
rp-z 
Universidad Nacional Autónoma de 5 

México 

Colegio de Ciencias y Humanidades 
Unidad Académica de los Ciclos Profesional y de 

Posgrado 
Centro de Neurobiología 

Fosforilación de los canales de Calcio 
por la cinasa A en respuesta a la 

suspensión depaminérgica 

TESIS 

QUE PAPA 014ENCP FI. GRADO PE: 

DOCTOR EN CIENCIAS FISIOLOGICAS 

Presenta : 

MARIA ELENA HERNANDEZ AGUILAR 

F TESIS CON 
ALLA DE ORM 

México, D. F. 1997 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN 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 imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 





CREDITOS 
• e • • • • • • • • • • • 

• La presente tesis fue realizada en el Centro de Neuroblología con 
sede en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, México D.F., bajo la 
dirección del Dr. Gonzalo Martínez de la Escalera. 

• Esta tesis fue realizada bajo el patrocinio de las instituciones y 
programas listados a continuación: 

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología 
Registro No.84383 

Programa de Apoyo a las divisiones de Estudios de Posgrado 
Universidad Nacional Autónoma de México 

PrOyeCt011 030372 (1993) y 030379 (1994) 



AGRADECIMIENTOS 
• • • • • • • • • • • • • • • • 

A todas aquellas personas que me impulsaron en mi desarrollo 
académico y confiaron en mi: al Dr. Pablo Pacheco Cabrera, al Dr. 
Gonzalo Martínez 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 Díaz por su apoyo fundamental para la realización de esta 
tesis. 

Al equipo de trabajo del Laboratorio del Dr. Gonzalo Martínez de la 
Escalera y al de la Dra Carmen Clapp sobre todo a Luz Torner Aguilar, a 
Francisco García, a Salvador Mejía, a Zulma Dueñas y a Ana Corbacho 
no solo por ofrecerme su amistad sino por su apoyo y ayuda en la 
realización de esta tesis. 

A todo el personal del Instituto de Neuroetología de la Universidad 
Veracruzana: Marcela Vazquez, Regina Cruz, Leticia Nicolás, Rebeca 
Toledo, María de Jesús Rovirosa, Luis García, Adriana Esquivel y Sofía 
Verenice González.  

A los revisores de esta tesis. Dr. Gonzalo Martínez de la Escalera, Dr. 
Pablo Pacheco, Dr. Mauricio Díaz, Dra. Marcia Hiriart, Dra. Magda 
Giordano, Dr. Carlos Arámburo y Dr, Darvid García. 

A mi familia y en especial a mi madre. 

iii 



INDICE 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • 

RESUMEN 	 1 

SUMMARY 	 3 

INTRODUCCION 	 5 

ANTECEDENTES 

Regulación Pleiotrópica en la secreción de prolactina 	 7 
Participación de segundos mensajeros en la secreción de 

prolactina 	 14 
Segundos mensajeros asociados a la acción de dopamina 	 15 
Efecto de la dopamina sobre la regulación de calcio intracelular 	19 
Efecto de la dopamina sobre las propiedades eléctricas 

de la membrana celular del lactotropo 	 21 
Segundos mensajeros asociados a la acción de la hormona 

liberadora de tirotropina (T1211) 	 23 
Efecto de la TRH sobre los niveles de calcio intracelular 	 25 
Efecto de la TRH sobre las propiedades eléctricas de la 

membrana celular del lactotropo 	 28 
Mecanismos intracelulares involucrados en la secreción 

potenciada de prolactina 	 30 
Generalidades de los canales de calcio 	 34 

Purificación y caracterización de los canales de calcio 	 37 
Modulación de los canales de calcio por fosforilación 

Estudios bioquímicos 	 30 
Estudios elect roasiologicos 	 42 

iv 



Sitios de fosfortlación 	 45 

Regulación de los canales de calcio por fosfatasas 	 47 

Células G1-14 transfectacias con el receptor a dopamina 	 49 

HIPOTESIS 	 53 

PROPOSITO Y OBJETIVOS 	 55 

METODOLOGIA 	 57 

Experimento 1 (Bloque farmacológico de la cinasa A y C) 	 61 

Experimento 2 (Inducción de la secreción potenciada en la 

línea celular GH,Z127 ) 	 63 

Experimento 3 (Determinación de la densidad de los canales 

de calcio) 	 63 

Experimento 4 (Ubicación electroforética de la subunidad al de 

los canales de calcio dependientes de voltaje tipo Ll 	64 

Experimento 5 (Inducción de la fosforilación de los canales de 

calcio sensibles a voltaje por la suspensión 

transitoria de dopamina) 	 66 

RESULTADOS 	 67 

DISCUSION 	 90 

REFERENCIAS 	 106 

APENDICE 

Dopamine-escape potentiation of prolactin release may 

involve the activation of calcium channels by protein 

kinases A and C. Endocrine. 2: 779-786. 	 132 



RESUMEN 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • 

La prolactina (PRL) es una hormona proteica que se sintetiza y 
secreta por los lactotropos en la adenohipólisis. Su secreción está regulada 
por factores hipotalámicos tanto de tipo inhibidor como estimulador. A la 
fecha, es ampliamente aceptado que su secreción está inhibida de manera 
tónica por la dopamina (DA), mientras que su secreción fásica es 
estimulada, entre otros factores, por la hormona liberadora de tirotropina 
(TRH). 

Los estímulos fisiológicos tales como el estrés, la estimulación 
vaginal, el aumento de los estrógenos en la tarde del proestro y la succión, 
causan un importante aumento de la secreción de PRL a la sangre 
periférica. Por su parte se ha mostrado que dicha secreción es la resultante 
de una interacción espacio temporal entre la disminución de la 
concentración tónica de la DA hipotalamica en sangre portal y el efecto 
estimulante de la TRH, otra hormona de origen hipotalámico. En otras 
palabras, el decremento en los niveles de DA resulta en dos efectos: 1) 
estimula por si misma la secreción de PRL, y 2) potencia el efecto 
estimulante de la TRII para secretar PRL. 

Los estudios realizados sobre los mecanismos intracelulares 
involucrados en producir este segundo efecto, es decir, potenciar la acción 
secretora de la TRH, indican la participación prwdmal del sistema del AMP 
cíclico. Dado que la TRH estimula la secreción de PRL al activar al sistema 
de los fosfoinositidos y la importación de calcio extracelular, se ha pensado 
que la interacción entre la cascada evocada por la suspensión 
dopaminérgica y aquella producida por la TRH podría converger a nivel de 
los canales de calcio tipo L sensibles a voltaje, regulando su función y por 
lo tanto modulando la entrada de calcio. Trabajos realizados en células 
GH3, cardíacas y musculares estriadas han mostrado que los canales de 
calcio tipo L sensibles a voltaje, más especificamente la subunidad alfa de 
este canal, es sustrato de las cinasas que son activadas por el AMP cíclico 
(cinasa A) y por el diactiglicerol (cinasa C). La fosforilación de esta 
subunidad del canal. resulta en un incremento de la probabilidad de 
apertura del mismo, y esto produce un aumento en el influjo tónico. Como 
consecuencia de ello, se obtiene una mayor contracción muscular o 
secreción hormonal 

En base a estos antecedentes, la hipótesis que se planteó en este 
trabajo es que la secreción potenciada de PRL, que se obtiene en respuesta 
a la TRH, es consecuencia de un cambio en el índice de fosforilación de los 
canales de calcio dependientes de voltaje, por efecto de la suspensión 
transitoria de DA. Así, uno de los objetivos que se planteó en este estudio, 
consistió en determinar cual de las dos cinasas que fosforilan el canal de ., 
calcio en condiciones in vitro, alteran el funcionamiento de éste en 
condiciones fisiológicas. Con ese propósito. se  utilizaron bloqueadores tanto 
de la cinasa activada por AMI' cíclico (11-89) como de la cinsasa C 
(Calfostina C). El otro objetivo del estudio, fue determinar en forma directa 
el efecto de la suspensión de la señal dopaminérgica sobre el grado de 
fosforilación de los canales de calcio en dos modelos de lactotropos: 
cultivos primarios de lactotropos de rata y una línea 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 unión 
con un ligando específico ('H-PN200-110), para posteriormente determinar 
la migración relativa de las subunidades del canal en electroforesis de 
poliacrilamida utilizando un fotoligando selectivo (31-1-Azidopina). 
Posteriormente, se determinó el índice de fosforilación de los canales de 
calcio dependientes de voltaje en respuesta a la suspensión de la 
dopamina. 

Con el uso de los bloqueadores selectivos de las cinasas, se 
demostró que cuando estas se bloquean de manera independiente, la 
secreción potenciada de PRL no se altera. Por el contrario, cuando ambas 
cinasas fueron bloqueadas simultáneamente, la respuesta potenciada que 
se obtiene al suspender transitoriamente a la DA y administrar TRH, se 
suprimió. Los resultados que se obtuvieron con los ensayos de unión, 
indican una densidad de canales de calcio sensibles a las dihidropiridinas 
de 137 fenol/mg de tejido con una Kd de 105 pinol/mg de tejido en 
lactotropos normales. En las células GH4 se obtuvo una densidad de 
canales de calcio de 143 fenol/mg de tejido con una Kd de 115 pmol/mg de 
tejido, que es similar a la reportada en lactotropos. Para el caso de la 
migración relativa electroforética, en geles de poliacrilamida y en 
condiciones desnaturalizantes, se encontró un polipéptido de peso 
molecular aproximado de 160 kDa, en ambos tipos de células. En los 
lactotropos, se observó un aumento en forma progresiva en el índice 
endógeno de fosforilación, en la subunidad de 160 kna, y alcanzó una 
máxima incorporación a los 30 minutos de haber suspendido a la DA. Para 
las células G1 i4ZR7 se obtuvo una máxima incorporación del radioligando 
en dicha subunidad, 10 minutos después de haber suspendido a la 
dopamina. 

En resumen, los resultados que se obtuvieron demuestran que la 
suspención de la señal de dopamina induce un cambio en el grado de 
fosforilación de los canales de calcio en ambos tipos celulares. Esta acción 
parece estar mediada en forma redundante por acción de la cinasa 
dependiente de AMP cíclico y por la cinasa C. Se sugiere que la 
fosforilación de los canales de calcio sensibles a voltaje forma parte del 
mecanismo de acción por el cual la señal negativa de la dopamina regula la 
eficiencia de secretagogos como la TRI1 en lactotropos. 
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ABSTRACT 

e • • • • • • • • • • • • • • • • • 

Prolactin (PRL) is a proteic hormone that is sintelized and released 
by lactotrops In the adenohypophisis. PRI, release is controlled by both 
inhibitory and excitatory hypothalamic factors. lt is known that PRL release 
is continuously inhtbited by dopamine (DA), even though Its release is 
stimulated by severa! factors, being tirotropine releasing hormone (TRH) 
one of them. 

Physiological stimull 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 consecutiva interaction of a decrement in the concentratton of 
hypothalarnic DA and the stimulatory effect of TRH. This, the decrement of 
DA has two effects: I) direc stimulation of PRL release, and 2) potentiation 
of the releasing effect produced by TRH. 

Studtes on the intracellular mechanisms tnvolved in the second 
effect, show a main role of the (yen(' AMP system. Considering that TRI-1 
stimulates PRI, release through the activation of the phosphoinositides 
system and the intake of extracellular calcium, it is proposed that the 
interaction between DA withdrawal and TRH could be Integrated al the 
leve) of voltage-dependent calcium channels. probably regulating their 
function to modulate calcium intake. Some reports In GH3, cardiac and 
strlated muscle cells, have shown that voltage-dependent calcium channels, 
in specific the alfa subunit, is the substrate of the kinases that are 
activated by cyclic AMP (kinase A) and diacilglycerol (kinasa Cl. 
Phosphorilation of the alfa subunit produces an incrernent in the probability 
for tica openIng of the channel, hence it is promoted an increase in imite 
influx. As a result it is observed the muscle contraction or hormonal 
secretion. 

The hypothesis of (bis work was that the potentiated PRL release, 
produced by TRH after DA withdrawal, is produced by a change In the 
phosphorylatlon ratio of voltage-dependent calcium channels. Thus, our atm 
was to determine the sature of the kinase that phosphorilate calcium 
channels in in vitro conditions, and influence channel funetion in 
physiological conditions. For this purpose, we used blocking agents for the 
kiriase activated by cyclic AMI' (11-89), and for the kinase C (Calphostin C). 
Another objective in ibis study was to determine directly the effect of DA 
withdrawal on the phosphorilation of calcium channels in two lactotrophs 
models, primaly cultives of dispersed cells from the rat adenohypophisis 
and cell line transfected with the DA receptor. To accomplish Chis, it was 
required to determine the density of calcium channels in both models 
through binding.assays (311- PN200-110), and the relattve ~anon rate of 
channel subunits in polyacrilamide electrophoresis using CH-Azidopinei. 
Finally, the phosphorilation ratio of voltage-deperident calcium channels in 
response 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 bindiril assays indicated that the density of 
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dihydropyridine sensitive calcium channels was of 137 finol/mg of tissue 
with a Kd of 105 pinol/mg of tissue in normal lactotrops. In GH4 cella, a 
density of calcium channels of 143 fmol/mg of tissue with a Kd of 115 
pmol/mg of tissue was obtalned, which is similar to that reported for 
lactotrophs. In respect of the relative electrophoretic migration, in 
polyacrilamide gels under denaturalized condltions, it was found a 
polypeptide of molecular weight around 160 kDa in both kind of cella. 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 wlthdrawal. In GH4ZR7 cells it was 
obtalned 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 
phosphorylation ratio of calcium channels in both kind of cells. 'This 
response seenis lo be mediated by the activity ol the cyclic AMP dependent 
kinase and by kinase C. In conclusion, we propose that calcium channels 
phosphorylation playa a role in the potentiated release effect of TRII once 
the transitory suspension of DA has occurred. 
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INTRODUCCION 

• e • • • • • • • • • • • • • • • • 

La prolactina (PRL) es una hormona proteica que es 

sintetizada y secretada por los lactotropos localizados en la 

adenohipófisis. En los mamíferos, la secreción de esta hormona 

está bajo la influencia inhibitoria ejercida principalmente por la 

dopamina (DA), mientras que la hormona liberadora de tirotropina 

(TR11), es considerada como la principal influencia fisiológica para 

estimular la secreción de PRL. 

