

Asi, se ha mostrado que este canal esta constituido por un

complejo de 5 subunidades. La subunidad alfa | (al) es el

componente funcional central del canal. Esta subunidad presenta

una movilidad relativa de 155-175 kDa. Las demas subunidades que

lo componen son la subunidad p (55-50 kDa). la y (33-30 kDa) y un

complejo de glicoproteinas unidas por un enlace disulfuro a2 y 3

que tlenen una movilidad relativa de 143 y 27 kDa,
respectivamiente (ver Catterall y Striessnig. 1992: Catterall et al..
1995).

Recientemente, se ha mostrado que ¢l gen que codifica para

la subunidad al. da lugar a una proteina que esta constituida por

1873 aminoacidos. En su longitud completa esta proteina tiene un
peso molecular de 212 kDa. que es considerablemente mas larga
que la que se habia estimado anterformente (155-175  kbDa).
Posteriormente. con la produccion de antfcuerpos dirigidos contra
secuencias cspecificas del RNA mensajero que da origen a esta
proteina, se ha mostrado que estos anticuerpos inmunopresipitan,
en un 90% aproximadamente. una proteina que tene un peso
molecular de 190 kDa y en un 107 una proteina que ticne un peso
de 212 kDa. Ahora se sabe quc la subunidad primeramente

reportada (155-175 kbDa). es producto de la nodificacion
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proteolitica que sufre entre los residuos 1685 y 1699 del terminal
carboxilo. Asi, cuando proteina es aislada de la membrana celular,
presenta una migracion relativa, en geles de SDS, de 175 kDa
aproximadamente. Dado que ambas formas se han reportado en las
células del musculo esquelético en la rata, se ha sugerido que
ambas pueden estar presentes en condiciones in vivo. En apoyo a

ello, esta el hecho de que a la fecha no se ha encontrado un RNA

mensajero que codifique para la subunidad al truncada. es decir,

para la subunidad ol de 155-175 kDa (ver Catterall y Striessnig,
1992: Catterall et al.. 1995).
Ademas, se ha mostrado que la subunidad ol del canal de

calcio existe en multiples isoformas. Mediante la clonacton y
secuenciacion del cDNA que da lugar a esta proteina, se mostro que

cinco genes diferentes participan en la expresion de la misma. En

base a ello, la subunidad ol se ha clasificado en 5 clases que se

denominaron como A, B, C, D, y E. Por esla razon, ahora los canales
de calclo sensibles a vollaje no solo se clasifican en base a sus
propiedades farmacologicas y electrofisiologcas. sino también en
base a la subunidad a1 que es expresada en la célula. Considerando
esto ultimo, los canales de calclo se han agrupado en base a la
similitud en su secucencia de animoacidos de la subuntdad v . Asi,
los genes que codifican par la clase C y D conforman a los canales

de calclo tipo L, debido a que estas subunidades tienen un 75% de
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similitud en la secuencia de aminoacidos, comparada con aquella
que se expresa en el musculo esquelético. Esta clase de subunidad
es expresada en diferentes células que incluyen aquellas que
constituen al corazon, el cerebro, el pancreas y en las células GH,.
Los genes que codifican para las clases A. By E. no codifican
para los canales tipo L. Para el caso de las clase A se ha propuesto
que forma parte del canal de calcio tipo P, la clase E para el canal
de calcio tipo R, mientras que la clase B forma parte del canal de
calcio tipo N (Dunlap et al., 1995). La distribucion celular de estas
ultimas 3 clases es muy amplia, pero ninguna de ellas se localiza en

los lactotropos.

Purificacion y caracterizacton de 1os
canales de calcio

La purificacion del canal de calcio fue uno de los primeros
pasos que se realizaron con el objeto de conocer su constitucion
molecular. En vista de que el canal en estudio se localiza embebido
en la membrana plasmalica. se necesito del uso de un apropiado
método que ayudara a afslar el canal de su lugar de origen. Con base
en que el sistema del tubulo T tiene una concentracion 10 veces
mayor de canales de calcto tipo L que cualquier otra preparacion
realizada hasta ¢l momento (Catterall ¢t al., 1988; Cuuterall et al.
1989; Florio v Catterall, 1992; Kuniyasu et al.. 1992). esta ha sido

la razon po la que la mayor parte de los estudios que se han
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realizado sobre los canales de calcio tipo L. se han llevado a cabo en
tefido.

Varias herramientas de trabajo fueron necesarias para
estudiar a los canales de calcio tipo L. Una de ellas, consistio en
solubilizar los canales de la fraccion membranal para
posteriormente ser sedimentados y concentrados por su paso a
través de columnas de cromatografia ¢ identificados por estar
unidos al radioligando [*H]-PN200- 110 (Hosey et al., 1989). La otra,
se ayudo del uso de otra clase de radioligando quc tiene la
propiedad de unirse covalentemente al canal cuando cste es
expuesto a la luz ultravioleta (Striessnig et al.. 1986. Hoscy et al.,
1987; Sieber et al.. 1987; Takahashi et al. 1987; Vaghy ct al.
1987). Ambos procedimentos fueron de gran importancia. y cada
uno de ellos proporciond informacion que dio lugar a un mayor
conocimiento sobre la constitucion molecular de los canales de
calcio dependientes de voltaje.

Con el uso de este tipo de técnicas se mostro que la
subunidad alfa del canal de calcio podia ser sedimentada en un solo
pico. lLas caracteristicas de sedimentacién entre los complejos
obtenidos de cerebro (Curtis y Catterall. 1983: Massieu v Tapia,
1988) y de musculo esquelético (Glossman et al., 1983: Curtis y
Catterall, 1984; Bosorto et al., 1985: Flockerzi et al. 1986:
Stricssnig et al., 1987 Striessnig et al.. 1990) y cardiaco (Cooper
et al, 1987 Haase et al. 1991. Kuniyasu et al., 1992} fueron

scmejantes, por lo que esto indicaba que dichos vanales
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presentaban caracteristicas similares (Catterrall el al., 1989).

Una alternativa para determinar mejor la composicion de los
canales de calcio. fué mediante el uso del antagonista del canal de
calcio que se conoce como azidopina. Ferry y col. [1984} fué el
primero en arcar covalentemente el canal de calcio usando a la
[*H|-azidopina. Con este procedimiento logro aislar una molécula de
peso molecular aproximado de 145 kDa. Mientras que Galizzi y col.
(1986) y Striessnig y col. (1986). utilizando el mismo
procedimiento de Ferry y col (1984), separaron un polipeptido de
aproximadamente 170 y 165 kDa. respectivamente. Dada Ila
especilicidad que tiene esta droga para unirse a los canales de
calcto, se concluyé que dicha molecula. es parte constitucional del

canal.

Modulaciéon de los canates de calcio
por fostorilacion: Estudios bioquimicos
. ]

El término de modulacion de los canales de calcio es usado
en el sentido de que la regulacion del funcionamiento del canal no
se da de manera direcla. Es decir, que la modificacion del
funcionamiento del canal requiere de la activacion de segundos
mensajeros. Asi. la modulacion del canal puede durar desde unos
segundos hasta unas horas dependiendo del estimulo que lo denero
(Gunter et al.. 1987: llosey et al.. 1988; Hille. 1989: Nunoki et al.,
1987). En este sentido. la fosforilacion de una de las subunidades

que componen el canal de calcio. es el mecanismo fisiologico que
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se ha mostrado modula el comportamiento del mismo ¢n respuesta
a un estimulo [isiologico. Como se vera mas adelante. se ha
reportado que la subunidad alfa 1 y la beta son sustrato de
fosforilacion por diferentes cinasas (Catterall et al, 1989; Hosey et
al.. 1989).

Inicialmente, esta idea se origind de los estudios que se
realizaron en el tefido cardiaco. Esta bién establecido que la
epinefrina aumenta la fuerza de contraccion del tefido cardiaco. Se
encontré que dicha respuesta parece scr la resultante de un
aumento en la concentracion de calcio intracelular. Se postulo que
dicho aumento en los niveles de calcio Intracelular fue
consecuencia de la activacion de un mayor namero de canales de
calcio en respuesta al pulso depolarizante que generé la epinefrina
(Reuter, 1983). Posteriormente, se mostro que el aumento en la
concentracion de calcio Intracelular podia ser mimetizado al
activar al sistema del AMP ciclico utilizando analogos del AMP
ciclico o al inyectar la subunidad catalitica de la proteina cinasa
dependiente de AMP ciclico (Reuter. 1983: Spcrelakis ct 1., 1994).
En base a cllo. sc propuso que quizas este aumento tan marcado cn
los niveles de calcio intracelular eran producto de la modulacion o
fosforilaction de los canales de calcio dependientes de voltaje
(I Lagiwara y Ohmeori. 1982; Reuter. 1983 Armstrong y Matieson,
1985 Curtis et al. 1985; Josephson ¢t al. 1990: Armstrong vy
FEckert, 1987; Sperelakis y Wahler. 1988: Hosey et al. 1989:

Murphy y Tuana. 1989; Lai et al. 1990: Yabu et al. 1992;
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Sculptoreau et al., 1995). Sin embargo, parece que dicha
caracteristica no sc presenta en aquellos canales que fueron
extraidos de tejido cardiaco humano. En este caso. se ha observado
que el bloqueo de la proteina cinasa A no impide la facliitacl()n de
la activacion de estos canales en respuesta a un pulso depolarizante.
Por ello. estos autores concluyeron que en este tipo de tejido. la
fosforilacion de los canales de calcio no esta participando en la
modulacion de la activacion del canal de calcio tipo L (Zong et al..
1995: Eisfeld et al.. 1996).

Los estudios bioquimicos. han mostrado que la subunidad alla
del canal de calcio es el sitio de accién de la cinasa dependiente de

AMP ciclico y de otras cinasas. En condiciones in vitro se ha

mostrado que los residuos de serina y treonina de la subunidad ol

son los sitios mas rapidamente fosforilados por la cinasa A (PKA} y
PKC (Amstrong y Eckert. 1987). De la misma mancra que ocurre
en el tejido cardiaco, en las células del musculo esquelético. la
fosforilacion del canal de calcio dependiente de voltaje tipo L por la
PKA aumenta la probabilidad de apertura del canal (Lazdunski et al.,
1988). aun cuando ellos hayan sido purificados y reconstituidos en
bicapas lipidicas (Curtis y Catterall, 1986).

istos resultados muestran que la fosforilacion de esta
subunidad es suficiente parn modular la actividad del canal e
calcio en este tipo de celulas (Taraskevich v Douglas, 1978; Duly el
al., 1979; Taraskevich y Douglas, 1980: Yue et al.. 1990: Joscphson

y Sperelakis, 1991: Scuiptoreanu et al.. 1993). Por el contrario. sc
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ha mostrado que remocién del grupo fosfato. por efecto de una
fosfatasa o por la calcineurina (Hosey et al., 1989). provoca la
rapida inactivacion del canal (Hosey et al., 1986. 1989; Amstrong y
Eckert 1987).