Estudios realizados tanto in vivo como in vitro, han mostrado 

que la disociación temporal de la DA de su recept or, trae consigo 

dos efectos: por un lado estimula por si misma la secreción de PRL 

y, por el otro, potencia el efecto estimulante de la TRH para 

secretar prolactina (Mena et al., 1976; Chiocchio et al., 1979; 

deGreef y Viser, 1981L 

Estudios realizados en tejido muscular (Curtis y Caterrall, 

1986) y cardiaco (Hosey et al., 1989), han mostrado que los canales 

de calcio dependientes de voltaje tipo L son sustrato de 

fosforilación por (ilusas que son dependientes de AMP cíclico y/o 

por la cinasa C. Se ha mostrado que la fosforilación Induce un 

incremento tanto en la probabilidad de apertura de los canales de 

calcio tipo L. como un aumento en el tiempo total de apertura de 

los mismos. Además, se mostrado que la fosforilación produce un 
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cambio en la dependencia del voltaje para la activación e 

Inactivación del canal de calcio tipo L. Como consecuencia de ello, 

las corriente tónicas registradas están aumentadas, y esto induce 

una contracción muscular más intensa o una mayor secreción. 

Por otro lado, estudios realizados en el laboratorio, han 

mostrado que el agonista de canales de calcio Ray K 8644 

reproduce el efecto que se obtiene cuando se suspende a la 

dopamina; es decir, potencia la acción estimulante de la TRH para 

secretar PRL en condiciones tales donde la DA ejerció su efecto de 

manera tónica. Dicho efecto seimpide mediante el uso de 

bloquedores de canales de calcio como son la nifedipina y el 

metoxiverapamil (Hernández et al.. 1994). 

En base a los estudios electrofisiológicos que han mostrado 

que el agonista de canales de calcio Bay K 8644 produce un efecto 

similar al que realiza la fosforilación, en este trabajo se propuso que 

la fosforilación de los canales de calcio dependientes de voltaje es 

parte del mecanismo por el que se potencia la acción liberadora de 

la TRU 
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Antecedentes 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • 

Regulación pleiotrópica de la 
secreción de prolactina 

A diferencia de la mayoría de las hormonas de la hipófisis 

anterior, la prolactina es la única hormona adenohipofisiaria que es 

secretada en cantidades substanciales en ausencia de una 

estimulación hipofisiotrópica del hipotálamo. Se ha demostrado 

ampliamente, que los lactotropos no estan bajo el control de una 

retroalimentación negativa periférica. En su lugar. prevalece el 

concepto de que el principal control endocrino que el hipotálamo 

ejerce sobre los lactotropos es de tipo inhibitorio (ver: Ben-

Jonathan, 1994). A pesar de la gran información que existe y apoya 

el concepto de que la PRL está bajo un control inhibitorio, también 

se reconoce que la secreción de PRI, está regulada por múltiples 

interacciones entre los factores de tipo inhibidor y los de tipo 

estimulador que provienen del hipotálamo, independientemente 

de las Interacciones parácrinas que ejercen otros tipos celulares 

adenohipofisiarios, asi como autócrinas efectuadas por los mismos 

lactotropos. 

El reconocimiento de que el hipotálamo ejerce un control 

inhibitorio sobre la secreción de l'Itl, inspiró la idea de la 

existencia de un factor inhibidor de la secreción de PRL (P119. 
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Estudios específicos mostraron que el núcleo arcuato proyecta sus 

terminales nerviosas hacia la capa externa de la eminencia media. 

Ahí, estas terminales nerviosas hacen contacto con los vasos 

sanguíneos largos del sistema porta donde liberan a la dopamina 

(ver: Ben-Jonathan, 1994). Su papel como el regulador fisiológico 

de la secreción de PRL se basa en lo siguiente: (1) se han reportado 

concentraciones altas de DA en la sangre portal, que se relacionan 

de una manera Inversa con la secreción de PRL en diferentes 

contextos: (2) la demostración de que en los lactotropos existen 

receptores del tipo D2  para esta hormona: y, (3) los estudios en los 

que se mostró que la administración de la DA en concentraciones 

similares a las reportadas en condiciones in vivo, ejercen el mismo 

efecto inbibitorio reportado en condiciones fisiológicas (Ben-

Jonathan et al, 1989). A raiz de ello, se mostró que el factor 

endógeno inhibidor de la secreción de PRL es la catecolamina DA 

producida en el núcleo arcuato. 

A la fecha, se ha mostrado que la secreción basal de PRL se 

encuentra bajo un control inhibitorio ejercido por la DA 

hipotalámica. Aunque, estudios realizados en la rata han 

manifestado la existencia de elevaciones significativas de PRL en 

plasma, en contextos conductuales tales como el apareamiento o la 

succión, así como en el estrés, se ha reportado que dichas 

elevaciones, no son el producto de la disminución en la 

concentración de DA en sangre portal. En su lugar, prevalece el 

concepto de que estos picos de secreción, son la resultante de la 
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interacción entre el factor liberador de PRL (PRF) y la DA. 

La hormona liberadora de tirotropina (TRI-1) y el peptido 

intestinal vasoactivo (VIP) son los dos PRF que se consideran como 

fisiológicos en la regulación de la secreción de PRL (Malven, 1993). 

Su papel como reguladores de la secreción 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 secreción de PRL; y, 3) la inmunización 

pasiva de cada una de estas hormonas afecta la descarga de la PRL 

en respuesta a un estímulo fisiológico. 

La participación de un factor de tipo inhibidor y de otro de 

tipo estimulador en la regulación de la secreción de PRL sigue 

siendo tema de discusión. Se ha propuesto que la elevación 

periférica en la concentración de PRL, puede ser la resultante de 

un decremento en la concentración del factor inhibidor, o de un 

aumento en la concentración del factor estimulador (de Greef y 

Visser, 1981). Los estudios realizados, tanto en ratas ciclantes 

como en ratas lactantes, para analizar cada una de las hipótesis 

propuestas han aportado información acerca del papel que Juegan 

ambos factores hipotalámicos para regular la secreción de PRL. 

En la rata delante, se ha mostrado que la concentración de 

DA en sangre portal es más baja durante el proestro, que en los 

demás estadios del ciclo estral (Blake et al.. 1974; Ben-Jonathan et 

al.. 1977; Brandi et al., 1990). En este estadio del ciclo estral, se 

ha mostrado que la secreción de PRL se presenta en dos fases 
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consecutivas que tienen características propias. la  primera fase de 

secreción de PRL es prominente y tiene poca duración, mientras 

que la segunda fase es menos elevada pero tiene mayor duración 

(Mural et al.. 1989). 

El análisis de los mecanismos que están involucrados en 

controlar estas dos fases, han mostrado que éstas son reguladas por 

eventos diferentes. Para el caso de la primera fase de secreción, se 

mostró que la lobectomia, es decir, la extirpación de la pituitaria 

posterior. o la eliminación del peptido intestinal vasoactivo (VIP) -

por medio de inmunización pasiva-, todos ellos afectaron la 

primera fase de secreción, sin afectar a la segunda (Mural y Ben-

Jonathan. 1987). En base a estos resultados, se propuso que la 

primera fase de secreción de PRL depende principalmente de la 

presencia de un PRF, más que de la ausencia del factor inhibidor. 

Para el caso de la segunda fase, se mostró que el aumento en 

los niveles de PRL en sangre periférica, no depende de la 

presencia de un PRF ,sino que en su lugar, su secreción está 

vinculada con la interacción espacio-temporal entre la ausencia del 

factor de tipo inhibidor como a la presencia de un factor de tipo 

estimulador (Mural et al., 1989). En esta segunda fase de 

secreción, la DA parece participar de manera importante en la 

regulación de la secreción de PRL en las diferentes etapas del ciclo 

estral. Su participación en esta segunda fase de secreción quedó 

demostrada en aquellos estudios en los que la administración de 

domperidona (un antagonista dopaminérgico) produjo un aumento 
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rápido en la concentración de PRL en sangre periférica en cada 

período del ciclo estral (Haisenleder et al., 1990). 

A su vez, se observó que la TRH estimula de manera más 

eficaz la secreción de PRL cuando ésta se administra pOsterior al 

tratamiento con domperidona. Cabe mencionar que el aumento en 

la concentración de PRI, que se produce en la segunda fase de 

secreción, no sólo es consecuencia de la disminución que se dá en 

la concentración de DA en sangre portal, sino que su secreción 

también está sujeta a la modulación del número de receptores a DA 

y TRH dispuestos en el lactotropo (Bilinski y Tramezzani, 1990). 

Por lo tanto, se puede deducir que la segunda fase de secreción de 

PRL está bajo la acción conjunta entre la ausencia y la presencia del 

efecto ihnibitorio y estimulatorio ejercido por el hipotálamo, 

respectivamente (Haisenleder et al., 1986). 

Para el caso de los estudios realizados en la rata lactante, se 

ha mostrado que la elevación de la concentración de PRI, se dá de 

manera única y. tanto la DA como la TRH participan de manera 

importante en la regulación de la secreción de PRL. 

Utilizando la succión como el estímulo fisiológico y/o la 

activación eléctrica del nervio mamario (Mena, Pacheco y 

Grosvenor, 1982) como una emulación de la primera, se pudo 

mostrar que ambos estímulos provocan una disminución transitoria 

en la concentración de DA en sangre portal (Mena et al.. 1976; 

Chiocchio et al., 1979; de Greef y Viser, 1981). Sin embargo, la 

simulación experimental en la reducción transitoria de la infusión 



exógena de DA en ratas tratadas con alfa-metil-p-tirosina (inhibidor 

de la síntesis de DA), no explica del todo la marcada y sostenida 

elevación que se dá en la concentración de PRL circulante en 

respuesta al estímulo de la succión o la activación eléctrica del 

nervio mamario (deGreef, Plotski y Neill, 1981; Mena, Pacheco y 

Grosvenor. 1982). En este sentido, se observa una elevación 

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. 

tina probable explicación que se dió a estos resultados, es 

que la descarga de PRI. es  parte integral de un mecanismo 

complejo que puede incluir la disminución de la concentración de 

DA en sangre portal. asi como la participación de otras hormonas 

hipotalámicas con actividad liberadora de prolactina (deGreef. 

i'lotski y Neill, 1981). De acuerdo a ello, se pone de relieve la 

hipótesis originalmente planteda por Grosvenor y Mena (1980) 

donde plantea que un breve período de succión produce una 

disminución transitoria del tono dopaminergico el cual es escencial 

para (vit. la  TRH. así como otros factores hipotillamicos con 

actividad de PRI' (Pan y Main. 1990), sea más eficaz en estimular la 

secreción de PRL. 

Más tarde, esta hipótesis se sustentó bajo una serie de 

observaciones entre las cuales se Incluyen las siguientes: 1) por un 

lado, deGreef y colaboradores (1984) mostraron que los niveles 

inmunoreactivos de TRH en sangre portal aumentan de 5.3 a 8.7 
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ng/m1 en respuesta al estímulo de la succión; 2) la administración 

de la TRII a ratas (Burnet y Warkeley, 1976) o a monos rhesus 

(Norman, 1980) no succionados, no produce un aumento 

significativo en los niveles de PRI, en sangre periférica. En base a 

estos resultados se sugirió que el incremento dramático que se dá 

en los niveles de PRL en sangre periférica, en respuesta al estímulo 

de la succión, no resulta tampoco por el sólo aumento en los 

niveles de la TRH en sangre portal (deGreef y Visser, 1981). En su 

lugar, dicho efecto es consecuencia de la interacción entre ambos 

factores hipotalámicos. Esta implicación quedó sustentada con 

aquellos estudios en los que la administración de la TRH en 

animales donde la infusión de DA se redujo en un 50% (de Greef y 

Visser, 1981) como en aquellos donde se suspende 

transitoriamente (Fagin y Neill, 1981; Plotski y Neill, 1982), 

muestran un aumento significativo en la concentración de PRL 

circulante. De esta manera se concluye que la secreción masiva de 

PRL que se produce por efecto de la succión en la rata lactante, es 

una consecuencia directa de la interacción entre la disminución en 

la concentración de DA en sangre portal y del aumento en la 

concentración de TRH. Sobre todo el efecto que esta disminución 

en la concentración de DA tiene sobre la capacidad estimulante de 

la TRH para estimular la secreción de PRI. 
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Participación de segundos mensajeros en la 
secreción de prolactina 

Una vez que se demostró que la secreción potenciada de PRL 

que se da por efecto del estimulo de la succión es consecuencia de 

la disminución de la concentración de DA en sangre portal, y el 

efecto que esta diminución tiene sobre la efectividad de la TRI1 

para estimular la secreción de PRL, la pregunta a indagar es: 

¿Cuales son los pasos bioquímicos que median esta secreción 

masiva de PRL?. Para poder responder esta pregunta, primero es 

necesario conocer cuales son los mecanismos de transducción que 

emplean tanto la DA como la 'rRH para regular la secreción de PRL. 

De manera resumida, se puede mencionar que la DA ejerce 

múltiples acciones para inhibir la secreción de PRL. A grandes 

razgos, los mecanismos de transducción que la DA utiliza para 

realizar dicha función se pueden agrupar de la siguiente manera: 

(1) ejerce una inhibición sobre segundos mensajeros tales como el 

AMP cíclico (Kebabian y Cable, 1979) y los fosfatos de inositol 

(Simmonds y Strange, 1985); (2) provoca la activación de canales 

tónicos que favorecen la hiperpolarización de la membrana celular 

(Taraskevich y Douglas. 1978). y (3) produce una reducción en la 

concentración de calcio intracelular necesario para que se lleve a 

cabo la secreción de PRI. (Sholield et al., 1983). 

Para el caso de la TRI I se ha mostrado que esta promueve la 

secreción de PRL al: 1) estimular la producción de los fosfatos de 

inositol (Martin, 1983); 2) provocar un aumento en la 
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concentración de calcio intracelular (Albert y Thasjian, 1984) y, 31 

producir una depolarización 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 cada uno de 

los eventos moleculares utilizados por la DA y la TRH para regular 

la secreción de PRI, serán desglosados en los siguientes apartados. 

Segundos mensajeros asociados a la 
acción de dopamina 

Inicialmente, los receptores a DA se habían clasificado 

farrnacologicamente como subtipos D, y D,. Dicha clasificación se 

basó en el efecto que la activación del receptor tiene sobre el 

sistema del AMI' cíclico. Se observó que los receptores del subtipo 

D, estan acoplados de manera positiva al sistema de la adenilato 

ciclasa, es decir estimulan la producción de AMP cíclico, mientras 

que los del subtipo D, la inhiben (Kebabian y Calne, 1979). 

Recientemente, se ha mostrado la existencia de otros tres subtipos 

de receptores a DA, los cuales se han denominado corno D,. D, y D5. 