Aunque estos estudios fueron principalmente realizados en
canales de calcio de tejido muscular, actualmente existe un trabajo
en tejido glandular que ha mostrado que los canales de calclo tipo L
también son fosforilados cuando se activa el sistema del AMP
ciclico. Utilizando varias herramientas de trabajo como son la
induccion de la fosforflacion de los canales de calcfo tipo L en
condiciones in vivo, la induccion de la fosforilacioon en

condiciones in vitro y la inmunopresipitacion. se pudo mostrar de
manera directa que la subunidad al es fosforilada por la PKA. en
condiciones in vivo. Esta conclusion se tomd en base a que la
induccion de la fosforilacion de los mismos en condiciones in vitro

(back phosphorylation). se reduce en comparacion con aquellos

que no se fosforilaron anteriormente (Leiser y Fleischer. 1996).

Estudios electrofisioldgicos

Los estudios electrofisiologicos han sido otra alternativa que
se ha utilizado para tratar de mostrar cual es el/o los mecanismofs)
imediante los que la loslorilacion produce un cambio ¢n la conducta
del canal de calcio. Ademas, constituye una herramienta muy util

para mostrar dicho mecanismo en aquellos.



Inicialmente. se ha encontrado que la fosforilacion produce:
1) un aumento en la probabilidad de apertura del canal de calcio; es
decir, aumenta el numero de veces en que el canal se encuentra en
un estado abierto en un determinado periodo de liempo; 2}
produce un incremento en la probabilidad maxima de apertura del
mismo: y, 3) cambia su dependencia al voltaje. Es decir, requiere
de voltajes menos depolarizantes para que se active el canal de
calcio (Chang et al., 1991; Ma et al.. 1991).

Los trabajos realizados por Mundina-Weilenmann y col. (1991
a, b) muestran lo que anterformente se menciono. En este caso. la
administracion intracelular de la cinasa dependiente de AMP
ciclico produjo un aumento en las corrientes jonicas al aurnentar la
probabilidad maxima de apertura del canal de calcio tipo L. y al
cambiar la dependencia de voltaje a valores menos depolarizantes.
Sin embargo. este clecto no parece ser universal para todas las
cinasas, ya que la proteina cinasa C parece actuar de manera
diferente. En este caso. la cinasa C también provoca un aumento en
la probabilidad maxima de apertura del canal. pero parcce ser
consecuencfa del cambio entre tiempo de apertura y cierre del
canal. En otras palabras, se encontro que la proteina cinasa C
favorece la apertura del canal y disminuye ¢! tiempo de cierrre del
mismo. En este caso. no se observo ningim  cambio cn
dependencia al vollaje (Ma et al.. 1992; Sperclakis et al.. 1994:

Yuan y Bers, 1995).
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En los lactotropos asi como en las células GH, se han
identificado dos tipos de canales de calcio. Aquellos que tienen un
umbral alto (tipo L} y los que tienen un bajo umbral de activacion
(tipo T: DeRiemer, 1989: Herrington y Lingle, 1992]) vy
recientemente, se ha reportado la existencia de canales tipo N.

En estado de reposo, los canales de calcio sensibles a voltaje
se encuentran en un estado donde la probabilidad de apertura es
baja. Pero. dicho estado cambia a uno de alta probabilidad de
apertura en presencia de la TRH (Mantegazza et al.. 1995). Dc
acuerdo a ello, se propuso que este efecto puede ser consecuencia
de la fosforilacton del canal de calcio en este tipo de células
(Armstrog v Eckert, 1987: Sikdar et al.. 1990; Dreijer et al.. 1995)
cuando se activa al sistema del AMP ciclico o a la PKC (Armstrog y
Eckert, 1987).

En las células AtT-20 {una linea celular adenohipotisiaria
secretora de ACTH: Loechner et al.. 1996) como en las cclulas
cromafines (Artalejo et al. 1992) se han reportado 3 tipos de¢
canales de calclo que son sensibles a diferentes drogas. entre estos
canales destacan aquellos que son sensibles a las dihidropiridinas
(DHP). A diferencia de los lactotropos en los que se analizo el
efecto de la TRH sobre la conducta del canal. en estas células se
analizo la particlpacion de cada uno de estos canales en |
secrecion. Los resultados que obtuvieron mostraron que solamente
los canales que son sensibles a las DHP. estan acoplados a la

secrecion de la ACTH, cuado son estimuladas con la ACTH. Aunque
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con estos estudios no se analiza si la fosforilacion de los canales
pudiera estar participando en mediar la respuesta de la secrecion
hormonal es este tipo de células. se ha demostrado que existe una
facilitacion en la activacion de los canales de calclo‘ que son
sensibles a las DHP probablemente de una manera similar a como
se ha propuesto en los somatotropos (Kato, 1995) o en otros tipos
celulares (Dolphin, 1996). Aunque se ha mostrado que cuando la
expresion de la PKA se altera genéticamente, las corrientes de

calcio se reducen y que esto se correlactona con la reduccion en la

secrecion de la P-endorfina en las células AtT-20 (Gross et al.,

1994).

Sitios de fosforilacion

Como se mencion6 anteriormente. tanto los estudios de tipo
bioquimico como los de tipo clectrofisiolégico. muestran que la
fosforilacion de la subunidad alfa ¢s un mecanismo de regulacion de
los canales de calcio sensibles a voltaje.

Mas tarde. se mostro que los sitios frecucntemente
fosforilados por las diferentes cinasas son los residuos de serina y
treonina (Armstrong y Eckert. 1987: Janh et al., 1988;
Sculptoreanu ¢t al.. 1993). Postenormente, se mostro ue aungue
las diferentes cinasas fosforilan scerinas y treoninas no las fosforilan
de la misma manera. Para el caso de la cinasa dependiente de AMI

ciclico se mostro que ésta fosforila preferencialmente residuos de
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serina y en menor grado residuos de treonina (Hosey et al.. 1986;
Yoshida et al., 1992). Aunque existe controversia en ese sentido, ya
que existen otros reportes que indican que la PKA fosforila de
manera similar a ambos residuos (Armstron y Eckert. 1987: Janh
et al., 1988; Sculptoreanu et al., 1993). Para el caso de la cinasa C,
se ha encontrado que fosforila preferencialmente residuos de
treonina mas que los de serina (O'Callahan y Hosey, 1988;
OCallahan et al. 1988). La cinasa dependiente de
calcio/calmodulina fosforila de manera casi similar ambos residuos
(Hosey et al., 1986; Yoshida et al., 1992).

Independientemente del peso molecular de la subunidad alfa
(200 o de 175 kDa). se ha mostrado que tanto en condiciones in
vivo (Rotrnan et al. 1992) como en condiciones in vitro
(Rohrkasten et al.. 1988 De Jongh et al.. 1989) ambas subunidades
son sustato de fosforilacion por la cinasa dependiente de AMP
ciclico. Aunque ambas proteinas son bastante similares en cuanto a
la secuencia de sus aminoacidos, parece ser que los sitios

aceptores del grupo fosfato son diferentes. Para el caso de la
subunidad a1 de 175 kDa. se ha mostrado que la serina 687
(Rohrkasten et al. 1988) y las serinas 1757 y 1772 son los sitios
en los que actua la PKA. Para la subunidad al de 200 kDa. el lugar

de accton es la scvina 1854 {Rotman et al., 1992; Rotman ct al.,
1995). Este ultimo aminoacido se localiza cn el carboxilo terminal

que es eliminado por efecto de la protedlisis y que da lugar a la
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forma de 175 KDa. Por otro lado. se ha mostrado que la eliminacion

de la serina 1928 de la subunidad al del canal de calcio, abole la

modulacién del mismo realizada por la PKA. Es por ello que se ha
propuesto que la fosforilacton de la serina 1928 es otro sitio mas
de fosforilacién para la PKA en el tejido cardiaco (Perets et al.,
1996).

Aunque estos trabajos muestran especificamente los sitios de
accion de la cinasa dependiente de AMP ciclico, todavia es
necesario realizar mas estudios que indiquen cuales son los sitios
para la cinasa dependiente de calcio/calmodulina y de la PKC. Esto
con la finalidad de poder explicar las diversas respuestas de la

célula en relacién a diferentes estimulos fisiologicos.

Regulacion de los canales por las fosfatasas
L

El balance entre los estados de fosforilacion v defosforilacton

depende de la accion equilibrada entre las cinasas y las fosfatasas.
Aunque se conoce algo sobre los mecanismos mediante los cuales
se pueden modular los canales de calcio. poco se conoce los
mecanismos que median la defosforilacion de los mismos por las
fosfatasas. Por el momento. existen pocos trabajos que muestran la
existencia de estas protemas. Iin ¢l muscnlo esqueletico se ha
mostrado la existencia de las fosfatasas. pero hasta ahora no se ha
reportado cual de ellas es la que participa en defosforilar al canal

de calcio.
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Una manera de abordar el problema ha sido medlante la
utilizacion del acido okadalco o de la caliculina A, que son potentes
bloqueadores de las fosfatasas (ver Obara y Yabu. 1993). En este
caso, evitan la defosforilacién de los canales de calclo al bloquear la
actividad de las fosfatasas.

El bloque de la defosforilacion de los canales de calcio que
han sido fosforilados por la diferentes cinasas. se traduce en un
aumento de la apertura del canal de calcio al prolongar el tiempo
de fosforilacion del mismo (Obara y Yabu, 1993). los estudios
realizados en el musculo liso de pollo (Ishihara et al.. 1989}, rata
{(Woscholski y Marmeé, 1992) y de cobayo (Obara y Yabu. 1993)
utilizando este tipo de bloqucadores, mostraron que la
contractilidad del musculo se favorcce en presencia de estos
bloqueadores. Por lo que se ha podido mostrar que la
defosforilacion realiza el efecto contrario a la fosforilacion. Es
decir. un canal que se encuentra cn un estado fosforilado y que se
inactiva lentamente, puede ser cambiado a uno dec los que se
inactivan rapidamente por su defosfortlacion (Allen y Chapman.
1995; Wiechen et al., 1995. Chen et al., 1995).

Aunque esle mecanismo pudiera se generalizado para
cualquier tipo de células, se ha visto que esto no ocurre en las
células de insulinoma de rata (RImb17). E£n estas células. el bloqueo
de las fosfatasas PP-1 y PP-2A al administrar al acido okadaico,
produce un decremento en la concentracion de calcio {ntracelular

inducida en respuesta a dilerentes est:imulos. En este caso, sc
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propuso que quizas este mecanismo sc acople a la reduccion de la
apertura de los canales de calcio sensibles a voltaje mas que a su
prolongacion (Ammon et al., 1996). Sin embargo. el mecanismo
mediante el cual se esta modificando el funcionamiento de estos

canales aun necesita ser analizado con mayor detalle.

Células GH, transfectadas con el
receptor a dopamina
]

A pesar de los estudios realizados en el lactotropo arojan
suficlente informacion que indica que la DA inhibe la formacion de
segundos mensajeros (Hanna y Shin. 1992) y que decrementa el
potencial de membrana al activar la apertura de canales de potasio,
aun no esta del todo esclarecido cual es(son) el(los) mecanismo(s)
celulares que intervienen para Impedir la secrecion de PRL cuando
la DA se une a su receptor. Aunado a ello, existe controversia sobre
el verdadero papel que la DA tiene sobre los fosfatos de inositol
para inhibir la secrecion de PRL. Tal controversia, parece ser la
resultante del procedimiento cxperimental utilizado, asi como de
la diversidad celular que existe en la adenohipofisis. Por esta razén,
con el objeto de poder evaluar los mecanismos de transduccion
utilizados por la DA para impedir la secreeion de PRL hubo la
necestdad de producir una linea celular de tactotropos.

Las células GH,, una linea celular que secreta tanto PRL como
hormona de crccitniento, que fueron generadas con la linalidad de

obtener una poblacion homogénea donde poder realizar estudios
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bloquimicos en lactotropos. Sin embargo. esta linea celular mostro
algunas limitaciones. Una de ellas implico la carencia de receptores
dopaminérgicos. Por esta razén, no se pudieron utilizar para
discernir de manera mas concreta los mecanismos intracelulares
mediante los cuales implde la secrecion de PRL. Aunque resultaron
ser un buen modelo para obtener informacion de los mecanismos
intracelulares que median la secrecion de PRL inducida por la
TRH.

Rectentemente. y con la finalidad de obtener una linea
celular que respondiera a la DA una subclona de las células GH,. las
células GH,C,. fueron transfectadas con el cDNA que codifica para
el receptor D, dopaminérgico (Vallar et al.. 1990; Civelli et al.
1991; Seabrook et al., 1992; Pedersen et al. 1994: Senogles,
1994; Ventra et al.. 1995). Esta linea celular se denomino como
GH,ZR, (Civelli et al. 1991). La union de la DA a su receptor
implica el primer paso de toda una cascada de eventos que
finalmente resultan en la inhibicion de la secrecion de PRL. Por lo
tanto. el siguiente paso lue evaluar el efecto que esta hornona tiene
sobre el sistcma del AMP ciclico.

Se encontro que la administracion de la DA en estas celulas.
tnhibe la produccion de AMP ciclico de una manera similar como
s¢ ha reportado en los lactotropos obtenidos de la adenohipolisis.
Cuando la secrecion de PRI se estimulo mediante la administracion
del VIP (el cual se sabe estimula la secrecion de PRL al activar el

sistema del AMP ciclico). se encontré que la subsecuente
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administiracion de la DA produjo una reduccion en la actividad de la
adenilalo ciclasa en un 45%. Esle efecto se tradujo en un
decremento en los niveles de AMP ciclico (Albert et al., 1989;
Civelli et al., 1991: Nestler y Duman. 1994).

Dada las caracteristicas del receptor (Bunzow et al., 1988) se
evaluo si dicho receptor pudiera estar acoplado a una proteina G de
tipo inhibitorio (Offermanns et al. 1991). En este sentido, se
encontré que la administracion de DA a células que han sido
pretratadas con la loxina pertusis (la cual previene el
desplazamiento de la GDP y por lo tanto la mantiene innactiva). fue
capaz de desacoplar el efecto de la forskolina y del VIP tienen
sobre la adenilato ciclasa. Es decir. impidio que el aumento en los
niveles de AMP ciclico se afeclaran en respuesta al efeclo
inhibitorio que la DA tiene sobre esta via de transduccion (Albert et
al., 1989). En conclusion, en las células GH,ZR,, la unién de la DA a
su receptor, evita la activacion de la adenilato ciclasa y por lo tanto
la consecuente formacion del AMP ciclico (Civelli et al. 1991;
Seabrook et al.. 1992) de una manera similar a como lo realiza en
lactotropos normales. Asi, esta linca celular resulta ser un modclo
adecuado para estudiar mas a fondo los mecanismos intracelulares
que participan en la regulacion de la secrecion de PRL, y sobre
todo en aquellos involucrados en la interaceion entre la DA v la
TRIL. es decir. en la regulacion plelotropica

Por lo anterformente mencionado. en este trabajo sc

emplearon dos modelos celulares. Por una parte. sc ulilizaron
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lactotropos disgregados y cultivados en forma primaria. obtenidos
de ratas estrogenizadas, y por otro células GH,ZR, (Civelli et al.,
1991) con la finalidad de estudiar y comparar los efeclos de la
suspension de la DA sobre la regulacion de los canales de calclo

tipo L.
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HIPOTESIS

La regulacion de la secrecion de PRL involucra la
participacion de dos sistemas de segundos mensajeros con efectos
diferentes. En este caso la DAy la TRH parecen tener efectos
antagonicos en la regulacion de la secrecion de PRL.

La DA inhibe tonicamente la secrecion de PRL al inhibir la
formacion de AMP ciclico como de los fosfatos de inositol, iP,y DG.
De manera mas tardia, el efecto inhibitorio de la DA parece
converger sobre la regulacion de la concentracion de calcio
intracelular. En este caso impide su aumento debido a que bloquea
la activacion de los canales de calcio sensibles a voltaje tipo l.. Por
el contrario, la TRH produce los efectos contrarios a los que realiza
la DA. En este caso. esta hormona estimula su secrecion al activar al
sistema de los losfatos de inositol. Como consecuencia de ello,
produce un aumento en la concentracion de calcio intracelular
necesario para que se estimule la secrecion de PRL. Este aumento
parece ser la resulalante de facilitacion de la activacton de los
canales de calcto sensibles a voltaje tipo 1.

Dado que se ha mostrado que la entrada de calcio del espacio
intracelular al intracelular puede ser modulada por fosforilacion. en

este trabajo se ha propuesto que este mecanismo pudiera ser el
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reponsable de aumentar la capacidad estimulante de la TRH para
secretar PRL en respuesta a la suspension transitoria de DA
Considerendo todos estos antecedentes. la hipotesis que se planteo

fue la siguiente:

La suspensién transitoria del tono dopaminérgico produce, a
través de la activacion tanto de la cinasa dependiente de AMP
ciclico como de la cinasa C, un aumento en el indice de
fosforilacion de los canales de calcio sensibles a voltaje tipo L. Esta
fosforilacién en parte es responsable del aumento en la eficacta que
muestra la TRH para liberar PRL, cuando esta actua en células que

han escapado de la accion tonica de la DA.
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PROPOSITO Y OBJETIVOS

En la presente tesis se analizo sl la activacion de la protcina
cinasa C y/o la proteina cinasa A es(son) esencial(es) para inducir la
potenciacion de la accién liberadora de la TRH por efecto de la
suspension transitoria de la DA. Se examind si la suspension
transitoria del tono dopaminérgico afecta el indice de fosforflacion
de los canales de calcio sensibles a voltaje. Para tales propositos se

plantearon los siguientes objetivos especificos:

1} Determinar cual de las dos cinasas activadas por la
suspension transitoria de DA es la responsable de cambiar la
responsividad a la TRH. En este caso se utilizaron a los inhibidores
H-89 y la calfostina C, que bloquean a la cinasa dependicnte de

AMP ciclico y a la cinasa C. respectivamente.

2) Determinar si las células GH4Cl transfectadas con el
receptor a DA del tipo D, constituyen un modelo apropiado de
potenciacion en lactotropos. Para ello. medimos el grado de
respucsta a TRH antes y después de una suspensfon transitoria del

tono dopaminérgico.



3)- Determinar la densidad de los canales de calcio tipo L
tanto en lactotropos en cultivo primario como en la linea celular

GH,ZR, usando a la dihidropiridina tritiada PN200-110.

4) Determinar electroforeticamente la migracion relativa de

la subunidad «1 del canal de calcio tipo L en ambos modelos,

utilizando como estrategia al fotoligando tritiado Azidopina.

8) Determinar si la suspension de DA provoca un cambio en
el indice enddogeno de la fosforilacion de los canales de calcio
sensibles a voltaje tipo L. determinado por la incorporacion de

losforo radiactivo.
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METODOLOGIA

Animales
T

Se utilizaron ratas hembras ciclantes de la cepa Wistar, con
pesos entre  los 180-200 gramos. Los animales fueron
ovariectomnizados bilateralmente por 30 dias ¢ implantados
subcutaneamente en el dorso con capsulas de silastic (MIl: 0.125
inch od; 0.062 inch id) conteniendo estradiol en lcm de longitud.
Dicho tratamiento fundamentalmente aumenta el peso de la
hipofisis a expensas de lactotropos. Se ha descrito que su numero
aumenta de 1.5 a 4 millones de laclotropos por pituitaria y wa
proporcion de un 30% a un 70-90% {(Martinez de la Escalera ¢t al.
1989). Los lactotropos obtenidos de este grupo de animales,
responden de manera similar a estimulos de suspension de la DAy
la administracién de la TRH. asi como a la potenciacion inducida
por la suspension transitoria del tono dopaminérgico.

De aqui en adelante, para diferenciar los lactotropos que son
obtenidos de la adenohipofisis de ratas estrogenizadas de aquclios
que se obtienen de la linea celular GH,ZR,. los primeros seran
denonunados como  laclotropos normales. icntras  que  los
segundos se denominaran de la misma manera que GH ZR, Civelli v

col. (1991).
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Cultivo de células adenohlipofisiarias
dispersas y de las GH,ZR,

La dispersion de las células se llevo a cabo incubando por una
hora a 37°C en solucion salina de Hanks libre de Ca® y Mg*
conteniendo 3 mg/ml de colagenasa (Worthinton Blochemical Co) y
40 ug/ml de DNAasa (Sigma Chemical Co) fragmentos
adenohipofisiarios no mayores de un milimetro cubico. Los
fraginentos se dispersaron a células aisladas por trituracion
mecanica a través de una pipeta pasteur siliconizada. Las células se
sembraron en DME cn presencia de suero bovino (10%) vy

dopamina (500 nM) diluida en presencia de acido ascorbico (100
uM). 100 U/ml de penicilina-estrptomicina. 25 pg/ml de fungizona

y 100 upg/ml de gentamicina. La concentraciéon fué de 300.000
ctlulas/inl en cajas de 15 mm de diametro. Finalmente se
incubaron toda la noche a 37°C y 5% de CO, para ser utilizadas al
dia siguiente (Martincz de la Escalera et al., 1989).

Antes de iniciar ¢l experimento. se agrego lul de DA a cada
pozo por una hora. Inmediatamente después el medio se cambio
por DME sin suero y DA (500 nM) por una hora mas.
Posteriormente las cclulas fueron incubadas en tres periodos
consecutivos de 30 minutos cada uno en la presencia o ausencia de
DA (500 nM) o TRH (1uM). Es decir. en el primer periodo rodas
las eclulas estuvieron cn presencia de DA (500 nM): en el segundo
periodo. dos grupos de celulas estuvieron e¢n presencia de un

medio libre de DA v. en el tercer periodo se reincorporo la DA a

5%



aquellas células que carecieron de la misima en el periodo anterior
y se administro la TRH (1uM) a aquellas células que estuvicron en
presencia ténica de DA como a las que se les suspendio
aguadamente a la misma. Para el caso de las células 'GH4ZR7 el
procedimiento experimental fué similar al de los lactotropos
normales. so6lo que en este caso el medio que se utilizo fue F-10

{(Martinez de la Escalera et al., 1989).