Fanna.0010giCaMente, los receptores D3  y D„ se comportan de 

manera similar a los receptores del subtipo D2, es decir inhiben la 

actividad de la adenilato ciclasa y por lo tanto la producción de 

AMP cíclico; mientras que los receptores denominados D, parecen 

actuar de manera similar a los del subtipo D, (Paulssen et al., 1991; 

Pedersen et al., 1994). 
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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 el al., 1989) han mostrado que la DA inhibe la secreción de 

PRL mediante su unión a receptores del subtipo D2: es decir, 

aquellos receptores que están acoplados de manera negativa al 

sistema de la adenilato ciclasa y que inhiben la producción de AMP 

cíclico (Kebabian y Calne , 1979; Sweenen et al., 1982; Enjalbert y 

Bockaert , 1983). 

Diversas estrategias se utilizaron para tratar de mostrar que 

la DA inhibe la secreción de PRL al impedir la formación de AMP 

cíclico. Inicialmente se mostró que la administración aguda de la 

DA o la somatostatina en cultivos celulares de lactotropos (Koch et 

al., l985), produjeron una reducción en los niveles de AMP cíclico. 

Este efecto no sólo se observó en cultivos donde se administró de 

forma aguda a la DA (Swennen y Denef, 1982), sino también se 

observó en aquellos trabajos en los que se estimuló la producción 

de AMP cíclico al administrar forskolina (Delbeke el al., 1986). 

Este efecto Inhibitorio que la DA tiene sobre la producción de AMI> 

cíclico se observó inmediatamente de haber sido administrada y 

alcanzó su máximo efecto 10 minutos después (Swennen y Denef, 

1982). En ambos casos, la activación del receptor dopaminérgico 

produjo una reducción en la concentración de PRL contenida en el 

medio de cultivo, que se correlacionó con el decremento en los 

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

El efecto que la activación del receptor a DA tiene sobre la 

producción de AMP cíclico no se da de manera directa. En el 

lactolropo, dicho receptor se encuentra acoplado a una proteína G 

de tipo inhibitorio, por lo que la activación de este tipo de proteína 

G trae consigo la inactivación de la adenilato ciclasa. La expresión 

de las proteínas G valían dependiendo del tejido. En la pituitaria 

normal de rata, se encontraron tres subtipos de proteínas Gi: la GI,, 

la Gil  y la Gt, (Cronin et al., 1983; Paulssen et al., 1991). Así, la 

activación de este tipo de proteína G. en el lactotropo, trae consigo 

la inactivación de la adenilato ciclasa y, además, la disminución de 

la secreción de PRL (Freissmuth el al., 1989; Wilson el al., 1994; 

Wang et al., 1995). 

Por otro lado, se ha reportado que los receptores a DA no 

sólo se encuentran acoplados de manera negativa al sistema del 

AMP cíclico, sino que también lo están para el sistema de los 

fosfatos de inositol. Inicialmente se mostró que la administración 

aguda de la DA produjo un decremento en la incorporación de 

fósforo marcado o 31-1-inositol en respuesta a la administración de la 

TRII o angiotensina. Simultáneamente, se observó que dicho 

tratamiento produjo una disminución en la concentración de PRI, 

en el medio de cultivo (Simmonds y Strange, 1985; Journet et al.. 

1987; Forget et al., 1990). 

A pesar de que existe información que apoya el concepto de 

que los receptores dopaminérgicos están 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 regulación de la secreción de PRL. Es evidente que 

cuando la DA se administra de forma aguda al medio de cultivo, la 

secreción de PRL se afecta considerablemente. Sin embargo, con 

este mismo procedimiento, se ha reportado que la producción de 

los fosfatos de inositol no se altera aún cuando la DA está presente 

en el medio (Canontco et al., 1986). Es necesario considerar, que 

dicha controversia pudiera ser la resultante de las estrategias 

experimentales utilizadas en cada uno de los trabajos por lo es 

necesario realizar más estudios que muestren el electo que la DA 

tiene sobre esta vía de transducción. 

Considerando que la activación del sistema de los fosfatos de 

inositol provoca la subsecuente activación de la proteína 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 

marcadamente la actividad de la proteína cinasa C y que este efecto 

es dependiente de la dosis (Giambalvo y Wagner, 1994). El 

mecanismo molecular mediante la cual la DA altera la actividad de 

la PKC e inhibe la secreción de PRL aún no se conoce, pero es 

posible pensar que este efecto pudiera ser consecuencia de una 

alteración a nivel del DG o en la inhibición de la expresión del gen 

de PRI. en este tipo de células, respectivamente (Chuang el al.. 

1993). 
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Efecto de la dopamina sobre la regulación 
de calcio intracelular 

La participación del calcio (Cal en el acoplamiento entre el 

estímulo y la secreción hormonal se ha apoyado en numerosos 

estudios realizados en diversas células secretoras, incluyendo a los 

lactotropos. En el caso específico de la PRL, existe considerable 

evidencia que muestra que la secreción de esta hormona depende 

enormemente de la concentración de calcio intracelular. 

La secreción espontánea de PRL depende del aumento en la 

concentración de calcio intracelular. En dicho evento, el aumento 

en la concentración de calcio intracelular es consecuencia de la 

entrada del mismo a través de canales de calcio sensibles de 

voltaje, como de la liberación de calcio de pozas intracelulares 

(Wagner et al., 1993). 

Para el caso de la secreción estimulada de PRI., se ha 

mostrado que esta depende principalmente del calcio extracelular, 

más que de la participación del mismo de las pozas intracelulares, 

Esta concepción se apoya de diferentes estudios en los que se 

muestra que el impedimento de la entrada de calcio extracelular, 

por el uso de bloqueadores específicos de canales de calcio, dan 

como resultado una disminución sustancial en la secreción de PRL. 

Por el contrario su secreción es favorecida al aplicar en el medio 

ionóforos de cateto o activadores de canales de calcio (Thorner et 

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

Dada la importancia que el Ca2* tiene para estimular la 

secreción de PRL en el lactotropo, no es sorprendente imaginar 

que el efecto inhibitorio de la DA involucre la regulación de la 

concentración de calcio intracelular. Los experimentos que se 

realizaron y que involucraron el análisis de tal propuesta, 

mostraron que la DA inhibe la secreción de PRL al poducir un 

decremento en la concentración de Caz' intracelular. Con la ayuda 

de indicadores fluorescentes o el uso de calcio radiactivo ("Ca"), se 

pudo mostrar que la eliminación de la influencia inhibitoria de la 

dopamina se acompaña de un aumento en la captura de "ea' 

(Lafond y Collu, 1986). Por el contrario, la administración aguda de 

DA produce una calda en la captura de "Ca' cuando la secreción de 

PRL se estimuló al administrar neurotensina (Shofield et al., 1983; 

Login et al., 1985; Mento el al., 1985; Scherey et al., 1986; 

Malgaroli et al., 1987). 

Además, se ha propuesto que la DA tiene un efecto 

diferencial sobre la inhibición de la concentración de calcio 

intracelular en diferentes poblaciones celulares de lactotropos. 

Usando el indicador fluorescente Fura-2, se mostró que en un 

grupo celular la administración aguda de la DA produjo un 

decremento en la concentración de calcio intracelular. mientras 

que en otro grupo su efecto no fue tan marcado. Estos resultados, 

aún preliminares, revelan una heterogeneidad en términos del 

efecto de la DA sobre la regulación de calcio intracelular (Malgaroli 
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el al., 1987; \Viniger et al., 1987; Gregerson et al., 1995) así como 

en control de la regulación de la secreción de PRL. 

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

Los estudios realizados en los que se analizaron las 

propiedades electrofisiológicas en diferentes tipos de celulas 

endócrinas, han mostrado que los cambios en las propiedades 

eléctricas de su membrana externa Juegan un papel importante en 

la regulación de la secreción de la hormona. 

La demostración de que las células secretoras de PRL 

(normales o Inmorales) son eléctricamente excitables, proviene de 

estudios de registros extracelulares en donde se muestra que la DA 

inhibe la actividad de disparo espontánea en estas células 

(Taraskevich y Douglas, 1978; Israel et al., 1987). Esta propiedad 

en los lactoptropos, aportó una herramienta más de estudio para 

tratar de comprender como se regula la secreción de PRL en 

respuesta a un estimulo fisiológico. A partir de estos estudios, se 

genera la hipótesis de que la DA puede tener influencia sobre la 

secreción de la PRL al modificar las propiedades eléctricas en el 

lactotropo. 

Mediante el uso de los registros intracelulares se mostró que 

la DA inhibe la generación de potenciales de acción al producir una 

hiperpolarización en la membrana celular del lactotropo (Israel et 
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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 

hiperpolarización es a través de aumentar la conductancia al 

potasio. 

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 

tónicas responsables de generar los picos depolarizantes, se 

encontró que estos se bloquean cuando en el medio se aplica al ión 

cobalto. Estos resultados sugirieron que los picos depolarizantes en 

los lactotropos dependen de calcio. Tal propuesta se apoyó aún más 

con aquellos estudios en los que se utilizó el bloqueador de canales 

de sodio tetrodotoxina. Con este tipo de experimentos, se observó 

que los picos depolarizantes no se afectaron. Sin embargo, se 

encontró que su duración se modifica cuando se aplica en la 

solución de registro bloqueador de canales de potasio 

tetraetilamonio (Hagiwara y Ohmori, 1982; Israel et al., 1987). 

Analizando el efecto que tiene la aplicación aguda de DA 

(lngram et al.. 1986; Israel et al., 1987) o somatostatina (Mollard 

et al.. 1988) sobre la membrana, se encontró que esta 

hiperpolarización es producto de un incremento en la 

conductancia al potasio. en base a que el potencial de inversión 

ocurre a nivel del potencial de equilibrio del potasio, es decir a -

100 mV aproximadamente (Pfanffinger et al.. 1985; Ingrato et al., 

1986: Cobbet et al., 1987; Israel et al., 1987; Mollard et al., 1988: 
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al., 1985: lngram et al., 1986; Israel et al., 1987). En base a ello, se 

propuso que el mecanismo mediante el cual la DA produce esta 

hiperpolarización es a través de aumentar la conductancia al 

potasio. 

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 

tónicas responsables de generar los picos depolarizantes, se 

encontró que estos se bloquean cuando en el medio se aplica al lón 

cobalto. Estos resultados sugirieron que los picos depolarizantes en 

los lactotropos dependen de calcio. Tal propuesta se apoyó aún más 

con aquellos estudios en los que se utilizó el bloqueador de canales 

de sodio tetrodotoxina. Con este tipo de experimentos, se observó 

que los picos depolarizantes no se afectaron. Sin embargo, se 

encontró que su duración se modifica cuando se aplica en la 

solución de registro bloqueador de canales de potasio 

tetraetilamonio (liagiwara y Ohinori, 1982: Israel et al.. 1987). 

Analizando el efecto que tiene la aplicación aguda de DA 

(Ingram et al.. 1986: Israel et al., 1987) o somatostatina (Mollard 

et al., 1988) sobre la membrana, se encontró que esta 

hiperpolarización es producto de un incremento en la 

conductancia al potasio, en base a que el potencial de Inversión 

ocurre a nivel del potencial de equilibrio del potasio, es decir a -

100 inV aproximadamente 114anifinger 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 secreción de PRL al provocar una hiperpolarización en la 

membrana celular del lactotropo. De esta manera bloqua el 

aumento en la concentración de calcio intracelular a1 evitar la 

apertura de los canales de calcio sensibles de voltaje. 

Segundos mensajeros asociados a la acción de la 
hormona liberadora de tirotropina (TRH) 

A mediados de los años 70 y principios de los 80 se mostró 

que la TRH estimula la secreción de PRL. El efecto estimulatorio 

que esta hormona tiene sobre la secreción de PRI. ha sido 

intensamente, aunque no exclusivamente, estudiado en las células 

GH. Esta línea celular tumoral, originada de los lactotropos 

normales, es un modelo adecuado para realizar este tipo de 

estudios.  

Utilizando este modelo celular se ha mostrado que los 

receptores de la TRH están acoplados a la vía de los fosfoinosítidos 

de membrana. De tal manera que la activación de este receptor por 

la TRU induce la hidrólisis de los mismos generando inositol 

trifosfato (IP,) y diacilglicerol (DG). 

Uno de los primeros trabajos que mostró que el receptor a 

TRH está acoplado a la via de los fosfolipidos de membrana fue 

realizado por Sutton y Martin (1982). En este trabajo estos autores 

mostraron que la administración de la TRU (4 nM) estimuló la 

23 



incorporación del l'Pl-ortofosfato en fosfolípidos extraídos con 

cloroformo. La máxima incorporación se encontró 20 minutos 

después de haberse aplicado (Sutton y Martin, 1982). 

Con el objeto de verificar si la unión de TRH a su receptor 

provoca la hidrólisis de los fosofinosítidos de membrana, se 

cuantificaron los niveles de inositolmonofosfato y diacilglicerol 

utilizando al 13111-inositol. En base a ello se encontró que la TRH 

estimula la hidrólisis de los fosfoinositidos de membrana a través 

de activar a la fosfolipasa C (Gordeladze et al., 1996). La rápida 

desaparición en el contenido de fosfatidil inositolbilbsfato y la 

consecuente acumulación de trifosfato de inosltol sugiere la 

activación de la fosfolipasa C (Martin. 1983; Rebecchi el al., 1983; 

Drummond et la., 19841. 

Adicionalmente, se encontró que la hidrólisis de los 

lostoinosítidos de membrana no depende de 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 formación de 

IP, y DG una vez que el receptor ha sido estimulado. Estos 

resultados sugieren que la hidrólisis de los fosfoinositidos de 

membrana es un evento que ocurre tempranamente al formarse el 

complejo hormona-receptor, y es independiente de los niveles 

intracelulares de calcio. (Martin, 1983: Rebecchi y Gershengorn, 

1983; Drummond et al., 1984; Kolesnick y Gershengorn. 1985; 

Kolesnick, 1987; Pachter et al., 1991; Varney et al., 19921. 

A mediados de los arios 80 se reportó que la hidrólisis de los 
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fosfoinositiclos requiere de la activación de una proteína G. Cuando 

la hidrólisis de los fosfoinosítidos es estimulada por la TRH en 

presencia del análogo no hidrolizable de GTP (GTPyS), se encontró 

que TRU fué más eficaz para estimular la hidrólisis del inositol 4,5-

bifosfato (Martin el al., 1986; Straub y Gershengorn, 1986). En este 

caso dicha proteína no es sensitiva a la toxina pertusis por lo que 

probablemente pertenece a la familia de las Gq (Gq,G„; Gollasch et 

al., 1993). 

Efecto de la TRH sobre los niveles 
de calcio intracelular 

La hidrólisis de los fosfoinositidos de membrana es un evento 

que ocurre tempranamente al formarse el complejo hormona-

receptor, y es independiente de los niveles intracelulares de calcio. 

Sin embargo, es evidente que cuando se impide la entrada de 

calcio extracelular al espacio intracelular, se bloquea la secreción 

de PRL aún en presencia de TRII (Straub y Gershengorn, 1986). 

Por tal motivo, se propuso que un aumento en la concentración de 

calcio intracelular es necesario para que la TRH estimule la 

secreción de PRL (Schofteld, 1983; Wintger et al., 1987; Wagner et 

al., 1993; Nelson y ~Me, 1994) Dicha dependencia quedó 

demostrada en diversos estudios. 

Utilizando EGTA (quelador de calcio), o un medio sin calcio o 

bloquedores de canales de calcio dependientes de voltaje, se pudo 

mostrar que todos estos tratamientos bloquearon la secreción de 
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PRL aún en presencia de TRH (Ozawa y Kimura, 1982; Albert y 

Tashjian, 1984; Gershengorn y Thaw, 1985). Con estos resultados 

se concluyó que el efecto estimulante de la TRH depende de un 

aumento en la concentración de calcio intracelular. 

Posteriormente se mostró que la elevación intracelular del 

calcio en el lactotropo se produce de forma bifásica. Inicialmente, 

se observó un incremento rápido y transitorio en los niveles de 

calcio intracelular, que dura unos cuantos segundos a la que se le 

denominó fase de pico o primera fase. Posteriormente, se observa 

otra elevación que muestra un comportamiento diferente al inicial, 

que se denominó fase sostenida o segunda fase, que dura más 

(tempo (varios minutos) y es menos pronunciada (Albert y TashJian, 

191-41: Gershengorn y Thaw, 1985; Winiger y Schlegel, 1988). 

Utilizando varias estrategias para analizar cómo se originan 

estas dos fases, se conluyó que la primera fase depende de la 

movilización de calcio intracelular, mientras que la segunda fase es 

producida por la entrada de calcio extracelular. Esta conclusion se 

basó de las siguientes observaciones: 1) la primera fase de elevación 

de Cae' es resistente a la presencia de EGTA (Albert y Tash)lan, 

1984; Guillemete et al., 1987; Shorte et al., 1991). 2) la segunda 

fase de secreción se afectó considerablemente cuando las células 

que fueron incubadas en un medio que carecía de calcio, o en 

presencia de EGTA, o de bloqueadores de canales de calcio tales 

como verapamil o nifedipina (Albert y Tashjian, 1984; Gershengorn 

y Thaw, 1985), y se reestableció cuando se administró en el medio 
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un activador de canales de calcio como es el Bay K 8644 (Pachter 

et al., 1991; Carew y Mason, 1995). 

Estos resultados sugirieron que la primera fase de elevación 

de calcio es producto de la movilización de calcio de almacenes 

intracelulares, especificamente de retículo endoplásmico, 

(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; Cul et al., 1994: Akita et al.. 

1994; Nelson y Ilinkle, 1994). En este último caso, el DG y la PK(' 

parecen estar involucradas (Martín y Kowalchyk, 1984). 

Recientemente, se ha reportado que entre la primera y la 

segunda fase de secreción de PRL, se produce un bloqueo 

transitorio de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L o 

de alto umbral. Este fenómeno parece ocurrir 3 minutos después 

de haberse administrado a la TRH. A pesar de ello, se ha 

encontrado que bajo estas condiciones la TRH continúa 

estimulando la secreción de PRL. LA explicación que se ha dado a 

este fenómeno, es que la secreción de PRL pudiera ser la resultate 

de la activación de canales de calcio de bajo umbral. Es decir, de la 

activación de canales de calcio tipo T. Así, se ha propuesto que la 

segunda fase de elevación de la concentración de calcio 

intracelular, se origina inicialmente de la activación de canales de 

calcio tipo T (de bajo umbral) y posteriormente de la activación de 

los canales tipo L (de alto umbral). Con base en ello, se puede 
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concluir que la TRH emplea de manera temporal, distintos 

mecanismos para estimular la secreción de PRL (Carew y Mason, 

1995: Fomina y Levitan, 1995). 

Por otro lado, también se ha propuesto que este segundo 

aumento de calcio 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 evidencia al 

respecto, todavía se requiere de más estudios que apoyen este 

último concepto (Villalobos et al., 1995).  

Efecto de la TRH sobre las propiedades eléctricas 

de la membrana celular del lactotropo 

En base a que la secreción estimulada de PRL depende 

en gran medida de la participación de calcio extracelular, una 

pregunta que surge es ¿Que efecto tiene la TRU sobre las 

propiedades eléctricas de la membrana?. Esta pregunta se origina 

en base a que el paso del calcio extracelular al espacio intracelular, 

depende en gran medida de la activación de los canales de calcio 

sensibles a voltaje. 

Los trabajos en los que se analizó el efecto que la TRH tiene 

sobre las propiedades eléctricas en la membrana del lactotropo se 

iniciaron a mediados de los años 70. Los estudios en los que se 

analizaron las propiedades eléctricas de la membrana celular del 
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lactotropo, muestran que estas células son eléctricamente 

excitables y despliegan potenciales de acción cuando se aplica una 

corriente despolarizante. Mientras que algunas células, 

aproximadamente el 28% de la población total de la ctotropos, 

presentan actividad eléctrica espontánea (Dufy et al., 1979). Es 

decir, que se generan potenciales de acción sin un estímulo 

"aparente". 

Analizando el efecto que la TRH tiene sobre las propiedades 

eléctricas sobre la membrana celular del lactotropo, se reportó que 

un alto porcentaje de las células registradas presentan potenciales 

de acción. Cuando la TRH se administra de manera repetida, con 

intervalos de 10 minutos entre cada administración, se registran 

trenes de potenciales de acción. Además, se encontró que dicho 

efecto depende principalmente de calcio extracelular. Esta 

conclusión de basó en el hecho de que cuando se usan 

bloqueadores de canales de calcio se anula el efecto depolarizante 

de la TRH. Por el contrario, cuando el sodio es eliminado del 

medio, es mínimo el cambio que se produce en la generación de 

los potenciales de acción (Dufy et al., 1979; Aluwa y Hinkle, 1985; 

Ingram el al., 1986; Barros et al., 1991; Simasko, 1991). 

En base a que la TRH estimula la secreción de PRL mediante 

la activación del sistema de los fostatos de inositol, se evaluó si la 

activación de la PKC utilizando ésteres de forbol también produce 

algún efecto sobre la actividad eléctrica del lactotropo. Se encontró 

que cuando se activa a la proteína cinasa C, se registra un aumento 
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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 proteína participa en la 

inducción de los cambios en la actividad eléctrica de la membrana. 

Los estudios arriba mencionados indican que la TR11 produce 

una depolarización sobre la membrana celular del lactotropo. Sin 

embargo, esta respuesta no se da de manera única, ya que también 

se ha reportado produce una hiperpolarización. En este caso, esta 

respuesta es la resultante de la activación de los canales de potasio 

dependientes de calcio (Bauer et al., 1990). Esta hiperpolarización 

dura pocos segundos y en este tiempo las células están 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 elevación 

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

Mecanismos intracelulares Involucrados en la 
secreción potenciada de prolactina 

De acuerdo a lo descrito en la sección anterior, la DA inhibe 

la secreción de PRL por 1) inhibir la activación de la adenilato 

ciclasa y la fosfolipasa C al activar a una proteína G de tipo 

inhibitorio; 2) reducir los niveles intracelulares de calcio y, 3) 

provocar una hiperpolarización membrana!, al activar canales de 

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 secreción de PRL al: 

1) estimular la hidrólisis de los fosfoinositidos de membrana al 

activar a la fosfolipasa C: 2) producir un incremento bifásico en los 

niveles intracelulares de calcio y, 3) producir una depolarización en 

la membrana celular, de esta manera facilita la activación de los 

canales de calcio dependientes de voltaje. 

Por otro lado, es claro que el estímulo de la succión produce 

un decremento en los niveles de DA en sangre portal y que dicho 

efecto altera la capacidad estimulante de la TRH para secretar PRI.. 

En otras palabras, se potencia el efecto estimulante de la TRH para 

inducir la secreción de PRL. Tomando en cuenta los mecanismos 

intracelulares mediante los cuales la DA y la TRH regulan la 

secreción de PRL y el efecto que la disminución o la suspensión 

transitoria de la DA tiene sobre la capacidad estimulante de la TR11 

para secretar PRL, la pregunta que se deriva de ello es: ¿En que 

punto interactúan ambas vías de segundos mensajeros para 

potenciar el efecto estimulante de la TRH?. 

En nuestro laboratorio se ha reproducido, en condiciones in 

vitro, el efecto que la disminución transitoria en la concentración 

de la DA tiene sobre la capacidad estimulante de la TRH. En este 

caso, la DA se suspende de forma aguda seguida de la 

administración de la TRI1. Con este diseño experimental se obtiene 

la secreción potenciada de PRL, de manera similar a la que se 

reportó en condiciones in vivo (ver metodología). Por lo tanto, con 
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este modelo es posible evaluar cual es el punto de interacción 

entre esta dos vías de segundos mensajeros, utilizadas por estas 

dos hormonas, para generar dicha respuesta. 

Tomando en consideración lo anterior, se ha mostrado que la 

activación temprana del sistema del AMP cíclico aumenta la 

capacidad estimulante de la TRI I para secretar PRL. Es decir, las 

estrategias tales como la administración del peptido intestinal 

vasoactivo (VIP), o la adición del 8-Br-AMP cíclico en presencia 

constante de DA potencian el efecto estimulante de la TRH 

(Martínez de la Escalera y Weiner, 1988) de una manera similar a 

la que se obtiene cuando se suspende a la DA. 

El mismo efecto se obtiene cuando se suspende a la DA y en 

lugar de administrar a la TRH, las células son tratadas con el 

ionóforo de calcio A23187 o con el TPA (12-0-tetradecanoil-forbol-

13-acetato). En conjunto, estos resultados sugieren que la 

activación del sistema del AMP cíclico es necesaria para que se 

potencie el efecto estimulante de la TRH (Martínez de la Escalera 

et al.. 1988). Además, de que dicho mecanismo requiere de un 

aumento en la concentración de calcio intracelular. 

Corno se refirió anteriormente. la  secreción de PRL depende 

en gran medida de un aumento en la concentración de calcio 

intracelular. Dicho aumento se da a expensas de calcio extracelular 

por su paso a través de canales de calcio sensibles a voltaje. 

Además, esta entrada puede ser favorecida por la modulación de 

dichos canales por fosforilación (corno se verá más adelante). Así, 
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utilizando al activador de canales de calcio con el Hay K 8644, que 

produce un efecto similar al de la fosforilación, se propuso si la 

modulación de los canales de calcio sensibles a voltaje, pudiera ser 

el mecanismo mediante el cual la suspensión transitoria de DA 

pudiera estar potenciando el efecto de la TRH para estimular la 

secreción de PRL. 

Por tal motivo. el 13« K 8644 se administró en presencia 

tónica de DA con el objeto de evaluar la hipótesis propuesta. Bajo 

estas condiciones se encontró 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 el contrario, si en el medio se administra 

nifedipina ó metoxiverapamil (bloquedores de canales de calcio) se 

bloquea la secreción potenciada de PRL inducida por la suspensión 

transitoria de la DA. Para el caso de la secreción potenciada 

inducida por el Bay K 8644, esta se reduce considerablemente 

pero no se bloquea completamente (Hernández et al., 1992). Los 

resultados obtenidos. muestran que la modulación de los canales de 

calcio está participando en la generación de la secreción 

potenciada de PRL. Además, indican que este mecanismo es el 

punto de interacción entre la vía activada por la suspensión 

transitoria de DA y la via activada por la TRII para inducir la 

secreción potenciada de PRI. (Hernández et al., 1994: Ilernandez 

et al., 1996). 
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Generalidades de los canales de calcio 

Inicialmente, los canales de calcio se clasificaron en base a 

sus propiedades electrofisiológicas y farmacológicas. 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 electrofisiológicos muestran que este tipo de canal 

presenta una corriente de calcio pequeña y transitoria, en base a 

que se inactivan rapidamente. Por el contrario, los canales L, N y P 

son activados a voltaje más altos, es decir, requieren un potencial 

de membrana más positivo para que se activen. Los canales de 

calcio tipo N y P se inacactivan a voltajes más 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 

más larga comparada con los demás canales que son sensibles a 

voltaje. Su inactivación, a diferencia de los demás canales, no sólo 

depende del voltaje, sino también puede ser regulado por 

mecanismos dependientes de calcio. Además de estos subtipos de 

canales de calcio, también se han identificado otros dos tipo de 

canales que se conocen como Q y R (ver Catterall y Striessnig. 

1992; Catterall et al., 1995). 

Como se mencionará en los apartados siguientes, los canales 

de calcio tipo L han sido los más estudiados, debido a están 
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presentes en una alta densidad, en el túbulo transverso del músculo 

esquelético. Por esta característica, este tipo de canal ha sido 

purificado con la finalidad de estudiar su constutición y regulación. 

Así, se ha mostrado que este canal está constituido por un 

complejo de 5 subunidades. La subunidad alfa 1 (al) es el 

componente funcional central del canal. Esta subunidad presenta 

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

lo componen son la subunidad (1  (55-50 kDa), la y (33-30 kDa) y un 

complejo de glicoproteinas unidas por un enlace disulfuro a2 y 8 

que tienen una movilidad relativa de 143 y 27 kDa, 

respectivamente (ver Catterall y Striessnig, 1992; Catterall et al., 

1995). 

Recientemente, se ha mostrado que el gen que codifica para 

la subunidad a1, da lugar a una proteína que está constituida por 

1873 aminoácidos. En su longitud completa esta proteína tiene un 

peso molecular de 212 kDa, que es considerablemente más larga 

que la que se había estimado anteriormente (155-175 kDa). 

Posteriormente, con la producción de anticuerpos dirigidos contra 

secuencias específicas del RNA mensajero que da origen a esta 

proteína, se ha mostrado que estos anticuerpos inmunopresipitan, 

en un 90% aproximadamente. una proteína que tiene un peso 

molecular de 190 kDa y en un 	una proteína que tiene un peso 

de 212 kDa. Ahora se sabe que la subunidad primeramente 

reportada (155-175 kDa), es producto de la modificación 
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proteolítica que sufre entre los residuos 1685 y 1699 del terminal 

carboxilo. Así, cuando proteína es aislada de la membrana celular, 

presenta una migración relativa, en geles de SDS, de 175 kDa 

aproximadamente. Dado que ambas formas se han reportado en las 

células del músculo esquelético en la rata, se ha sugerido que 

ambas pueden estar presentes en condiciones in vivo. En apoyo a 

ello, está el hecho de que a la fecha r►o se ha encontrado un RNA 

mensajero que codifique para la subunidad a 1 truncada, es decir, 

para la subunidad a 1 de 155-175 kDa (ver Catterall y Striessnig, 

1992: Catterall et al.. 1995). 