Obtencién de las Membranas

Ambos grupos celulares se homogenizaron en un buffer que
contenia sacarosa (0.32 M) y tris (50 mM pH 7.4) a 4°C. El
homogenado fué centrifugado por 10 minutos a 700 g EI
precipitado se descarté 'y el sobrenadante se centrifugo
nuevamente por 10 minutos a 20.000 ¢ El precipitado se
resuspendié en 500 pl de 50 mM de bulfer Tris pH 7.4 a 4'C y sc¢
centrifugo a 20,000 g por 10 minutos. El precipitado resultante fue
almacenado a -70 "C hasta su uso. En todos los pasos se usaron

inhibidores de proteasas PMSF (0.1 mM). pepstatina A 1(uM).

leupeptina (2 pM) y calpaina 1 y 2 a una concentracion de 8.5
pg/ml (De Jongh et al., 1989). Las membrais que se obtuvicron
de los lactotropos normales v de las células GH,ZR, se destinaron

para los estudios de union y de lotoalinidad.
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Radlolnmunoensayo

El radioininunoensayo (RIA) es una técnica endocrinoligica
que se desarrolla en una fase liquida para producir una reacclon
inmunolégica. En base a su especificidad y sensibilidad, esta
técnica es una herramienta bastante util para medir la
concentracion de un péptido u hormona contenida en una muestra.
En términos generales consiste en poner a competir a dos
antigenos. uno marcado con '*-1 (foduro de sodio 125) con su
contraparte no marcada (muestra) por una cantidad limitada de
anticuerpo.

Para la curva estandar se utilizo la PRL 23 kDa (RP-3, NIH) y
las concentraciones de la misma fueron de 0.05 ng a 6 ng
Adicionalmente. se colocaron aquellos tubos que contenian tanto la
PRL marcada como la muestra obtenida en cada uno de los
experimentos. Posteriormente. se administré el anticuerpo (S-9
1/3000. NIH). La mezcla se dejo durante toda la noche. Al dia
siguiente. sc agregé la proteia A de Staphylococcus aureus para
separar la fraccion unida al anticuerpo. Este paso se dejo por
espacio de 30 minutos. Después de este periodo. los tubos sc
centrifugaron por 30 minutos a 3000 rpm. El sobrenadante se
desechoé y ¢l presipitado se cuantificé en un contador gamma. Todo
se realizo por duplicado. Los resultados se expresaron cn términos

del estandar RP-3. LLas muestras de cada grupo experimental [ueron
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analizadas al mtsmo tienipo y la variacion intraensayo fue menor al

5%.

Experimento 1

Bloqueo farmacolégico de
las cinasa Ay C

Con el objeto de determinar si la secrecion potenciada de
PRL. que se da en respuesta a la breve suspension de DA, tnvolucra
la activacion de la proteina cinasa A y/o la proteina cinasa C, los
lactotropos normales [ueron expuestos a bloqueadores especificos
para cada una de estas cinasas. Se utilizo el H-89, que es un
potente bloqueador de la cinasa A (10°M; Chijiwa et al., 1990}, y a
la calfostina C, que actua especificamente sobre la cinasa C (10° M;
Kobayashi et al., 1989).

El experimento se dividio en dos partes: en la priinera. los
bloqueadores se administraron por separado: y. en la segunda.
ambos bloqueadores se agregaron simultaneamente al cultivo
celular. Con esta estrategia experimental. se pudo determinar si la
actlvacion de una de estas cinasas era suficiente para potenciar el
efecto estimulante de la TRH o si la activaclon de ambas cinasas era
necesaria para que se produzca la secrecion potenciada de PRL. El
procedimiento experimental se realizo con la metodologin descrita
para el cultivo celular (ver meétodos). Una vez finalizado el
experimento. los medios se recolectaron. centrifugaron vy

almacenaron para su analisis posterior por RIA. Los expertmentos
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se reallzaron en cultivos primartos de lactotropos. Los resultados
que se presentan, corresponden a la  medicion  por
radfoinmunoensayo (RIA) del tercer periodo de experimentacion
(60-90 minutos). Los resultados fueron sometidos ala prueba
estadistica t de Student. La significancia se marca con: * = p<0.05

con respecto a su grupo control (DA+TRH).

Experimento 2

Induccion de la secrecion potenciada
enlalinea celular GH,ZR,

_
Para determinar el ecfecto directo que la suspensién

transitorfa de DA tiene sobre los canales de calcio dependientes de
voltaje tipo L. se utilizo la linea celular GH,ZR,. que derivan de las
células de la linea celular GH,C,. La transfeccion del cDNA que
codifica para el receptor dopaminérgico D, en las células GH,C,. les
conflere la capacidad de que la DA active las vias intracelulares que
intervienen para inhibir la secrecion de PRL (Giros et al.. 1989;
Toso et al.. 1989; Seabrook et al.. 1992; Senogles, 1994). Por tal
motivo. la induccion de la secrecion potenciada en estas células se

realizo de la misma manera que para los lactotropos.



Experimento 3

Determinacién de la, densidad
de los canales de calcio

A
Con el objeto de establecer la canttdad de proteina de

membrana con la cual se necesita trabajar en los experimentos de
fotoafinidad como en los de fosforilacion, se determino la densidad
de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L. contenida
en los lactotropos primartos y en linea celular GH, transfectada con
el receptor a DA. Para esto, las membranas (100 ug) obtenidas de
ambos grupos celulares, fueron incubadas con el radioligando ‘H-
PN200-110 (50-1000 pM) en I ml de MOPS (50 mM. pH 7.4) por
3 horas a temperatura ambiente y en la oscuridad. El pegado no
especifico se determind al utilizar niledipina  (1pM).  El
radioligando unido. fue separado del libre por filtracion rapida
usando filtros GF/F. Cada filtro fué lavado cinco veces eon 5 ml de
agua desionizada fria. Posteriormente los filtros se secaron durante
toda la noche. Al dia siguicnte. sc les administro 5 ml de tritosol y
se incubaron por una hora en agitacléon constante. La radioactividad
se cuantifico por un minuto en un contador de centelleo liquido

(Beckman).

63



Experimento 4

Ublcacién electroforética de la subunidad alde

los canales de calcio dependientes

de voltgje tipo L

N ]

Como se mencioné en los antecedentes, el peso molecular de

los canales de calcio dependientes de voltaje en el tejido muscular
y cardiaco esta entre 160-200 kDa. En base a que el tejido con el
que se esta trabajando es de tipo glandular. fue necesario
determinar su movilidad relativa en ambos grupos celulares.

Las membranas (500 pg) se incubaron en la presencia del
fotoradioligando *H-Azidopina (20 nM) en 100 pl de MOPS (50
mM) a 4°C en la oscuridad por 30 minutos. En presencia de
nifedipina inespecifico (50 pM) se determiné el pegado
inespecifico. Después de este periodo. las membranas se
expusieron a la luz ultravioleta (longitud de onda 365 nm) por 15
minutos, a una distancia aproximada de 5 cm y a 4°C.
Posteriormente. las membranas se centrifugaron en una
microcentrifuga (Eppendorf) a 15.000 rpm por 5 minutos. El
precipitado (ué resuspendido en 40 pl de bufler de muestra
(sample buffer). en presencia de 2-mercaptoetanol. Finalmente, se
colocaron en los peles de poliacrilamida {ver mas adclante) para
cuantiflcar la cantidad de radioligando contenido en cada fraccion

del gel y asi poder determinar la posicion de la subunidad alfa del
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canal de calclo tipo L de ambos grupos celulares.

Geles de poliacrilamida en SDS (SDS-PAGE)

Veinte microlitros de cada muestra que contenian 200 ug de
proteina de membrana. fueron cargados en geles de poliacrilamida
al 5%, de Imm de grosor en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) de acuerdo al método de Laemmli (Laemmli, 1970). Este
procedimiento se realizo por duplicado. La electroforesis sc llevo a
cabo a 200 V, por aproximadamente 45 minutos. Los geles fueron
tenidos con azul de Coomassie. Posteriormente, con la finalidad de
determinar el pico de la *H-Azidopina unida a la subunidad alfa del
canal de calcio tipo L. éstos se cortaron en {ragmentos de 2 mm.
Una vez determinada la posicion de la subunidad alfa de los canales
de calcio tipo L, se realizaron los experimentos de fosforilacion

como se describe mas adelante.
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Experimento 5

induccldn de la fosforilacion de los canates de
calcio sensibles a voltaje en respuesta
a la suspension transitoria de DA

Para determinar el indice de fosforilacion inductda por la

suspension transitoria de DA, una hora antes de realizar el
experimento, el medio DME se cambié por otro fresco en ausencia
de fosforo radiactivo y conteniendo DA. El experimento se realizd
por espacio de una hora. Pero 30. 10 y 1 minuto antes de que
finalizara el experimento, el medio se cambié por uno carente de
DA y que contenia el isoétopo radiactivo (0.1 mCi/ml). La reaccion se
detuvo al aspirar el medio y lavar dos veces las células con PBS
(0.01 M) que contenia DA a temperatura ambienle. Posteriormente
las células se almacenaron a -70 °C. Para lisar las células, estas
fueron expuestas a tres cambios de congelacion y descongelacion,
en 0.2 ml de un buffer que contenia sacarosa (0.3 M} y tris (50
mM: pH 7.4). Las mewnbranas se prepararon de acuerdo con el
método descrito anteriormento (experimento 3). La determinacion
del contenido radiactivo y la ubicacion de los canales de calcto
dependientes de voltaje se realiz6 de manera similar al

experimento 3.
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RESULTADOS

De manera resumida, los resultados obtenidos muestran una
aumento en el indice de fosforilacion de la subunidad alfa | de los
canales de calcio tipo L en respuesta a la suspension aguda de la
DA. Ademas, senalan que el cambio en la efectividad de la TRH para
estimular la secrecion de PRL requiere de la activacion redundante

de la cinasa dependiente de AMP ciclico y de la cinasa C.

Experimento 1

Bloqueo farmacologico de las cinasas Ay C
.

Una de las estrategias utilizadas en el proyecto. consistio en
utilizar a los bloqueadores H-89 y calfostina C para Inhibir a la
cinasa dependiente de AMP  ciclico y a la cdnasa C,
respectivamente. Con ello se pretendi6é analizar si la activacion de
eslas dos cinasas es necesaria y/o suficiente para potenciar el

efecto estimulante de la TRH.
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Efecto de la administraclon independiente del H-89 vy la
calfostina C sobre la secrecién potenciada de PRL

Inducida por la suspensién transitoria de DA

L R

En la figura 1 se muestra que la administraciéon de TRH a
células que carecieron de DA en el periodo anterior (-DA+TRH},
produce una mayor secrecion de PRL que cuando se administra en
un medio donde la DA estuvo presente de manera tonica
(DA+TRH). En otras palabras, se potencia el efecto estimulante de
la TRH para secretar PRL cuando es adminstrada después de
suspender agudamente a la DA. Por otro lado. en el grupo
experimental (H-89) se puede observar que la administracion del
bloqueador de la cinasa A, desde el primer periodo de
experimentacion, no tuvo efecto sobre la magnitud de la secrecion
de PRL inducida por la TRH donde la DA se suspendio
transitoriamente es decir, el H-89 no alecto la potenciacion de la
actividad secretora de la TRH.