Además, se ha mostrado que la subunidad al del canal de 

calcio existe en múltiples isoformas. Mediante la donación y 

secuenciación del cDNA que da lugar a esta proteína, se mostró que 

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

base a ello, la subunidad a 1 se ha clasificado en 5 clases que se 

denominaron como A, U, C, D, y E. Por esta razón, ahora los canales 

de calcio sensibles a voltaje no sólo se clasifican en base a sus 

propiedades farmacológicas y electrofisiológcas, sino también en 

base a la subunidad a 1 que es expresada en la célula. Considerando 

esto último, los canales de calcio se han agrupado en base a la 

similitud en su secuencia de animoácidos de la subunidad ul. Así, 

los genes que codifican par la clase C y D conforman a los canales 

de calcio tipo L, debido a que estas subunidades tienen un 75% de 
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similitud en la secuencia de aminoácidos, comparada con aquella 

que se expresa en el músculo esquelético. Esta clase de subunidad 

es expresada en diferentes células que incluyen aquellas que 

constituen al corazón, el cerebro, el páncreas y en las células GH3. 

Los genes que codifican para las clases A, 13 y 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 distribución celular de estas 

últimas 3 clases es muy amplia, pero ninguna de ellas se localiza en 

los lactotropos. 

Purificación y caracterización de los 

canales de calcio 

La purificación del canal de calcio fue uno de los primeros 

pasos que se realizaron con el objeto de conocer su constitución 

molecular. En vista de que el canal en estudio se localiza embebido 

en la membrana plasmática, se necesitó del uso de un apropiado 

método que ayudara a aislar el canal de su lugar de origen. Con base 

en que el sistema del túbulo T tiene una concentración 10 veces 

mayor de canales de calcio tipo L que cualquier otra preparación 

realizada hasta el momento (Catterall et al.. 1988; Catterall et al., 

1989; Hollo y Catterall, 1992; Kuniyasu et al., 1992), esta ha sido 

la razón 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 

tejido. 

Varias herramientas de trabajo fueron necesarias para 

estudiar a los canales de calcio tipo L. Una de ellas, consistió en 

solubilizar los canales de la fracción membranal para 

posteriormente ser sedimentados y concentrados por su paso a 

través de columnas de cromatograila e identificados por estar 

unidos al radioligando l'Hi-PN200-110 (Hosey et al., 1989). La otra, 

se ayudó del uso de otra clase de radioligando que tiene la 

propiedad de unirse covalentemente al canal cuando este es 

expuesto a la luz ultravioleta (Striessnig et al.. 1986; Hosey et al.. 

1987; Sieber et al., 1987; Takahashi et al., 1987; Vaghy el al., 

1987). Ambos procedimentos fueron de gran importancia. y cada 

uno de ellos proporcionó información que dió lugar a un mayor 

conocimiento sobre la constitución molecular de los canales de 

calcio dependientes de voltaje. 

Con el uso de este tipo de técnicas se mostró que la 

subunidad alfa del canal de calcio podía ser sedimentada en un sólo 

pico. Las características de sedimentación entre los complejos 

obtenidos de cerebro (Curtis y Catterall. 1983; Massieu y Tapia. 

1988) y de músculo esquelético (Glossman et al., 1983; Curtis y 

('atterall, 1984; Rosort 	et nt . 1985: F'lockerzi et al.. 1986; 

Striessnig et al., 1987; Striessnig et al.. 1990) y cardíaco (Cooper 

et al.. 1987; Haase et al., 1991; Kuniyasu el al.. 1992) fueron 

semejantes, por lo que esto indicaba que dichos canales 
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presentaban características similares (Catterrall et al., 1989). 

Una alternativa para determinar mejor la composición 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 marcar covalentemente el canal de calcio usando a la 

111I-azidopina. Con este procedimiento logró aislar una molécula de 

peso molecular aproximado de 145 kDa. Mientras que Galízzi 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 la 

especificidad que tiene esta droga para unirse a los canales de 

calcio, se concluyó que dicha molécula, es parte constitucional del 

canal. 

Modulación de los canales de calcio 
por fosforilación: Estudios bioquímicos 

El término de modulación de los canales de calcio es usado 

en el sentido de que la regulación del funcionamiento del canal no 

se da de manera directa. Es decir, que la modificación del 

funcionamiento del canal requiere de la activación de segundos 

mensajeros. Así, la modulación del canal puede durar desde unos 

segundos hasta tinas horas dependiendo del estímulo que lo generó 

(Gunter et al.. 1987: llosey et al., 1988; Ifille, 1989; Nunoki el al., 

1987). En este sentido, la fosforilación de una de las subunidades 

que componen el canal de calcio, es el mecanismo fisiológico que 
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se ha mostrado modula el comportamiento del mismo en respuesta 

a un estímulo fisiológico. Como se verá más adelante, se ha 

reportado que la subunidad alfa 1 y la beta son sustrato de 

fosforilación por diferentes cinasas (Catterall et al., 1989: Hosey et 

al., 1989). 

Inicialmente, esta idea se originó de los estudios que se 

realizaron en el tejido cardíaco. Está bien establecido que la 

epinefrina aumenta la fuerza de contracción del tejido cardiaco. Se 

encontró que dicha respuesta parece ser la resultante de un 

aumento en la concentración de calcio intracelular. Se postuló que 

dicho aumento en los niveles de calcio intracelular fue 

consecuencia de la activación de un mayor número de canales de 

calcio en respuesta al pulso depolarizante que generó la epinefrina 

(Reuter, 1983). Posteriormente, se mostró que el aumento en la 

concentración de calcio intracelular podía ser mimetizado al 

activar al sistema del AMP cíclico utilizando análogos del AMP 

cíclico o al inyectar la subunidad catalítica de la proteína cinasa 

dependiente de AMI' cíclico (Reuter, 1983; Sperelakis et 1.. 19941. 

En base a ello, se propuso que quizás este aumento tan marcado en 

los niveles de calcio intracelular eran producto de la modulación o 

fosforilación de los canales de calcio dependientes de voltaje 

III.igiwara y Ohntori, 1982; Reuter, 1983: Arrnstrong y Matteson, 

1985; Curtis et al., 1985; Josephson el al., 1990; Armstrong y 

Eckert, 1987; Sperelakis y Wahler. 1988; Hosey et al.. 1989; 

Murphy y mana, 1989; Lai et al., 1990; Yabu et al.. 1992: 
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Sculptoreau et al., 1995). Sin embargo, parece que dicha 

característica no se presenta en aquellos canales que fueron 

extraídos de tejido cardíaco humano. En este caso, se ha observado 

que el bloqueo de la proteína drusa A no impide la facilitación de 

la activación de estos canales en respuesta a un pulso depolarizante. 

Por ello, estos autores concluyeron que en este tipo de tejido, la 

fosforilación de los canales de calcio no está participando en la 

modulación de la activación del canal de calcio tipo L (Zong et al., 

1995; Eisfeld et al., 1996). 

Los estudios bioquímicos, han mostrado que la subunidad alfa 

del canal de calcio es el sitio de acción de la cinasa dependiente de 

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

mostrado que los residuos de serina y treonina de la subunidad a 1 

son los sitios más rápidamente fosforilados por la cinasa A (PKA) y 

PKC (Amstrong y Eckert, 1987), De la misma manera que ocurre 

en el tejido cardiaco, en las células del músculo esquelético, la 

fosforilación del canal de calcio dependiente de voltaje tipo L por la 

PKA aumenta la probabilidad de apertura del canal (Lazdunski et 

1988), aún cuando ellos hayan sido purificados y reconstituidos en 

bicapas lipídicas (Curtís y Catterall, 1986). 

Estos resultados muestran que la fosforilación de esta 

subunidad es suficiente para modular la actividad del canal de 

calcio en este tipo de células (Taraskevich y Douglas, 1978; Dufy et 

al., 1979; Taraskevich y l)ouglas, 1980; Yue et al., 1990: Josephson 

y Sperelakis, 1991; Sculptoreanu et al., 1993). Por el contrario, se 
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ha mostrado que remoción del grupo fosfato, por efecto de una 

fosfatasa o por la calcineurina (Hosey et al., 1989), provoca la 

rápida inactivación 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 calcio tipo L 

también son fosforilados cuando se activa el sistema del AMP 

cíclico. Utilizando varias herramientas de trabajo como son la 

inducción de la fosforilación de los canales de calcio tipo L en 

condiciones in vivo, la inducción de la fosforilacioón en 

condiciones in vitro y la innninopresipitación, se pudo mostrar de 

manera directa que la subunidad u 1 es fosforilada por la PKA, en 

condiciones in vivo. Esta conclusión se tomó en base a que la 

inducción de la fosforilación de los mismos en condiciones in vitro 

(back phosphorylation), se reduce en comparación con aquellos 

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

Estudios electrofisiológicos 

Los estudios electrofisiológicos han sido otra alternativa que 

se ha utilizado para tratar de mostrar cual es el/o los mecanismo(s) 

mediante los que la fosforilación produce un cambio en la conducta 

del canal de calcio. Además, constituye una herramienta muy útil 

para mostrar dicho mecanismo en aquellos. 

42 



Inicialmente, se ha encontrado que la fosiorilación produce: 

1) un aumento en la probabilidad de apertura del canal de calcio; es 

decir, aumenta el número de veces en que el canal se encuentra en 

un estado abierto en un determinado período de tiempo; 2) 

produce un incremento en la probabilidad máxima 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 Mundiña-Weilenmann y col. (199 1 

a, b) muestran lo que anteriormente se mencionó. En este caso, la 

administración intracelular de la cinasa dependiente de AMP 

cíclico produjo un aumento en las corrientes ionicas al aumentar la 

probabilidad máxima de apertura del canal de calcio tipo L, y al 

cambiar la dependencia de voltaje a valores menos depolarizantes. 

Sin embargo, este electo no parece ser universal para todas las 

cinasas, ya que la proteina cinasa C parece actuar de manera 

diterente. En este caso, la cinasa C también provoca un aumento en 

la probabilidad máxima de apertura del canal, pero parece ser 

consecuencia del cambio entre tiempo de apertura y cierre del 

canal. En otras palabras, se encontró que la proteína cinasa C 

favorece la apertura del canal y disminuye el tiempo de cierne del 

mismo. En este caso, no se observó iiiinzun cambio en la 

dependencia al voltaje lMa et al., 1992; Sperelakis et al., 1994; 

Yuan y l3ers, 1995). 
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En los lactotropos así corno en las células GH3, 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 activación 

(tipo T: DeRlemer, 1989; Herrington y Litigie, 1992) y 

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). De 

acuerdo a ello, se propuso que este efecto puede ser consecuencia 

de la fosforilación del canal de calcio en este tipo de células 

(Armstrog y Eckert, 1987: Sikdar et al., 1990; Dreijer et al., 1995) 

cuando se activa al sistema del AMP cíclico o a la PKC (Armstrog y 

Eckert, 1987). 

En las células AtT-20 (una linea celular adenohipolisiaria 

secretora de ACTH; Loechner et al., 1996) como en las células 

cromafines (Artalejo et al., 1992) se han reportado 3 tipos de 

canales de calcio que son sensibles a diferentes drogas, entre estos 

canales destacan aquellos que son sensibles a las dihidropiridinas 

(DIIP). A diferencia de los lactotropos en los que se analizó el 

electo de la TRH sobre la conducta del canal, en estás células se 

analizó la participación de cada uno de estos canales en la 

secreción. Los resultados que obtuvieron mostraron que solamente 

los canales que son sensibles a las DHP, están acoplados a la 

secreción de la ACTH, cuado son estimuladas con la ACTH. Aunque 
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con estos estudios no se analiza si la fosforilación de los canales 

pudiera estar participando en mediar la respuesta de la secreción 

hormonal es este tipo de células, se ha demostrado que existe una 

facilitación en la activación de los canales de calcio 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 

expresión de la PKA se altera genéticamente, las corrientes de 

calcio se reducen y que esto se correlaciona con la reducción en la 

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

1994). 

Sitios de fosforilación 

Como se mencionó anteriormente, tanto los estudios de tipo 

bioquímico como los de tipo electrofisiológico, muestran que la 

fosforilación de la subunidad alfa es un mecanismo de regulas ion (ic 

los canales de calcio sensibles a voltaje. 

Más tarde, se mostró que los sitios frecuentemente 

fosforilados por las diferentes cinasas son los residuos de serina y 

treonina (Armstrong y Eckert, 1987; Janh et al., 1988; 

Sculptoreanu et al., 19931. Posteriormente, se mostró que aunque 

las diferentes cinasas fosforilan serinas y treoninas no las fosforilan 

de la misma manera. Para el caso de la cinasa dependiente de AM P 

cíclico se mostró que ésta fosforila preferencialmente residuos de 
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serina y en menor grado residuos de treonina (Hosey et al.. 1986; 

Yoshida el 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 más que los de serina (O'Callahan y Hosey, 1988; 

O'Callahan 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 (Rotman et al.. 1992) como en condiciones in vitro 

(Rohrkasten et al.. 1988; De Jongh et al., 1989) ambas subunidades 

son sustato de fosforilación por la cinasa dependiente de AMP 

cíclico. Aunque ambas proteínas son bastante similares en cuanto a 

la secuencia de sus aminoácidos, parece ser que los sitios 

aceptores del grupo fosfato son diferentes. Para el caso de la 

subunidad u 1 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 actúa la PKA. Para la subunidad a 1 de 200 kDa, el lugar 

de acción es la serena 1854 (Rotman el al., 1992; Rotulan et al., 

1995). Este último aminoácido se localiza en el carboxilo terminal 

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

de la serina 1928 de la subunidad a 1 del canal de calcio, abole la 

modulación del mismo realizada por la PKA. Es por ello que se ha 

propuesto que la fosforilación de la serina 1928 es otro sitio más 

de fosforilación para la PKA en el tejido cardíaco (Perets et al., 

1996) 

Aunque estos trabajos muestran especificamente los sitios de 

acción de la cinasa dependiente de AMP cíclico, todavía es 

necesario realizar más 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 relación a diferentes estímulos fisiológicos. 

Regulación de los canales por las fosfatasas 

El balance entre los estados de fosforil.0 	y defosforilación 

depende de la acción 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 defosforilación de los mismos por las 

fosfatasas. Por el momento, existen pocos trabajos que muestran la 

existencia de estas proteínas. En el músculo esquelético 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 mediante la 

utilización del ácido okadaico o de la caliculina A, que son potentes 

bloqueadores de las fosfatasas (ver Obara y Yabu, 1993). En este 

caso, evitan la defosforilación de los canales de calcio al bloquear la 

actividad de las fosfatasas. 

El bloque de la defosforilación 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 fosforilación del mismo (Obara y Yabu, 1993). Los estudios 

realizados en el músculo liso de pollo (Ishihara el al., 1989), rata 

(Woscholski y Mamé, 1992) y de cobayo (Obara y Yabu, 1993) 

utilizando este tipo de bloqueadores, mostraron que la 

contractilidad del músculo se favorece en presencia de estos 

bloqueadores. Por lo que se ha podido mostrar que la 

defosforilación realiza el efecto contrario a la fosforilación. Es 

decir, un canal que se encuentra en un estado fosforilado y que se 

inactiva lentamente, puede ser cambiado a uno de los que se 

inactivan rápidamente por su defosforilación (Allen y Chapman, 

1995; Wiechen et al., 1995; Chen et al., 1995). 

Aunque este mecanismo pudiera se generalizado para 

cualquier tipo de células, se ha visto que esto no ocurre en las 

células de insulinoina de rata I121m51-1. En estas células, el bloqueo 

de las fosfatasas PP- 1 y PP-2A al administrar al acido okadaico, 

produce un decremento en la concentración de calcio intracelular 

inducida en respuesta a diferentes est;imulos. En este caso, se 
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propuso que quizás este mecanismo se acople a la reducción de la 

apertura de los canales de calcio sensibles a voltaje más que a su 

prolongación (Ammon et al., 1996). Sin embargo, el mecanismo 

mediante el cual se está modificando el funcionamiento de estos 

canales aún necesita ser analizado con mayor detalle. 

Células Glia  transfectadas con el 
receptor a dopamina 

A pesar de los estudios realizados en el lactotropo arojan 

suficiente información que indica que la DA inhibe la formación de 

segundos mensajeros (Harma y Shin, 1992) y que decrementa el 

potencial de membrana al activar la apertura de canales de potasio, 

aún no está del todo esclarecido cual es(son) el(los) mecanismos) 

celulares que intervienen para impedir la secreción de PRI, 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 secreción de PRL. Tal controversia, parece ser la 

resultante del procedimiento experimental utilizado, así como de 

la diversidad celular que existe en la adenohipófisis. Por esta razón, 

con el objeto de poder evaluar los mecanismos de transducción 

utilizados por la DA para impedir la secreción de PRL hubo la 

necesidad de producir una línea celular de lactotropos. 

Las células G113, una línea celular que secreta tanto PRL como 

hormona de crecimiento, que fueron generadas con la finalidad de 

obtener una población homogénea donde poder realizar estudios 
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bioquímicos en lactotropos. Sin embargo, esta línea celular mostró 

algunas limitaciones. Una de ellas implicó la carencia de receptores 

dopaminérgicos. Por esta razón, no se pudieron utilizar para 

discernir de manera más concreta los mecanismos intracelulares 

mediante los cuales impide la secreción de PRL. Aunque resultaron 

ser un buen modelo para obtener información de los mecanismos 

intracelulares que median la secreción de PRL inducida por la 

TRH. 

Recientemente, y con la finalidad de obtener una linea 

celular que respondiera a la DA una subclona de las células G113, las 

células GH4C,, fueron transfectadas con el cDNA que codifica para 

el receptor D2  dopaminergico (Vallar et al., 1990; Civelli et al., 

1991; Seabrook et al., 1992; Pedersen et al., 1994: Senogles, 

1994; Ventra et al., 1995). Esta línea celular se denominó como 

GIVR, (Civelli et al., 1991). La unión de la DA a su receptor 

implica el primer paso de toda una cascada de eventos que 

finalmente resultan en la inhibición de la secreción de PRL. Por lo 

tanto, el siguiente paso fue evaluar (.1 efecto que esta hormona tiene 

sobre el sistema del AMP cíclico. 

Se encontró que la administración de la DA en estas células, 

inhibe la producción de AMP cíclico de una manera similar como 

se ha reportado en los lactotropos obtenidos de la adenohipófisis. 

Cuando la secreción de PRI, se estimuló mediante la administración 

del VIP (el cual se sabe estimula la secreción de PRL al activar el 

sistema del AMP cíclico), se encontró que la subsecuente 
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administración de la DA produjo una reducción en la actividad de la 

adenilato ciclasa en un 45%. Este efecto se tradujo en un 

decremento en los niveles de AMP cíclico (Albert et al., 1989: 

Civelli et al., 1991: Nestler y Duman, 1994). 

Dada las características del receptor (Bunzow et al., 1988) se 

evaluó si dicho receptor pudiera estar acoplado a una proteína G de 

tipo inhibitorio (Offermanns et al., 1991). En este sentido, se 

encontró que la administración de DA a células que han sido 

pretratadas con la toxina 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, impidió que el aumento en los 

niveles de AMP cíclico se afectaran en respuesta al efecto 

inhibitorio que la DA tiene sobre esta vía de transducción (Albert et 

al., 1989). En conclusión, en las células G114Z11.7, la unión de la DA a 

su receptor, evita la activación de la adenilato ciclasa y por lo tanto 

la consecuente formación del AMP cíclico (Civelli et al., 1991; 

Seabrook et al., 1992) de una manera similar a como lo realiza en 

lactotropos normales. Así, esta línea celular resulta ser un modelo 

adecuado para estudiar más a fondo los mecanismos intracelulares 

que participan en la regulación de la secreción de PRI., y sobre 

todo en aquellos involucrados en la interacción entre la DA y la 

Tren. es decir, en la regulación pleiotrópica. 

Por lo anteriormente mencionado. en este trabajo se 

emplearon dos modelos celulares. Por una parte, se utilizaron 
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lactotropos disgregados y cultivados en Muna primaria, obtenidos 

de ratas estrogenizadas, y por otro células G1-14ZR, (Civelli et al., 

1991) con la finalidad de estudiar y comparar los efectos de la 

suspensión de la DA sobre la regulación de los canales de calcio 

tipo L. 
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HIPOTESIS 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • 

La regulación de la secreción de PRL involucra la 

participación de dos sistemas de segundos mensajeros con efectos 

diferentes. En este caso la DA y la TRH parecen tener efectos 

antagónicos en la regulación de la secreción de PRL. 

La DA inhibe tónicamente la secreción de PRI, al inhibir la 

formación de AMP cíclico como de los fosfatos de inositol, IP3  y DG. 

De manera más tardía, el efecto inhibitorio de la DA parece 

converger sobre la regulación de la concentración de calcio 

intracelular. En este caso impide su aumento debido a que bloquea 

la activación de los canales de calcio sensibles a voltaje tipo L Por 

el contrario, la TRI-1 produce los efectos contrarios a los que realiza 

la DA. En este caso, esta hormona estimula su secreción al activar al 

sistema de los tóstalos de inositol. Como consecuencia de ello, 

produce un aumento en la concentración de calcio intracelular 

necesario para que se estimule la secreción de PRI.. Este aumento 

parece ser la resulatante de facilitación de la activación de los 

canales de calcio sensibles a voltaje tipo L. 

Dado que se ha mostrado que la entrada de calcio del espacio 

intracelular al intracelular puede ser modulada por fosforilación, 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 suspensión transitoria de DA 

Considerendo todos estos antecedentes, la hipótesis que se planteó 

fue la siguiente: 

La suspensión transitoria del tono dopaminérgico produce, a 

través de la activación tanto de la cinasa dependiente de AMP 

cíclico como de la cinasa C, un aumento en el indice de 

fosforilación de los canales de calcio sensibles a voltaje tipo L. Esta 

fosforilación en parte es responsable del aumento en la eficacia que 

muestra la TR11 para liberar PRL, cuando esta actúa en células que 

han escapado de la acción tónica de la DA. 
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PROPOSITO Y OBJETIVOS 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • 

En la presente tesis se analizó si la activación de la proteína 

cinasa C y/o la proteína cinasa A es(son) esencial(es) para inducir la 

potenciación de la acción liberadora de la TRH por efecto de la 

suspensión transitoria de la DA. Se examinó si la suspensión 

transitoria del tono dopaininérgico afecta el índice de fosforilación 

de los canales de calcio sensibles a voltaje. Para tales propósitos se 

plantearon los siguientes objetivos específicos: 

1) Determinar cual de las dos cinasas activadas por la 

suspensión transitoria de DA es la responsable de cambiar la 

responsividad a la TRH. En este caso se utilizaron a los inhibidores 

11-89 y la calfostina C, que bloquean a la cinasa dependiente de 

AMP cíclico y a la cinasa C, respectivamente 

2) Determinar si las células GII4C 1 transfectadas con e I 

receptor a DA del tipo D2, constituyen un modelo apropiado de 

potenciación en lactotropos. Para ello, medimos el grado de 

respuesta a TRH antes y después de una suspensión transitoria del 

tono dopaminérgico. 
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9)- Determinar la densidad de los canales de calcio tipo L 

tanto en lactotropos en cultivo primario como en la línea celular 

GH,Z127  usando a la dillidropiridina trillada PN200-110. 

4) Determinar electroforeticamente la migración relativa de 

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

utilizando como estrategia al fotoligando trillado Azidopina. 

5) Determinar si la suspensión de DA provoca un cambio en 

el indice endógeno de la fosforilación de los canales de calcio 

sensibles a voltaje tipo L, determinado por la incorporación de 

fósforo radiactivo. 



METODOLOGIA 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • 

Animales 

Se utilizaron ratas hembras ciclantes de la cepa Wistar, con 

pesos entre los 180-200 gramos. Los animales fueron 

ovariectomizados bilateralmente por 30 días e implantados 

subcutáneamente en el dorso con cápsulas de silastic (MI: 0.125 

inch od; 0.062 inch id) conteniendo estradiol en 1cm de longitud. 

Dicho tratamiento fundamentalmente aumenta el peso de la 

hipófisis a expensas de lactotropos. Se ha descrito que su número 

aumenta de 1.5 a 4 millones de lactotropos por pituitaria y una 

proporción de un 30% a un 70-90% (Martínez de la Escalera et al.. 

1989). Los lactotropos obtenidos de este grupo de animales, 

responden de manera similar a estímulos de suspensión de la DA y 

la administración de la TRU, así como a la potenciación inducida 

por la suspensión transitoria del tono dopaminérgico. 

De aqui en adelante, para diferenciar los lactotropos que son 

obtenidos de la adenohipófisis de ratas estrogenizadas de aquellos 

que se obtienen de la línea celular GH4ZR7, los primeros serán 

denominados como lactotropos normales, mientras que los 

segundos se denominaran de la misma manera que GII,ZR, Civelli y 

col. (19911. 
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Cultivo de células adenohipofIslarias 
dispersas y de las GH,ZR, 

La dispersión de las células se llevó a cabo Incubando por una 

hora a 37"c en solución salina de Hanks libre de Cae' y  mg2. 

conteniendo 3 mg/m1 de colagenasa (Worthinton Biochemical Co) y 

40 ag/m1 de DNAasa (Sigma Chemical Co) fragmentos 

adenohipofisiarios no mayores de un milímetro cúbico. Los 

fragmentos se dispersaron a células aisladas por trituración 

mecánica a través de una pipeta pasteur siliconizada. Las células se 

sembraron en DME en presencia de suero bovino (10%) y 

dopamina (500 nM) diluida en presencia de ácido ascórbico (100 

µM), 100 U/ml de penicilina-estrptomicina, 25 µg/m1 de fungizona 

y 100 mg/m1 de gentarnicina. La concentración fué de 300,000 

células/ml en cajas de 15 mm de diámetro. Finalmente se 

incubaron toda la noche a 37°C y 5% de CO, para ser utilizadas al 

día siguiente (Martínez de la Escalera et al., 1989). 

Antes de iniciar el experimento, se agregó 10 de DA a cada 

pozo por una hora. Inmediatamente después el medio se cambió 

por DME sin suero y DA (500 nM) por una hora más. 

Posteriormente las células fueron incubadas en tres periodos 

consecutivos de 30 minutos cada uno en la presencia o ausencia de 

DA (500 nM) o TM I I a MI. Es decir, en el primer período todas 

las células estuvieron en presencia de DA (500 nM): en el segundo 

período, dos grupos de células estuvieron en presencia de un 

medio libre de DA y. en el tercer periodo se reincorporó la DA a 
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aquellas células que carecieron de la misma en el período anterior 

y se administró la TRH (1µM) a aquellas células que estuvieron en 

presencia tónica de DA como a las que se les suspendió 

aguadamente a la misma. Para el caso de las células GH4ZR, el 

procedimiento experimental fué similar al de los lactotropos 

normales, sólo que en este caso el medio que se utilizó fue F-10 

(Martille, de la Escalera el al., 1989). 

Obtención de las Membranas 

Ambos grupos celulares se homogenizaron en un buffer que 

contenía sacarosa (0.32 M) y tris (50 mM pH 7.4) a 4°C. El 

homogenado fué centrifugado por 10 minutos a 700 g. El 

precipitado se descartó y el sobrenadante se centrifugó 

nuevamente por 10 minutos a 20,000 g. El precipitado se 

resuapenclió en 500 µl de 50 mM de buffer Tris pH 7.4 a 4°C y se 

centrifugó 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(µM). 

leupeptina (2 µM) y calpalna 1 y 2 a una concentración de 8.5 

µg/rul (De Jongh et al.. 1989). Las membranas que se obtuvieron 

de los lactotropos normales y de las células GII,Z127  se destinaron 

para los estudios de unión y de fotoafinidad. 
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Radioinmunoensayo 

El radioinintitmensayo (RIA) es una técnica endocrinológica 

que se desarrolla en una fase líquida para producir una reacción 

inmunológica. En base a su especificidad y sensibilidad, esta 

técnica es una herramienta bastante útil para medir la 

concentración de un péptido u hormona contenida en una muestra. 

En términos generales consiste en poner a competir a dos 

antígenos, uno marcado con 	(ioduro de sodio 125) con al 

contraparte no marcada (muestra) por una cantidad limitada de 

anticuerpo. 

Para la curva estandar se utilizó 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 contenían tanto la 

PRL marcada como la muestra obtenida en cada uno de los 

experimentos. Posteriormente, se administró el anticuerpo (S 9 

1/3000. NIH). La mezcla se dejó durante toda la noche. Al cija 

siguiente, se agregó la proteja A de Staphylococcus aureus para 

separar la fracción unida al anticuerpo. Este paso se dejó por 

espacio de 30 minutos. Después de este periodo, los tubos se 

centrifugaron por 30 minutos a 3000 rpm. El sobrenadante se 

desechó y el presipitado se cuantificó en un contador gamma. Todo 

se realizó por duplicado. Los resultados se expresaron en términos 

del estandar RP-3. Las muestras de cada grupo experimental fueron 
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analizadas al mismo tiempo y la variación intraensayo fue menor al 

5%. 