En la figura 2 se muestra el efecto de la administracion de la
calfostina C. Como se puede apreciar en la figura. la administracion
del inhibidor de la cinasa C tampoco alecto la secrecion polenciada
de PRL inducida por la suspension transitoria de DA. Es decir. no
afecto la secrecion de PRL inducida por la administracion de TRH

postcrior a la suspension aguda de DA.
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Efecto de la administracion simultGnea del H-89 y de la
calfostina C sobre la secrecién potenciada de PRL
inducida por la suspension transitoria de DA

Los resultados obtenidos hasta el momento, muestran que el
bloqueo independiente de cada una de las cinasas, no es suficiente
para evitar la secrecion potenciada de PRL inducida por la TRH y
en respuesta a la suspension transitoria de DA. Por esta razon, se
procedi6 a administrar de manera simultanea a ambos
bloqueadores con la finalidad de mostrar si el bloqueo stmultaneo
de las dos cinasas es necesario para impedir la secrecion
potenciada de PRL. Como se puede observar en en el grupo control
(fig. 3) la administracion de TRH posterior a la suspension aguda
de la DA, produce una secrecion potenciada de PRL comparada con
la secrecion de PRI quc se obtiene cuando se administra en
aquellas células quc estuvieron en presencia tonica de la misma
(DA+TRH). En el grupo experimental (H-89 + calfostina C). la
administracion de ambos bloqueadores. impidio la secrecion
potenciada de PRL inducida por la TRH cuando [ué precedida de la
suspension transitoria de DA.

Los resultados obtenidos sugieren que la suspension
transitoria del tono dopaminérgico activa a ambas cinasas. y que
tanto la cinasa A y la C estan participando en la modulacion de los

canales de calcio de manera redundante.
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60-90 min DA+TRH  DA+TRH DA+TRH  DA+TRH
30-60min DA -DA DA -DA
0-30min DA DA DA DA

Fig. |.- Efecto de la administracién del bloqueador H-89 sobre la secrecién
potenciada de PRL inducida por la suspensién transitoria de DA. En la figura se
muestra la secrecidn de PRL obtenida en el tercer periodo de experimentactéon (60
90 minutos) tanto en ausencia como en presencla del H-89 (1 uM). El bloqueador de
la cinasa dependiente de AMP ciclico se administréd desde el primer periodo de
experimetacion. Los valores se muestran como la media t error estandar de tres
experimentos Independientes con determinaclones por sextuplicado. DA=
dopamina tonica: -DA= suspension transitoria de DA: TRH= hormona liberadora
de tirotropina = diferencias significativas con respecto a! control (DA+TRH:
p<0.05).
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Fig. 2.- Efecto de la administracién del bloqueador calfostina C sobre la
secrecidn potenciada de PRL inducida por la suspension transitoria de DA En la
figura s muestra la secrecion de PRL obtentda en el tercer periodo de
experimentacion (60-90 minutos) tanto en ausencia como en presencia de la
calfostina C (1 uM). El bloqueador de la cinasa C se administro desde el primer
periodo de experimetacion Los valores se muestran como la imedia t error estandar
de tres experimentos independientes con detennmnaciones por sextuplicado. DA=
dopamina tonica: -DA= suspension transitoria de DA; TRH= hormona liberadora
de tirotropina. *= diferencias significativas con respecto al control (DA+TRH:
p<0.05).
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Fig. 3.- Efecto de la administraciéon de los bloqueadores H-80 y la calfostina
C sobre la secrecién potenciada de PRL inducida por la suspensién transitoria de
DA. En la figura se muestra la secrecion de PRL obtenida en el tercer periodo de
experimentacion (60-90 minutos| tanto en ausencifa como en presencla del H-89 y de
la calfostina C (1 uM). E] H-89 y la calfostina C se administraron desde el primer
periodo de experimetacion. Los valores se muestran como la media t error estandar
de tres experimentos independientes con determinaciones por sextuplicado. DA=
dopamina tonica: -DA= suspension transitoria de DA: TRH= hormona liberadora
de tirotropina. *= diferencias signilicativas con respecto al control (DA+TRH.
p<0.05)
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Experimento 2

Induccion de la secreclon potenciada
de PRL en las células GHA4ZR7

Hasta este momento, todos los experimentos se han realizado
en cultivos primarios de lactotropos obtenidos de ratas
estrogenizadas. Sin embargo. un problema para realizar la
determinaciéon del grado de fosforilacion de los canales de calcio
en este tipo de células consiste en la heterogenidad celular de la
preparacion. Per esta razon, se decidié caracterizar una poblacion
celular homogénea con la finalidad de descartar interfencia alguna
de las otras poblaciones celulares que pudieran enmascarar el
indice de fosforilacion de los canales de calcio dependientes de
voltaje en lactotropos. Para esto, se utilizo a la linea cclular GH,
transfectada con el receptor D, a DA para tratar de mostrar con eila
y comparar con los lactotropos, el efecto que la suspension aguda
de DA pudiera tener sobre dichos canales.

Independientemente de que en esta linea ya se ha mostrado
que la administracién de DA inhibe la secrecion de PRL. en nuestro
trabajo fué necesario probar que en este modelo se reproduce el
fenomeno de estudio, es decir, la potenciacton del efecto secretor
de la TRH como se ha mostrado para los lactotropos obtenidos de
la adenohipofisis.

En la fig. 4 se muestra el efecto de fa suspension transitoria
de DA sobre la capacidad estimulante de la TRI para secretar PRL

en ambos modelos. En esta figura se presentan los valores
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obtenidos en el tercer periodo de experimentacion; es decir,
aquella condicion experimental donde la DA se reincorpora y se
administra a la TRH. Como se puede observar. en ambos grupos
celulares, la suspension aguda de la DA cambia la capacidad
estimulante de la TRH para secretar PRL (-DA+TRH). Su efecto es
menor si esta se administra en presencia tonica de DA (DA+TRH).
Ademas, la reincorporacion de DA al segundo grupo (-DA)
mantiene los niveles de PRL en condiciones similares a los del
grupo control (DA). Aunque la secrecion de PRL en las células
GH,ZR, es 6 veces menor a la encontrada cn los lactotropos, para
efectos de la potenciacién ambas respuestas son similares.

Una vez que se mostréo que en este tipo celular también se
puede inducir la secrecion potenciada de PRL. esto nos permitio
proceder a realizar los experimentos que forman la parle medular
del trabajo y que consiste en mostrar los cambios en el indice de
fosforilacion de los canales de calcio dependicntes de voltaje tipo L

por efecto de la suspensién transitoria de DA.
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Fig. 4.- Estimulaciéon de la secreciéon potenclada de prolactina por TRH en
respuesta a la suspensiéon transitoria de DA. En ambas figuras se muestra la
secreclon de PRL obtenida en el tercer periodo de experimentacion (60-90 minutos)
de cultivos celulares de lactotropos obtenidos de ratas estrogenizadas y de la linea
celular GH,ZR,. Los valores se muestran como la media t error estandar de tres
experimentos  independientes con determinaciones por sextuplicado. DA=
dopaniina tonica: -DA= suspension trnasitoria de DA: TRH= hormona liberadora
de tirotropina. PRLa prolactina. *= diferencias significativas con respecto al
control (DA+TRHp<0.09). Las gralicas representan la niedia con su error estandar
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Experimento 3

Unién de *H-PN200-110 a su receptor en membranas
obtenidas de hipdfisis de ratas estrogenizadas
y de la linena celular GHZR,

La informacién que se pretende obtener al realizar este tipo
de estudios es conocer la densidad de los canales de calcio
sensibles a las dihidropiridinas, presentes en ambos modelos
experimentales. Esto con el proposito de poder determinar la
cantidad de proteina con la que se necesita (rabajar para realizar
los experimentos de mobilidad relativa y de fosforilacion: ademas
de aportar informacion sobre las caracteristicas de los canales de
calcio tipo L en este tipo de células.

En el panel superior de la fig.5 se muestra la curva de
saturacion de los canales de calcto. sensibles a las dihidropiridinas.
de membranas obtenidas de la adenohipofisis de ratas
estrogenizadas. En este estudio se utilizd una concentracion fija de
proteina de membrana (10 pg) y concentraciones crecientes del
radioligando. Estas fueron desde los 50 pM hasta 1 nM. Como se
puede observar en la figura. el pegado total del ‘H-PN200-110 a las
membranas aumenta de forma curvilinea. El pegado no especifico,
que se obtuvo en la presencia de una concentraciéon saturable de
nifedipina (I1uM), aumenta dv manera lineal con respecto a la
concentracion de H-PN200-110. El pegado espeaifico, que se
determino de la resta entre ¢l pegado total dc 'H-PN200-110 y el

inespecifico. muestra una curva de saturacion de forma hiperbolica,
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que alcanza una meseta a partir de las 0.5 nM. Ademas. en ella
misma se puede observar que cxiste una clase homogénea de
receptores ya que la curva no presenta ninguna deflexion.

Para determinar la union maxima (Bmax) del radlloligando y
su constante de disociacion (afinidad por el receptor. Kd), fué
necesarlo realfzar los estudios de cinética utilizando el anaiisis de
Scatchard. En la parte inferior de la misma figura. se puede
observar que existe una sola poblacion de canales de calcio que se
une con alta afinidad al *H-PN200-110. Esta conclusion se toma en
base a que la grafica que se obtuvo es de tipo lineal. La Bmax fué de
137 fmoles/mg de proteina con una constante de disociacion de
105 pM. Los resultados que se obtuvieron en este estudio son
similares a los obtenidos por los de Massieu y Tapia (1988}. Estos
autores utilizaron membranas obtenidas de cerebro de ratéon y
reportan una Bmax de 90 fmoles/mig de proteina y una Kd de 98.6

pM.
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Fig. 5.- Unién del *H-PN200-100 & membranas obtenidas de hipéfisis de
ratas estrogenizadas. En la parte superior de la figura s muestra la curva de
saturacion de las membranas incubadas con concentraciones crecientes de ‘H-
PN200-110 a 259C. Los valores del pegado total (0). el pegado inespecifico () y el
especifico (¥) se muestran como la medla ¢ error estandar de tres experimentos
tndependientes con determinaciones por duplicado. En la figura inferfor se
muestra el analisis de Scatchard. El coeficiente de correlacion fue de 0.99.
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En la fig. 6 se muestra la curva de saturaciéon de los canales
de calcio sensibles a las dihidropiridinas, de membranas obtenidas
de la linea celular GH,ZR,. De la misma manera que en los
lactotropos, en la parte superior de la figura se muestra la curva de
saturacion y en la prte inferior el analisis de Scatchard. Los
resultados obtenidos con esta linea celular son similares a los que
se obtuvieron con los lactotropos normales. Como se puede
observar en la figura el pegado total del "H-PN200-110 aumenta de
forma curvilinea, el pegado no especilico es linear con respecto a la
concentracion de *H-PN200-110 y el pegado especifico presenta
una curva de saturacion de tipo hiperbdlica sencilla que alcanza una
meseta a partir de las 0.5 nM. De {gual menera, el analisis de
Scatchard indica que se trata de una sola poblacion de canales de
calcio en base a que la grafica es una recta. La Bmax fué de 143
fmoles/mg de proteina con una constante de disociacion de de |15
pM. En base a que los resultados que se obtuvieron cn ambos
grupos celulares fueron similares, estos sugieren la expresion

semejante de canales de calcio en ambos modelos.
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Fig. 6.- Unién del "H-PN200-100 a membranas obtenidas de las células GH.ZR,. En
la parte superiorde la figura se muestra la curva de saturacion de las membranas
incubadas con concentractones crecientes de *H-PN200- 110 a 25°C. Los valores del
pegado total (. el pegado tnespecifico ( y el especifico W) se nmiuestran como la media
t error cslandar de tres experiimentos independientes con determinactones por
duplicado. En la figura inferfor se mucstra el anallsts de Scatchard. El coeficiente
de correlacton fue de 0.99.
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Experimento 4