Experimento 1 

Bloqueo farmacológico de 
las cinasa A y C 

Con el objeto de determinar si la secreción potenciada de 

PRL, que se dá en respuesta a la breve suspensión de DA, involucra 

la activación de la proteína cinasa A y/o la proteína cinasa C, los 

lactotropos normales fueron expuestos a bloqueadores específicos 

para cada una de estas cinasas. Se utilizó el H-89, que es un 

potente bloqueador de la cinasa A (10 M; Chijiwa et al., 1990), y a 

la calfostina C, que actúa especificamente sobre la cinasa C (10 6  M; 

Kobayashi el al., 1989). 

El experimento se dividió en dos partes: en la primera, los 

bloqueadores se administraron por separado; y. en la segunda, 

ambos bloqueadores se agregaron simultáneamente al cultivo 

celular. Con esta estrategia experimental, se pudo determinar si la 

activación de una de estas cinasas era suficiente para potenciar el 

efecto estimulante de la TRU o si la activación de ambas climas era 

necesaria para que se produzca la secreción potenciada de PRL. El 

procedimiento experimental se realizó con la metodología descrita 

para el cultivo celular (ver métodos). Una vez finalizado el 

experimento, los medios se recolectaron. centrifugaron y 

almacenaron para su análisis posterior por R1A. Los experimentos 
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se realizaron en cultivos primarios de lactotropos. Los resultados 

que se presentan, corresponden a la medición por 

radioinniunoensayo (RIA) del tercer período de experimentación 

(60-90 minutos). Los resultados fueron sometidos a la prueba 

estadistica t de Student. La significancia se marca con: * = p<0.05 

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

Experimento 2 

Inducción de la secreción potenciada 
en la línea celular Gt-1,,/R 

Para determinar el efecto directo que la suspensión 

transitoria de DA tiene sobre los canales de calcio dependientes de 

voltaje tipo L, se utilizó la línea celular G1-14Z127, que derivan de las 

células de la línea celular GH4C,. La transfección del cDNA que 

codifica para el receptor dopaminérgico D2  en las células G1-14C1 , les 

confiere la capacidad de que la DA active las vías intracelulares que 

intervienen para inhibir la secreción de PRL (Giros et al., 1989; 

Toso et al., 1989: Seabrook et al., 1992; Senogles, 1994). Por tal 

motivo, la inducción de la secreción potenciada en estas células se 

realizó de la misma manera que para los lactotropos. 
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Experimento 3 

Determinación de la, densidad 
de los canales de calcio 

Con el objeto de establecer la cantidad de proteína de 

membrana con la cual se necesita trabajar en los experimentos de 

fotoafinidad como en los de fosforilación, se determinó la densidad 

de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L, contenida 

en los lactotropos primarios y en línea celular G114  transfectada con 

el receptor a DA. Para esto, las membranas (100 lig) obtenidas de 

ambos grupos celulares, fueron incubadas con el radioligando 

PN200-110 (50-1000 pM) en I mi de MOPS (50 mM, pH 7.4) por 

3 horas a temperatura ambiente y en la oscuridad. El pegado no 

especifico se determinó al utilizar nifedipina (1µM). El 

radioligando unido, fue separado del libre por filtración rápida 

usando filtros GF/F. Cada filtro fué lavado cinco veces con 5 ml de 

agua deslonizada fría. Posteriormente los filtros se secaron durante 

toda la noche. Al día siguiente, se les administró 5 ml de tritosol y 

se incubaron por una hora en agitación constante. la radioactividad 

se cuantificó por un minuto en un contador de centelleo líquido 

(Beckmanl. 
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Experimento 4 

Ubicación electroforética de la subunidad al de 
los canales de calcio dependientes 

de voltaje tipo L 

Corno se mencionó en los antecedentes, el peso molecular de 

los canales de calcio dependientes de voltaje en el tejido muscular 

y cardíaco 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 µg) se incubaron en la presencia del 

fotoradioligando 31-I-Azidopina (20 nM) en 100 µI de MOPS (50 

mM) a 4°C en la oscuridad por 30 minutos. En presencia de 

nffedipIna Inespecífico (50 µNI) se determinó el pegado 

inespecífico. 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 

microcentrífuga (Eppendori) a 15,000 rpm por 5 minutos. El 

precipitado fué resuspendido en 40 µI de buffer de muestra 

(sample buffer). en presencia de 2-inercaptoetanol. Finalmente, se 

colocaron en los geles de poliacrilamida (ver más adelante) para 

cuantificar la cantidad de radioligando contenido en cada fracción 

del gel y así poder determinar la posición de la subunidad alfa del 
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canal de caldo tipo L de ambos grupos celulares. 

Geles de poliacrilamida en SDS (SDS-PAGE) 

Veinte microlitros de cada muestra que contenían 200 pg de 

proteína de membrana, fueron cargados en geles de poliacrilamida 

al 5%, de 1 mm de grosor en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE) de acuerdo al método de Laemmli (Laemmli, 1970). Este 

procedimiento se realizó por duplicado. La electroforesis se llevó a 

cabo a 200 V. por aproximadamente 45 minutos. Los geles fueron 

teñidos con azul de Coomassie. Posteriormente, con la finalidad de 

determinar el pico de la '11-Azidopina unida a la subunidad alfa del 

canal de calcio tipo L, éstos se cortaron en fragmentos de 2 mm. 

Una vez determinada la posición de la subunidad alta de los canales 

de calcio tipo L, se realizaron los experimentos de fostorilacion 

como se describe más adelante. 
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Experimento 5 

Inducción de la fosforilación de los canales de 
calcio sensibles a voltaje en respuesta 

a la suspensión transitoria de DA 

Para determinar el índice de fosforilación inducida por la 

suspensión transitoria de DA, una hora antes de realizar el 

experimento, el medio DME se cambió por otro fresco en ausencia 

de fósforo radiactivo y conteniendo DA. El experimento se realizó 

por espacio de una hora. Pero 30, 10 y 1 minuto antes de que 

finalizara el experimento, el medio se cambió por uno carente de 

DA y que contenía el isótopo radiactivo (0.1 mCi/nal). La reacción se 

detuvo al aspirar el medio y lavar dos veces las células con PBS 

(0.01 MI que contenía DA a temperatura ambiente. Posteriormente 

las células se almacenaron a -70 °C. Para sisar las células, estas 

fueron expuestas a tres cambios de congelación y descongelación, 

en 0.2 ml de un buffer que contenía sacarosa (0.3 M) y tris (50 

niM; pH 7.4). Las membranas se prepararon de acuerdo con el 

método descrito anteriormento (experimento 3). la determinación 

del contenido radiactivo y la ubicación de los canales de calcio 

dependientes de voltaje se realizó de manera similar al 

experimento 3. 
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RESULTADOS 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • 

De manera resumida, los resultados obtenidos muestran una 

aumento en el indice de fosforilación de la subunidad alfa 1 de los 

canales de calcio tipo L en respuesta a la suspensión aguda de la 

DA. Además, señalan que el cambio en la efectividad de la TRI1 para 

estimular la secreción de PRL requiere de la activación redundante 

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

Experimento 1 

Bloqueo farmacológico de las clnasas A y C 

Una de las estrategias utilizadas en el proyecto, consistió en 

utilizar a los bloqueadores H-89 y calfostina C para Inhibir a la 

cinasa dependiente de AMI' cíclico y a la cinasa C, 

respectivamente. Con ello se pretendió analizar si la activación de 

estas dos cinasas es necesaria y/o suficiente para potenciar el 

efecto estimulante de la TRIL 
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Efecto de la administración independiente del H-89 y la 
calfostina C sobre la secreción potenciada de PRL 

inducida por la suspensión transitoria de DA 

En la figura 1 se muestra que la administración de TRH a 

células que carecieron de DA en el período anterior (-DA+TRH), 

produce una mayor secreción de PRL que cuando se administra en 

un medio donde la DA estuvo presente de manera tónica 

(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 administración del 

bloqueador de la cinasa A, desde el primer periodo de 

experimentación, no tuvo efecto sobre la magnitud de la secreción 

de PRL inducida por la TRH donde la DA se suspendió 

transitoriamente es decir, el 11-89 no afectó la potenciación de la 

actividad secretora de la TRH. 

En la figura 2 se muestra el efecto de la administración de la 

calfostina C. Como se puede apreciar en la figura, la administración 

del inhibidor de la cinasa C tampoco afectó la secreción potenciada 

de PRL inducida por la suspensión transitoria de DA. Es decir, no 

afectó la secreción de PRL inducida por la administración de TRH 

posterior a la suspensión aguda de DA. 
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Efecto de la administración simultánea del H-89 y de la 
calfostina C sobre la secreción potenciada de PRL 

inducida por la suspensión 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 secreción potenciada de PRL inducida por la TRH y 

en respuesta a la suspensión transitoria de DA. Por esta razón, se 

procedió a administrar de manera simultánea a ambos 

bloqueadores con la finalidad de mostrar si el bloqueo simultáneo 

de las dos cinasas es necesario para impedir la secreción 

potenciada de PRL. Como se puede observar en en el grupo control 

(fig. 3) la administración de TRH posterior a la suspensión aguda 

de la DA, produce una secreción potenciada de PRL comparada con 

la secreción de PRI, que se obtiene cuando se administra en 

aquellas células que estuvieron en presencia tónica de la misma 

(DA+TRH). En el grupo experimental (H-89 + calfostina C). la 

administración de ambos bloqueadores, impidió la secreción 

potenciada de PRL inducida por la TRH cuando fué precedida de la 

suspensión transitoria de DA. 

Los resultados obtenidos sugieren que la suspensión 

transitoria del tono dopaminérgico activa a ambas cinasas, y que 

tanto la ctnasa A y la C esian participando en la modulación de los 

canales de calcio de manera redundante. 
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Fig. 1.- Efecto de la administración del bloqueador 11-29 sobre la secreción 
potenciada de PRL inducida por la suspensión transitoria de DA. En la figura se 
muestra la secreción de PRL obtenida en el tercer periodo de experimentación (60 
90 minutos) tanto en ausencia como en presencia del 11-89 µM). El bloqueador de 
la clnasa dependiente de AMP cíclico se administró desde el primer periodo de 
experimetación. Los valores se muestran como la media t error estandar de tres 
experimentos independientes con determinaciones por sextuplicado. DA= 
dopamina tónica: -DA= suspensión transitoria de DA: TRH- hormona liberadora 
de tIrotropina •= diferencias significativas con respecto al control (DA+TRH; 
p<0.05). 
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Fig. 2.- Efecto de la administración del bloqueador calfostina C sobre la 
secreción potenciada de PRL inducida por la suspensión transitoria de DA. En la 
figura se muestra la secreción de PRL obtenida en el tercer periodo de 
experimentación (60-90 minutos) tanto en ausencia como en presencia de la 
calfostina C (1 MI. El bloqueador de la cinasa C se administró desde el primer 
período de experimetacion. Los valores se muestran como la media t error estandar 
de tres experimentos independientes con determinaciones por sextuplicado. DA= 
doparnina tónica; -DA= suspensión transitoria de DA; 1R1-1= hormona liberadora 
de tirotropina. •= diferencias significativas con respecto al control (DA+TRH: 
p<0.06). 
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i-u 3.- Efecto de la administración de los bloqueadores 11-89 y la calfostina 
C sobre la secreción potenciada de PRL inducida por la suspensión transitoria de 
DA. En la figura se muestra la secrecion de PRI, obtenida en el tercer periodo de 
experimentación (60-90 minutos) tanto en ausencia como en presencia del H-89 y de 
la calfostina C (I pM). El H-89 y la calfostina C se administraron desde el primer 
periodo de experimetación. Los valores se muestran como la media ± error estandar 
de tres experimentos independientes con determinaciones por sextuplitcado. DA= 
doparnina tónica: -DA- suspensión transitoria de DA' 1121-1= hormona liberadora 
de tirotropina. ". diferencias significativas con respecto al control (DA+TRH; 
p<0.05). 
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Experimento 2 

Inducción de la secreción potenciada 
de PRL en las células GH4ZR7 

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 

determinación del grado de fosforilación de los canales de calcio 

en este tipo de células consiste en la heterogenidad celular de la 

preparación. Per esta razón, se decidió caracterizar una población 

celular homogénea con la finalidad de descartar interferida alguna 

de las otras poblaciones celulares que pudieran enmascarar el 

indice de fosforilación de los canales de calcio dependientes de 

voltaje en lactotropos. Para esto, se utilizó a la línea celular GD, 

transfectada con el receptor D2  a DA para tratar de mostrar con ella 

y comparar con los lactotropos, el efecto que la suspensión aguda 

de DA pudiera tener sobre dichos canales. 

Independientemente de que en esta linea ya se ha mostrado 

que la administración de DA inhibe la secreción de PRL, en nuestro 

trabajo fué necesario probar que en este modelo se reproduce el 

fenómeno de estudio, es decir, la potenciación del efecto secretor 

de la TRU como se ha mostrado para los lactotropos obtenidos de 

la adenohipófisis. 

En la fig. 4 se muestra el efecto de la suspensión transitoria 

de DA sobre la capacidad estimulante de la TRH para secretar PRL 

en ambos modelos. En esta figura se presentan los valores 
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obtenidos en el tercer periodo de experimentación; es decir, 

aquella condición experimental donde la DA se reincorpora y se 

administra a la TRU. Como se puede observar, en ambos grupos 

celulares, la suspensión aguda de la DA cambia la capacidad 

estimulante de la TRI I para secretar PRL (-DA+TRH). Su efecto es 

menor si esta se administra en presencia tónica de DA (DA+TR.11). 

Además, la reincorporación de DA al segundo grupo (-DA) 

mantiene los niveles de PRL en condiciones similares a los del 

grupo control (DA). Aunque la secreción de PRL en las células 

Gli,ZR, es 6 veces menor a la encontrada en los lactotropos, para 

efectos de la potenciación ambas respuestas son similares. 