Mobilidad electroforética de la

subunidad ol de los canales de

calcio sensibles a las dihidroplridinas
I

Los estudios de fotoafinidad se realizaron con la finalidad de
poder identificar electroforéticamente la subunidad alfa del canal
de calcio sensible a las dihidropiridinas. de membranas obtenidas
de adenohipofisis de ratas tratadas con estrogenos como de las
células GH,/ZR,. En ambos casos las membranas se fotomarcaron
con el radioligando ‘H-Azidopina. En la fig. 7 se muestran los
resultados que se obtuvieron con las membranas obtenidas de la
adenohipofisis. La droga que se utilizé en cste estudio pertencce al
grupo de las dihidropiridinas y se une con alta afinidad a

receptores localizados en la subunidad al del canal de calcfo

sensible a voltaje. En la figura 7 se muestran los resultados que se
obtuvieron al fraccionar el gel en segmentos de 2 mm. Sc observa
una fraccion que contienc una alta proporcion de la "H-Azidopina
(fraccion 12 del gel de poliacrilamida). En condiciones reductoras
como no reductoras (datos no mostrados). el polipéptido tiene una
mobilidad relativa aproximada de 160 kDa. A pesar de que en este
trabajo se utilizaron inhibidores de proteasas. no se descarta la
postbilidad de la existencia de proteolisis. va que el polipepudo
que se une al radioligando tiene una movilidad relativa inferior a la
reportada por Rotman y col. (1995). Fstos aulores mencionan que

la subunidad alfa del canal de calcio de tejido muscular es de 200
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kDa. Sin embargo. la movilidad relativa de la subunidad obtenida en
este trabajo se parece a las primeramente reportadas de 165 a 175
kDa, pero a pesar de ello la movilidad relativa de esta subunidad

sigue siendo menor.
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Fig. 7.- Ubicacién del polipéptido unido al fotoligando *H-Azidopina en
membranas obtenidas de hip6fisis de ratas estrogenizadas. Las membranas se
corrieron en condiciones reductoras Los valores s muestran como la media t
error estandar de Ues experimentos independientes con delerminaciones por
duplicado del polipéptido unido a la *H-Azidopina. El gel que se corto en fracciones
de 2 mm y se solubilizaron en H,0, a 60°C.
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En la fig. 8 se muestran los resultados que se obtuvieron con
las membranas obtenidas dc la linea celular GH,ZR,. En la figura se
muestran los resultados que se obtuvieron al fraccionar el gel en
segmentos de 2 mm. Se observa una [raccion que tiene una alta
proporcion de la “H-Azidopina (fraccion 10 del gel de
poliacrilamida). De manera sinilar a los lactotropos. la subunidad
alfa en estos canales tiene una mobilidad relativa de 163 kDa tanto
en condiciones reductores como no reductoras (datos no

mostrados).

%3



GH4ZR7

s

[
200 kDa
116 kDa
97 kDa
66 kDa

Union especifica (cpm)/ mg tejido

10 < A .
f I\'!‘ -I'I'I’L!-I
(4]
3 [} 9 12 16 18 21
Numero de Fraccion

Fig. 8- Ublcacién del polipéptido unido al fotoligando ‘H-Azidopins en
membranas obtenidas de la linea celular GH,ZR,. Las membranas se corrteron en
condiclones reductoras. Los valores se muestran como la media t error estandar de
tres experimentos (ndependlentes cun  determinactones  por  duplicado  del
polipéptido unido a la 'H-Azidopina. El gel que se corté en fracciones de 2 mm y se
solubilizaron en 1,0, a 60°C.
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Experimento 5

Modulaclon del indice de fosforilacion en los
canales de calcio sensibles a voltaje
en lactotropos y en las células GH,ZR,

Una vez determinada la densidad y la movilidad
electroforética relativa de los canales de calcio sensibles a voltaje,
se procedio a realizar los experimentos de fosforilacion. En este
caso, ambos grupos celulares se incubaron en presencia de *PO,

con la finalidad de mostrar si la suspension aguda de la DA induce
un cambio en el indice de fosforilacion de la subunidad al del canal

de calcio. Para esto. se utilizaron Ires grupos experimentales
sometidos a diferentes tiempos de suspension dopaminérgica. En
la fig 9 (lactotropos normales) sc muestra el indice de
incorporacion del PO, al suspender a la DA por 1. 10 y 30
minutos. Como se¢ puede observar en la figura. la suspension aguda
de la DA por un minuto no produjo un cambio significativo en la
incorporacion del *PQO,. en comparacion al que se obtuvo con el
grupo control, es decir en presencia ténica de DA. Cuando la DA se
suspendié por espacio de 10 minutos la incorporacion del "PO,
aument6 significativamente. En este caso se observo un incremento
de aproximadamente1.5 veces su valor en relacion al grupo control,
Sin embargo. la incorporacion del “PO, aumento dos veces su valor

cuando la dopamina se suspendio por espacio de 30 minutos.
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Es evidente que en este tipo de células. la suspension
transitoria de la DA produce un aumento en la incorporacion del
2pO,. El efecto es significativo a los 10 minutos y aumenta
conforme se aumenta el tiempo de suspension dopaminérgica.
Dado que en este experimento no se realizaron periodos mas
prolongados de suspension dopaminérgica. no es posible saber si la
incorporacién del grupo radiactivo continua o alcanza una meseta

de fosforflacion a los 30 minutos. Esto es porque se ha mostrado

que la subunidad al del canal de calcio obtenida del musculo

esquelético se mantiene fosforflada por periodos mas prolongados
a los 30 minutos cuando se induce la fosforilacion con la proteina
cinasa C a 37°C. Por el contrario, dicho efecto no se observa cuando
la proteina se purifica; es decir. cuando se aisla de la membrana
celular (Hosey et al., 1989).

En la fig 10 se muestra la incorporacion de "“PO,al suspender
el tono dopaminérgico en la linea celular GH,ZR,. El protocolo
experimental fue igual al mencionado en los lactotropos normales.
Como se puede observar en la figura, la Incorporacion de **PO, en
estas células es signilicativa al minuto de haberse suspendido a la
DA. En este caso. la incorporacion del PO, aumento
aproximadamente 1.2 veces su valor con respecto al grupo control.
Cuando la DA se suspendio por 10 minutos se obscrva un aumento
de cast 2 veces en la incorporacion del “PO, en relacion al grupo
control. Pero en este caso. dicha incorporacion alcanza una meseta

a los 10 minutos, ya que la suspenston de la DA por este periodo no
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indujo un aumento superior a los 30 minutos de haberla
suspendido.

Como se desprende de ambas figuras, la dinamica del
fenomeno tiene un curso temporal ligeramente distinto en ambos
medelos celulares. Para el caso de las células GH/ZR, la
incorporacion del PO, fué casi 10 veces comparada con la
fncorporacién obtenida en los lactotropos normales. Esta diferencia
podria deberse al hecho de que la adenohipdfisis esta constituida
por diferentes poblaciones celulares. Independientemente de que
el tratamiento con los estrogenos {ncrementa la poblacion celular
de lactotropos, no se descarta la posibilidad de que exista
interferencia de las demdas poblaciones celulares, como por
ejemplo de los melanotropos que se sabe también responden ala

dopamina.
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Fig. 9.- Modulacién del indice de fosforilacién en los canales de calclo
sensibles a voltaje en lactotropos. En la figura se muestra la Incorporacién del

2 ) .
PO /mg de proteina de membranas ubtenidas de lactotropos. La DA se suspendio
por 1. 10y 30 minutos. Los valores s¢ muestran como la media t error estandar de

tres experimentos Independientes con determinactones por duplicado.
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Fig. 10 Modulacién del indice de fosforilacién en los canales de calcio
dependientes de voltaje en la linea celular GHZR,. En la figura se muestra la

A 32 . .
incorporacion del PO /mg de proteina de membranas obtenidas de la linea celular

GH,ZR;. La DA se suspendio por 1. 10 y 30 minutos. Los valores se muestran como la
media t error estandar de tres experimentos tndependientes con determinacfones
por duplicado
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DISCUSION

Los datos obtenidos en la presente lesis permiten alcanzar
las siguientes conclusiones:

1) la secrecion potenciada de PRL. inducida por la
suspension transitoria de DA, no se modifica cuando la cinasa Ay C
se bloquean de manera independiente. Por el contrario. si ambas
cinasas son bloqueadas al mismo tiempo se evita la secrecion
potenciada de PRL. Estos resultados muestran que el bloqueo
independiente de ambas cinasa no es suficiente para prevenir la
secrecion potenciada de PRL. pero el bloqueo simultaneo de ambas
cinasas obstaculiza el efecto potenciador.

2) En la linea celular transfectada con el receptor a DA
(GH,ZR,). se puede Inducir la secrecion potenciada de PRL en
respuesta a la suspension transitorfa dc DA. la magnitud de la
respuesta que se obtiene con este modelo es similar a la que se
logra en lactotropos normales obtenidos de la adenohipofisis de la
rala estrogenjzada.

3) Tanto en los lactotropos cn cultivo primario como cn la
linea celular GHZR,. la densidad de canales de calcfo es similar In
ambos  casos la  concentracion  de  los  canales  de calcio
dependientes de voltaje se localiza en el rango de 143 v 137

fmolas/mg de tejido, respectivamente.
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4) La fraccion que se identifico con la *H-Azidopina. que
parece corresponder a la subunidad al del canal de calcio sensible

a las dihidropiridinas. presenta una movilidad relativa aproximada
de 160-163 kDa. en ambos modelos experimentales.

8) Tanto en lactotropos como en la linea celular GH,ZR,. la
suspension transitoria de DA produce un aumento en el indice de
fosforilacion en la fraccion correspondiente a la subunidad alfa |

del canal de calcio tipo L.

La secrecion potenciada de PRL, que se da en respuesta
a la suspension transitoria de DR, involucra la activacion de
1a cinasa dependjente de AMP ciclico y de la cinasa C.

En el presente cstudio se mostré que el cambio en la
capacidad estimulante de la TRH requiere de la activacion de la
cinasa dependiente de AMP ciclico como de la cinasa C. Al parecer
ambas cinasas participan de manera redundante para mantener
fostorilados a los canales de calcio dependientes de voltaje. ya que
el bloqueo simultaneo de ambas cinasas impide que la TRH sea mas
eficaz para estimular la secrecion de PRL en respuesta a la
suspenston transitoria de DA (tig. 3). Este efecto no se observo
cuando se bloqueo de manera Independicnte a cada una de cstas
cinasas (fig. 1y 2).

Esta bién establecido que la DA activa receptores del tipo D,

localizados en la membrana celular del lactotropo (Enjalbert vy
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Bockaert. 1983). La ocupacion de estos receptores por la DA, o
agonistas especificos, reduce la actividad de la adenilato ciclasa
(Barnes ct al.. 1982; Sweenen et al., 1982; Pedersen et al., 1994).
Por esta razon, los niveles de AMP ciclico aumentan posterior a la
suspension transitoria de la DA (Martinez de la Escalera y Weiner,
1988). De manera similar, la suspension transitoria de la DA activa
la formacion de los fosfatos de inositol. que se acompana de un
decremento en la concentracion de los fosfoinositidos. Esto sugicre
la activacién de la fosfolipasa C (Martinez de la Escalera y Weiner.
1988: Goderladze et al., 1996). La activacion de estas vias de
transduccién por la disociacion temporal de la DA de su receptor,
constituye el primer paso c¢n toda una cascada de eventos que
incluye la activacion de la cinasa dependiente de AMP ciclico y de
la cinasa C, asi como la entrada de calcio extracelular (McFerran ct
al., 1996).

Existe suficiente evidencia que indica que la secrecion de
PRL depende del aumento en la concentracion de calcio
intracelular, a expensas principalmente de calcio extracelular
(Albert y Tashjian. 1984). El paso de los iones calcio al cspacto
intracelular se da a través de la apertura de los canales dc calcio
dependientes de voltaje (Ozawa y Kimura, 1982: Malgaroli ¢t al.
1987). Estas elevaciones son suficientes para cstinular la secrecion
de PRL. y se¢ ha mostrado que existe una correlacion entre la
densidad de canales de calcio localizados en la membrana celular

del lactotropo y la secrecion de PRL (Cota et al.. 1990).



La reduccion en la concentracion de calcio intracelular, es
otro de los mecanismos mediante la cual la DA inhibe la secrecion
de PRL. Se ha mostrado que la DA provoca la inactivacion de los
canales de calcio sensibles a voltaje tipo L al proauclr una
hiperpolarizactén en la membrana celular del lactotropo (israel et
al., 1985: Ingram et al. 1986: Gregerson et al, 1994). la
consecuencia de ello es el decremento en los niveles de calcio
intracelular (Albert y Tashjian, 1984; Gershengorn y Thaw. 1985).

Por otro lado. se ha reportado que la apertura de los canales
de calcio sensibles a voltaje se modifica cuando estos han sido
fosforilados por la cinasas A y/o C (Reuter. 1983; Hosey et al.
1989; Ma et al.. 1991; Ma et al.. 1992). Asi, cuando los canales son
activados a la apertura se da un mayor influjo de jones calcio,
promoviendo una mejor respuesta celular.

Es claro que la secrecion de PRL ademas de depender del
incremento en los niveles de calcio intracelular. también incluye la
modulacion de los canales de calcio dependientes de voltaje. Por
estas razones. la activacion de las cinasas A y C. en respuesta a la
suspension lransitoria de DA. juegan un papel importante en la
modulacion de la capacidad estimulante de la TRH. En este caso. el
efecto no parcce repercutir directamente sobre la activacion de
ambas cinasas. sino mas bién  sobre  los  canales  de calcio
dependfentes e voltaje.

Por lo tanto. en este trabajo se propone que ¢l punto de

interaccion que potencia el efecto estimulante de la TRH entre las



vias de senalizacion activadas por la suspension transitoria de DAy
la subsecuente administracion de TRH, involucra la modulacion de
los canales de calcio (Hernandez el al. 1993; Hernandez et al.
1994). En este caso, la fosforilacion de los canales de calcio estaria
mediada en forma redundante por las cinasas A y C. Esta hipotesis
se apoya en los resultados obtenidos con los bloqueadores
especificos ya que la inactivacion simultinea de la cinasa Ay C
usando el H-89 y la calfostina C, respectivamente {Kobayashi et al.,

1989: H-89: Chijiwa et al., 1990: fig. 3). bloqued la potenciacion.

La suspension transitoria de DR produce aumento en el indice
de fosforilacion de la subunidad a! de los canales de caiclo
tipo L a expensas de la activacion tanto de la cinasa
dependiente de AMP ciclico como de la cinasa C.

Los resultados obtenidos con los bloqueadores de la cinasa A
y C Junto con los del activador de canales de calcio Bay K 8644,
apoyan de manera indirecta la hipotesis de que el cambio en el
indice de fosforilacion endogena de los canales de calcio sensibles
a voltaje tipo L, es el punto de interaccion que modifica la
efectividad de la TRH para estimular la secrecion de PRL.

Para mostrar tal propuesta. uno de los primeros problemas
que se necesito resolver, fué encontrar un método adecuado que
nos permitiera abordar el problema. Dado que el sistema utilizado
en este estudio ¢s un tejido de tipo glandular, la primera estrategia

a analizar fue conocer la densidad de canales de calcio en nuestro
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sistema de trabajo. Para esto se utilizo al radfoligando PN200-110
que se sabe tiene afinidad por los canales de calcio tipo L. En este
caso. los estudfos se realizaron con el receptor embebido a la
membrana celular de células adenohipofisiarias enriql;ecldas en
lactotropos y de las células GH ZR,.

Los resultados obtenidos muestraron que la densidad de los
canales de calcio sensibles a las DHP es similar en ambos modelos
celulares (fig. 5 y 6). El analisis de Scatchard mostré6 una union

maxima del radioligando a su receptor (en este caso en la

subunidad al del canal de calcio) de 137 fentomolas/mg proteina

para el caso de los lactotropos. mientras que para linea celular la
densidad de este mismo tipo de canales fué¢ de 143 fmoles/mg
proteina. Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes
con los reportados para cercbro. En estos trabajos se encontro que
la densidad de los canales de calcio tipo L es de 80 fmolas/mg de
tejido (Curtis y Catterall. 1983: Massieu y Tapia. 1988). Por el
contrario, en el tejido muscular se ha reportado un rango mayor en
cuanto a la densidad de este mismo tipo de canal de calcio. Por
ejemplo. para el caso del musculo del sistema del tubulo T en la
rata, se reporto una densidad de 17 pmolas/mg tejido con una Kd
de 20 nM. mientras que para el tejfido cardiaco se reporté una
Bmax de 15 pmolas/mg tejido v una Kd de 83 nM (Garcia et al.
1986). Si estos resultados se comparan con los obtenidos en este
trabajo (ver fig. 4 y 5] y los de cerebro (Curtis y Catterall, 1983:

Massieu y Tapia,1988), el rango de canales en los primeros es
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aproximadamente 500 veces mayor. Esto muestra la dificultad de
estudiar los canales de calcio tipo I. en este tipo de tejido.

El presente trabajo no solo se muestra que tanto en el
lactotropo como en la linea celular GH,ZR,. existen canales de
calcio que son sustrato a drogas que pertenecen tanto al grupo de
las dihidropiridinas como al de las fenilakilamidas (DeRiemer,
1989. Hernandez et al., 1994). sino que ademas sec muestra que
existe una clase de canales de calcio tipo L. Esta conclusion de basa
de los resuitados obtenidos con la curva de saturacion en base a que
no presenta ninguna deflexion (fig. 5y 6).

Debido a la afinidad que los canales de calcto tipo L tienen
por las dihidropiridinas, fué posible confirmar la existencia de este
tipo de canales en estos modelos celulares. Asi. estos resultados
son consistentes con aquellos en los que se muestra la existencia
de estos canales utilizando como estrategia la electrofisiologia. Con
esta técnica no soélo se ha reportado que en los lactotropos existen
los canales de calcio tipo L. sino que se ha mostrado la existencia
de otro tipo de canales de calcio que se comportan de manera
diferente a los canales de calclo tipo L. Por sus caracteristicas
electrofisiologicas y bioquimicas. estos se has agrupado dentro de
los canales de calcio tipo T (DeRiemer, 1989).

A la fecha. solo ha sido posible aislar y purificar a los canales
de calcio del tejido muscular debido a que se encuentra una alta
densidad de estos canales en este tejido. Por esta misma razon,

toda la informacion que se conoce sobre las caracteristicas

96



bioquimicas y la regulacion de los mismos provienen de este tipo
de tejido. En nuestro caso. este trabajo muestra la densidad de los
canales de calcio tipo L tanto en lactotropos como en las células
GH,ZR,. Dada la baja densidad de canales de calcio que se localizan
cn este tipo de tejido. por el momento no es posible aislarlo y
purificarlo, con la finalidad de conocer mas sobre su composicion y
regulacion.

La demostracion de que los canales de calcio sensibles a las
DHP pueden ser modulados por fosforilacion, proviene de los
estudios realizados sobre los canales de calcio obtenidos de tejido
muscular. EI DNA que codifica para la subunidad alfa del canal de
calcio da lugar a una proteina que tiene un peso molecular de 212
kDa. Sin embargo. cuando esta se atsla de la membrana celular. su
masa molecular es aproximadamente de 155-175 kDa (Rotman et

al., 1992).

Varios estudios han mostrado que la subunidad a1l del canal

de calcio es fosforilada por diferentes cinasas (Hosey et al., 1987).
Una manera directa de demostrar el grado de [osforilacion de los
canales de calcio es mediante la immunoprecipitacion (Rotman et
al.. 1992). Esta ha sido una de las estrateglas ampliamente
utilizadas una vez que se logrée producir anticuerpos dirigidos
contra esta subunidad. En nuestro caso. la utilizacion de la
inmunoprecipitacion hubiera sido el mecanismo mas apropiado
para mostrar que la suspension transitoria de la DA induce un

cambio en el indice de fosforilacion de los canales de calefo tipo L
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Dado que en nuestro sistema de trabajo la densidad de canales de
calcio sensibles a voltaje es mas baja que en tejido muscular, no fué
posible utilizar esta extrategia cxpertimental para mostrar la
hipotesis propuesta en este trabajo. Por tal motivo. fué neccesario
utilizar otra estartegia que nos permitiera contrastrar, de manera
indirecta, la hipotesis propuesta en ambos modelos celulares.

Varios grupos de trabajo utilizaron a la azidopina con el objeto
de evaluar electroforeticamente la movilidad relativa del canal de
calcio en el musculo (Ferry et al, 1984; Striessnig et al. 1986:
Hamilton et al., 1989). La confiabilidad del uso de este ligando se
basa en: 1) que esta droga pertenece al grupo de las
dihidropiridinas. por lo que tiene afinidad con el canal de calcio
tipo L: y 2) al exponerse a la luz ultravioleta este ligando forma un
enlace covalente con la subunidad alfa del canal de calclo. Por esta
ultima caracteristica, es posible rastrear la ubicacion de esta
subunidad en geles de poliacrilamida (Ferry et al., 1984: Stricssnig
et al., 1986: Hamilton et al., 1989). Asi. el uso de este sistcrna de
trabajo fue el mas adecuado para identificar el canal de calcio tipo L
cn nuestro sistema de estudio.

Con este procedimiento, se localizd una mayor emision del

radioligando entre los marcadores de peso molecular de 200 y 116

kDa que parece corresponder a la subunidad at del canal de calclo

en ambos grupos cclulares. En base a su movilidad en los geles de
poliacrilamida ¢n condictones reductoras. esta proteina parece

tener una masa molecular aproximada de 160 kDa. en ambos
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grupos celulares.

En los estudios realizados en el musculo de la rata y del
conejo, se han utilizado diferentes cstrategias con la finalidad de
aportar mayor informacion sobre la conformacion, funcionamiento
y regulaciéon de los canales de calcio tipo L. Debido a la alta
densidad de canales de calcio tipo L que se localizan en el tejido
muscular. todo lo que se conoce acerca de ellos provienc de este
tipo de tejido. De mancra resumida se sabe que este canal tiene una
movilidad relativa que va de los 155-175 a los190 kDa (Bosorto et
al.. 1985; Striessnig et al.. 1986; Cooper et al.. 1987; Steriessnig et
al., 1987) y, mas recientemente se ha reportado que puede llegar a
hasta 200 kDa (De Jongh et al, 1989). En nuestro caso la
subunidad identificada con la azidopina, presenta una movilidad
relativa que cae dentro de las primeramente reportadas para el
tejido musecular. Como se mencioné anteriormente, el DNA que
codifica para esta proteina da lugar a una subunidad de 212 kDa. Es
de suponer. entonces, que la imposibilidad de identificar a una
subunidad con una masa molecular mayor sea consecuencia: 1) del
tipo de tejido con el se trabajo y. 2) la estartegia experimental que
se utilizo: es decir. que puede sea producto de la degradacion del
polipétido durante la obtencion de las membranas.

Los lactotropos son parte cstructural de un tejido de tipo
glandular. En este sentido. existe heterogeneidad no solo de tipo
morfologico sino también funcional entre estos tejidos y es posible

suponer que esto tambien suceda para los canales de calcio. Esta
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bién establecido que los canales de calcio tipo L juegan un papel
crucial en el acople excitacion-contraccion en el tejido muscular.
Por ello. es posible sugerir que las propiedades estructurales de los
canales de calcio en este tejido se corelacionen en favor de la
funcion en la que estan implicados; en este caso la secrecion de
PRL.

Por el momento. no es posible mostrar si la masa molecular
que se reporta para esta proteina identificada con la azidopina sea
producto de un efecto proteolitico. Sin embargo, debido al bajo
indice de canales de calcio tipo L que se localizan tanto cn la
adenohtpofisis como en el cerebro (Curtis y Catterall. 1983:
Massieu y Tapia. 1988}, no es posible realizar estudios mas
especificos que muestren si existen diferencias entre la
composicion molecular de canal de calcio tipo L en ambos te|idos.

A pesar de que durante la obtencion de las membranas se
utilizan inhibidores de proteasas, es probable que no se evite del
todo la degradacion de las proteinas que conforman ¢l canal de
calcio sensible a voltaje (Bosorto el al.. 1985). Por lo tanto. es
posible sugerir que la dilerencia en la movilidad relativa del canal
de calcio pueda ser la resultante de una modificacién proteolitica.
Esta justificacion se apoya en el hecho de que al determinar la
posicion del canal de calcio electroforeticamente. se obtienen un
pico maximo de Incorporacion del radioligando y varios picos mis
pequenos que se distribuyen dentro del gel (fig. 7 y 8). Cabe

mencionar que aun trabajando sobre el mismo tejido. se han
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reportado dilerentes pesos para el mismo canal (Striessnig et al.,
1986; Hosey et al., 1987; Sieber et al.. 1987; Striessnig et al.
1987; Takahashi et al., 1987. Vaghy et al. 1987). v apoyan la
posibilidad de que estas diferencias sean la resultante de la
degradacion del canal de caicio. Por esta razon. es posible
considerar que los [ragmentos que se estan originando por la
protedlisis tengan afinidad por el fotoligando por ser parte
estructural del mismo canal y contener el receptor a las
dihidropiridinas.

Los resultados obtenidos en nuestro sistema coinciden con
los obtenidos por Striessnig y col. (1986). Estos autores reportan
que el fotoligando se unid, en menor grado. a polipéptidos que
tenian pesos moleculares de 240. 99 y 55-52 kDa. En este caso. la
banda de 240 kDa se identifico como un heterodimero unido por
enlaces disulfuro. Para las bandas mas pequenas se pensé que
acarreaban el receptor a las dihidropiridinas. Mas tarde. esta
sugerencia se apoyo por el hecho de que las condiciones
desnaturalizantes constituyen el mayor problema para generar la
proteolisis. Aungque se reportd que si bajo estas condicioncs se usa
10 mM de N-etilmaleimida se evita ¢l rompimiento del polipéptido
de 155 kDa a fragmentos mas pequenos (Striessnig et al.. 1986).

Todo ello apoya el hecho de que la distribucion del
fotoligando en el gel de poliacrilamida. es producto de la
degradacion del polipéptido generado por las condiciones bajo las

cuales se obtuvieron las membranas. Aunque exista tal posibilidad.
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se puede decir que el polipéptido que aqui se reporta, parece ser
parte estructural del canal de calcio tipo L. en base a que el
fotoligando que se esta utilizando se une covalentemente y con alta
afinidad al canal de calclo cuando esta se expone a la luz
ultravioleta. Por otra parte hay que considerar que si bien es cierto
pudiera existir proteélisis durante la obtencion de las membranas,
la incorporacion del fotoligando se localiza en una mayor cantidad
(aproximadamente un 70%) en una f[raccion del gel de
poliacrilamida. Ademas. hay que considerar que el fotomarcaje se
realizo a una temperatura de 4°C con la linalidad de minimizar la
disociacion del fotoligando y la degradacion de la proteina.

En conclusion, los resultados obtentdos indican que la
técnica del fotomarcaje puede ser una herramienta para tdentificar
a los canales de calcio en un tejido diferente al musculo, donde la
densidad de los canales esta varias ordenes de magnitud mas abajo
a los reportados para ¢l musculo esquelético y cardiaco. Por otro
lado, y considerando que la droga que se usé en este sistema
pertenece al grupo de las dihidropiridinas. se puede sugerir que el

polipeptido de 160-163 kDa que sc obtuvo corresponde a la

subunidada ol del canal de calcio en estos grupos celulares.

Usando este mismo procedimiento experfmental. Striessnig y col
(1986) identificaron un polipéptido que se une con bastante
afinidad al fotoligando azidopina. En este caso estos autores
utlizaron canales de calcio aliamente purificados obtenidos de

musculo esquelético de cobayo. y concluyeron que esla técnica
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podria ser de gran importancia para identificar canales de calcio en
otros tejidos independientemente de que su densidad sea mas
pequena. Asi, este trabajo se muestra que mediante el uso de una
adecuada técnica es posible localizar y determinar la ubicacion y
masa molecular del canal de calcio dependiente de voltaje.

Una vez identificada la posicion en la que se localiza la

subunidad al del canal de calcio, se procedié con la parte medular

del trabajo que fué mostar el cambio en ¢l indice de fosofrilacion

de la subunidad ol del canal de calcio tipo L. De manera

sintetizada, en el presente trabajo se muestra que la suspension

transitoria de DA produce una aumento en el indice de fosforilacion
de la subunidad a1 en este tipo de canal. tanto en los lactotropos

como en la linea celular GH,ZR,.

Es ampliamente aceptado que la fosforilacion de los canales
de calcio es un importante mecanismo en la modulacién del
funcionamiento de los canales de calcio tipo L sensibles a voltaje.
Se ha demostrado que estos canales son fosforilados por la cinasa A
(activada por el AMP ciclico). por la cinasa C y por la cinasa
activada por calcio/calmodulina {(Nunoki et al.. 1989:; Nastainczyk
et al., 1988; Rotman et al. 1992]. Como se menciono
anterformente. la fosforilacion provoca cambios funcionales en el
canal de calcio que resulta en un mavor influjo de calcio en el
interior de la célula (Curtis el al.. 1985; Armstrong y Eckert et al..

1987; Yue et al.. 1990:; Josephson et al.. 1991: Sculptoreanu et al.,
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1993: Gregerson et al., 1996).

Los estudios de patch clamp con la modalidad de registro de
canal unico. senalan que la fosforilacion incrementa la probabilidad
de apertura del canal de calcfo, deerementa el umbral de activacion
y aumenta el tdempo maximo de apertura del mismo (Ma et al,
1991: Mundina-Weilenmann et al.. 1991; Ma et al., 1992}. En
conjunto, estas modificaciones provocan una mayor corriente de
calcio del medio extracelular al espacio intracelular (Wolscholski y
Marme. 1992).

En el tejido muscular se ha mostrado de manera directa que
los canales de calcio tipo L son sustrato de fosforilacion por las
diferentes cinasas y que dicho indice varia en respuesta a un
estimulo fisiologico. En otro tipo de tejido como por ejemplo el
glandular, dichos estudios no se han podido realizar. Una de las
razones consiste por el hecho de que la densidad de canales de
calcio en eslas células esta varias ordenes de magnitud abajo en
comparacion con el sistema del tubulo T del tejido muscular
(Striessnig et al.. 1986). Asi. el mayor acercamiento que se ha
realizado para tratar de mostrar que dicho mecanismo tambien
participa en este tipo de tejido. provienen dec estudios indirectos
en los que utilizan drogas especificas que inhiben a las cinasas
(Yuan y Bers, 1995}, o a las tosfatasas (Dolphin, 1992} acoplados al
uso de registros electrofisiologicos (Armstrong y Eckert. 1987).
Bajo estas condicones se mostré que los canales de calcio

localizados en el lactotropo (Armstrong y Mateson. 1985: Cota et
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al, 1990) también son fosforilados por la cinasa dependiente de
AMP ciclico {Armstrong y Eckert, 1987).

El objetivo central de este trabajo consistié en analizar si la
suspensfon transitoria de DA induce un cambio en (‘I.indlcc de
fosforilacion endogena de los canales de calcio tipo L. Se pudo
mostrar que cuando se suspende de manera aguda a la DA, hay un
cambio en el indice endégeno de fosforilacion de los canales de
calcio tipo L. El polipéptido que se identifico electroforeticamente,
presenté un cambio en su indice dc [osforilacion cuando la DA se
supendi6é hasta por 30 minutos. En los lactotropos la fosforilacion
alcanz6 un maximo a los 30 minutos. mientras que la linea celular
se di6 desde los 10 minutos de haberla suspendido. En base a la
movilidad relativa, es posible suponer que el polipéptido marcado
corresponde a la subunidad alfa del canal de calcio en estos grupos
celulares. La confirmacion de esta aseveracion ocurrira cuando se
cuente con anticucrpos especificos contra el canal expresado en

lactotropos.
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