Una vez que se mostró que en este tipo celular también se 

puede inducir la secreción potenciada de PRL, esto nos permitió 

proceder a realizar los experimentos que forman la parte medular 

del trabajo y que consiste en mostrar los cambios en el indice de 

fosforilación de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L 

por efecto de la suspensión transitoria de DA. 
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Fig. 4.- EstimulacIón de la secreción potenciada de prolactina par 71W en 
respuesta a la suspensión transitoria de DA. En ambas figuras se muestra la 
secreción de PRL obtenida en el tercer periodo de experimentación (60-90 minutos) 
de cultivos celulares de lactotropos obtenidos de ratas estrogenizadas y de la linea 
celular GH4ZR, Los valores se muestran como la media t error estandar de tres 
experimentos independientes con determinaciones por sextuplicado. DA= 
dopamina tónica: -DA= suspensión trnasitoria de DA: TRII= hormona liberadora 
de tirotropina. PRL= prolactina. *5= diferencias significativas con respecto al 
control IDA•TRHp<0.05) Las gráficas representan la media con su error estandar 
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Experimento 3 

Unión de 31-1-PN200-110 a su receptor en membranas 
obtenidas de hipófisis de ratas estrogenizadas 

y de la línena celular GH,ZR, 

La información 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 propósito de poder determinar la 

cantidad de proteína con la que se necesita trabajar para realizar 

los experimentos de mobilidad relativa y de fosforilación; además 

de aportar información sobre las características 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 

saturación de los canales de calcio, sensibles a las dihidropiridinas, 

de membranas obtenidas de la adenohipófisis de ratas 

estrogenizadas. En este estudio se utilizó una concentración fija de 

proteína de membrana (10 lig) 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 111-1N200-110 a las 

membranas aumenta de forma curvilínea. El pegado no específico, 

que se obtuvo en la presencia de una concentración saturable de 

nifedipina ( I aM), aumenta de manera lineal con respecto a la 

concentración de 31-I-PN200-110. El pegado específico, que se 

determinó de la resta entre el pegado total de i l1-PN200-110 y el 

inespecífico, muestra una curva de saturación de forma hiperbólica. 
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que alcanza una meseta a partir de las 0.5 nM. Ademas, en ella 

misma se puede observar que existe una clase homogénea de 

receptores ya que la curva no presenta ninguna defiexión. 

Para determinar la unión máxima (Bmax) del radioligando y 

su constante de disociación (afinidad por el receptor. Kd), fué 

necesario realizar los estudios de cinética utilizando el análisis de 

Scatchard. En la parte inferior de la misma figura, se puede 

observar que existe una sola población de canales de calcio que se 

une con alta afinidad al VI-PN200-110. Esta conclusión se toma en 

base a que la gráfica que se obtuvo es de tipo lineal. La Bmax fué de 

137 fmoles/mg de proteína con una constante de disociación 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 ratón y 

reportan una Bmax de 90 fmoles/mg de proteína y una Kd de 98.6 

pM. 
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Fig. 5.- Unión del 3/1-11N200-100 $ membranas obtenidas de hipófisis de 
ratas estrogeniaadas. En la parte superior de la figura si. 'nuestra la curva de 
saturación de las membranas incubadas con concentraciones crecientes de 'H- 

PN200- 110 a 250C. Los valores del pegado total (o), el pegado inespecífico (0) y el 
especifico (y) se muestran como la media t error estandar de tres experimentos 
independientes con determinaciones por duplicado. En la figura inferior se 
muestra el análisis de Scatchard. El coeficiente de correlación fue de 0.99. 
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En la fig. 6 se muestra la curva de saturación de los canales 

de calcio sensibles a las dillidropiridinas, de membranas obtenidas 

de la línea celular GH,ZR7. De la misma manera que en los 

lactotropos, en la parte superior de la figura se muestra la curva de 

saturación y en la prte inferior el análisis de Scatchard. Los 

resultados obtenidos con esta línea celular son similares a los que 

se obtuvieron con los lactotropos normales. Como se puede 

observar en la figura el pegado total del 31-1-PN200-110 aumenta de 

forma curvilínea, el pegado no especifico es linear con respecto a la 

concentración de 3H-PN200-110 y el pegado especifico presenta 

una curva de saturación de tipo hiperbólica sencilla que alcanza una 

meseta a partir de las 0.5 nM. De igual menera, el análisis de 

Scatchard indica que se trata de una sola población de canales de 

calcio en base a que la gráfica es una recta. La Bmax fué de 143 

fmoles/mg de proteína con una constante de disociación de de 115 

pM. En base a que los resultados que se obtuvieron en ambos 

grupos celulares fueron similares, estos sugieren la expresión 

semejante de canales de calcio en ambos modelos. 
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Fig. 6.- Unión del 1H-PN200-100 a membranas obtenidas de las células OMR,. En 
la parte superiorde la figura se muestra la curva de 8,1(111 at 1011 de Lis membranas 

Incubadas con concentraciones crecientes de -11-PN200- 110 a 25°C. LOS valores del 
pegado total fd. el pegado inespecífico (I y el especifico I) se muestran como la media 
± error estandar de tres experimentos Independientes con determinaciones por 
duplicado. En la figura inferior se muestra el análisis de Scatchard. El coeficiente 
de correlación fue de 0.99. 
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Experimento 4 

Mobilidad electroforética de la 
subunidad al de los canales de 

calcio sensibles a las dinidropirldinas 

Las 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 adenohipófisis de ratas tratadas con estrógenos como de las 

células GH,ZR,. En ambos casos las membranas se fotomarcaron 

con el radioligando 31-1-Azidopina. En la fig. 7 se muestran los 

resultados que se obtuvieron con las membranas obtenidas de la 

adenohipófisis. La droga que se utilizó en este estudio pertenece al 

grupo de las dihidropiridinas y se une con alta afinidad a 

receptores localizados en la subunidad a 1 del canal de calcio 

sensible a voltaje. En la figura 7 se muestran los resultados que se 

obtuvieron al fraccionar el gel en segmentos de 2 mm. Se observa 

una fracción que contiene una alta proporción de la 11-Azidopina 

(fracción 12 del gel de poltacrilamida). 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 

posibilidad de la existencia de proteolists, ya que el polipéptido 

que se une al radioligando tiene una movilidad relativa inferior a la 

reportada por Rotman y col. (1995). Estos autores 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. 

Lactotropos 

9 12 15 18 21 

Número de Fracción 

Fig. 7 Ubicación del polipéptido unido al fotoligando 114-AzIdopine en 
membranas obtenidas de hipófisis de ratas estrogenizadas. Lis membranas se 
corrieron en condiciones reductoras Los valores w muestran como la media 
error estandar de tres experimentos independientes con determinaciones por 
duplicado del polipéptido unido a la 311-Azidopina. El gel que se cortó en fracciones 
de 2 mm y se solubilizaron en HP, a 60°C. 
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En la fig. 8 se muestran los resultados que se obtuvieron con 

las membranas obtenidas de la línea 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 fracción que tiene una alta 

proporción de la 3H-Azidopina (fracción 10 del gel de 

poliacrilamida). De manera similar 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). 
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Fig S Ubicación del polipéptido unido al fotoligando '11-Azidopina ea 
membrana. obtenidas de la línea celular GH,ZR,. Las membranas se corrieron en 
condiciones reductoras. Los valores se muestran como la media ± error estandar de 
tres experimentos independientes con determinaciones por duplicado dci 
polipéptido unido a la 311-Azidopina. El gel que se cortó en fracciones de 2 mm y se 
solubilizaron en HA a 60°C. 
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Experimento 5 

Modulación del índice de fosforliación en los 
canales de calcio sensibles a voltaje 
en lactotropos y en las células GH4ZR, 

Una vez determinada la densidad y la movilidad 

electroforética relativa de los canales de calcio sensibles a voltaje, 

se procedió a realizar los experimentos de fosforilactón. En este 

caso, ambos grupos celulares se incubaron en presencia de "PO, 

con la finalidad de mostrar si la suspensión aguda de la DA induce 

un cambio en el indice de fosforilación de la subunidad a 1 del canal 

de calcio. Para esto, se utilizaron tres grupos experimentales 

sometidos a diferentes tiempos de suspensión dopaminérgica. En 

la lig 9 (lactotropos normales) se muestra el indice de 

incorporación del 'PO, al suspender a la DA por 1, 10 y 30 

minutos. Como se puede observar en la figura, la suspensión aguda 

de la DA por un minuto no produjo un cambio significativo en la 

incorporación del 'PO„, en comparación al que se obtuvo con el 

grupo control, es decir en presencia tónica de DA. Cuando la DA se 

suspendió por espacio de 10 minutos la incorporación del 9:10, 

aumentó significativamente. En este caso se observó un incremento 

de aproximadamente1.5 veces su valor en relación al grupo control. 

Sin embargo. la  incorporación del 'U PO, aumento dos veces su valor 

cuando la dopamina se suspendió por espacio de 30 minutos. 
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Es evidente que en este tipo de células, la suspensión 

transitoria de la DA produce un aumento en la incorporación del 

'PO,. El efecto es significativo a los 10 minutos y aumenta 

conforme se aumenta el tiempo de suspensión dopaminérgica. 

Dado que en este experimento no se realizaron períodos más 

prolongados de suspensión dopaminérgica, no es posible saber si la 

incorporación del grupo radiactivo continúa o alcanza una meseta 

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

que la subunidad a I del canal de calcio obtenida del músculo 

esquelético se mantiene fosforilada por períodos más prolongados 

a los 30 minutos cuando se induce la fosforilación con la proteína 

cinasa C a 37°C. Por el contrario, dicho efecto no se observa cuando 

la proteína se purifica; es decir, cuando se aísla de la membrana 

celular (Hosey et al., 1989). 

En la fig 10 se muestra la incorporación de 'PO, al suspender 

el tono dopaminérgico en la línea celular OMR,. El protocolo 

experimental fue igual al mencionado en los lactotropos normales. 

Como se puede observar en la figura, la incorporación de "PO„ en 

estas células es significativa al minuto de haberse suspendido a la 

DA. En este caso, la incorporación del 'PO, aumentó 

aproximadamente 1.2 veces su valor con respecto al grupo control. 

Cuando la DA se suspendió por 10 minutos se observa un aumento 

de casi 2 veces en la incorporación del "PO, en relación al grupo 

control. Pero en este caso, dicha incorporación alcanza una meseta 

a los 10 minutos, ya que la suspensión de la DA por este período no 
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indujo un aumento superior a los 30 minutos de haberla 

suspendido. 

Como se desprende de ambas figuras, la dinámica del 

fenómeno tiene un curso temporal ligeramente distinto en ambos 

modelos celulares. Para el caso de las células GII4ZR, la 

incorporación del 19)04  fué casi 10 veces comparada con la 

incorporación obtenida en los lactotropos normales. Esta diferencia 

podría deberse al hecho de que la adenohipófisis está constituida 

por diferentes poblaciones celulares. Independientemente de que 

el tratamiento con los estrógenos incrementa la población celular 

de lactotropos, no se descarta la posibilidad de que exista 

interferencia de las demás poblaciones celulares, como por 

ejemplo de los melanotropos que se sabe también responden a la 

dopamina. 
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Fig 9 Modulación del índice de toeforlleclen en loe canales de calcio 
sensibles a voltaje en lactotropos. En la figura se muestra la Incorporación del 
u

PO4 /nril, de proteina de membranas obtenidas de lactotropos. La DA se suspendió 

por 1. 10 y 30 minutos. Los valores se muestran como la media ± error estandar de 
tres experimentos independientes ron determinaciones por duplicado. 
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Fig. 10- Modulación del Indice de foeforilación en los canales de calcio 
dependiente. de voltaje ea la linea celular GH". En la figura se !nuestra la 

Incorporación del "P0/nig de proteina de membranas obtenidas de la linea celular 

GH,,ZR7. La DA se suspendió por 1. 10 y 30 minutos. Los valores se muestran como la 
media t error estandar de tres experimentos independientes con determinaciones 
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89 



DISCUSION 

• ••• • • • • • • • • • • • • • • 

Los datos obtenidos en la presente tesis permiten alcanzar 

las siguientes conclusiones: 

1) La secreción potenciada de PRL, inducida por la 

suspensión transitoria de DA, no se modifica cuando la cinasa A y C 

se bloquean de manera independiente. Por el contrario, si ambas 

cinasas son bloqueadas al mismo tiempo se evita la secreción 

potenciada de PRL. Estos resultados muestran que el bloqueo 

independiente de ambas cinasa no es suficiente para prevenir la 

secreción potenciada de PRL, pero el bloqueo simultáneo de ambas 

cinasas obstaculiza el efecto potenciador. 

2) En la línea celular transfectada con el receptor a DA 

(G1-1 4ZR71, se puede inducir la secreción potenciada de PRL en 

respuesta a la suspensión transitoria de 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 adenohipófisis de la 

rata estrogenizada. 

3) Tanto en los lactotropos en cultivo primario como en la 

línea celular GI-1,2117. la densidad de canales de calcio es similar. En 

ambos casos la concentración de los canales de calcio 

dependientes de voltaje se localiza en el rango de 143 y 137 

fmolas/mg de tejido, respectivamente. 
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4) La fracción 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. 

51 Tanto en lactotropos como en la línea celular U-14M,, la 

suspensión transitoria de DA produce un aumento en el índice de 

fosforilación en la fracción correspondiente a la subunidad alfa 1 

del canal de calcio tipo L. 

La secreción potenciada de PRL, que se da en respuesta 
a la suspensión transitoria de Ofl, inuolucra la activacion de 

la cinasa dependiente de IINIP cíclico y de la cinasa C. 

En el presente estudio se mostró que el cambio en la 

capacidad estimulante de la TRII requiere de la activación de la 

cinasa dependiente de AMP cíclico como de la cinasa C. Al parecer 

ambas cinasas participan de manera redundante para mantener 

fosforilados a los canales de calcio dependientes de voltaje, ya que 

el bloqueo simultaneo de ambas cinasas impide que la TRH sea más 

eficaz para estimular la secreción de PRL en respuesta a la 

suspensión transitoria de DA (fig. 31. Este efecto no se observó 

cuando se bloqueó de manera independiente a cada una de estas 

cinasas (fig. 1 y 21. 

Está bien establecido que la DA activa receptores del tipo D2  

localizados en la membrana celular del lactotropo (Enjalbert y 
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Bockaert, 1983). La ocupación de estos receptores por la DA, o 

agonistas específicos, reduce la actividad de la adenilato ciclasa 

(Barnes et al., 1982; Sweenen et al., 1982; Pedersen et al., 1994). 

Por esta razón, los niveles de AMP cíclico aumentan posterior a la 

suspensión transitoria de la DA (Martínez de la Escalera y Weiner, 

1988). De manera similar, la suspensión transitoria de la DA activa 

la formación de los fosfatos de inositol, que se acompaña de un 

decremento en la concentración de los fosfoinosítidos. Esto sugiere 

la activación de la fosfolipasa C (Martínez de la Escalera y Weiner, 

1988: Goderladze et al., 1996). La activación de estas vías de 

transduccIón por la disociación temporal de la DA de su receptor, 

constituye el primer paso en toda una cascada de eventos que 

incluye la activación de la cinasa dependiente de AMP cíclico y de 

la cinasa C, así corno la entrada de calcio extracelular (McFerran et 

al., 1996). 

Existe suficiente evidencia que indica que la secreción de 

PRL depende del aumento en la concentración de calcio 

intracelular, a expensas principalmente de calcio extracelular 

(Albert y Tashjian, 1984). El paso de los iones calcio al espacio 

intracelular se da a través de la apertura de los canales de calcio 

dependientes de voltaje (Ozawa y Kinutra. 1982; Malgaroli el al.. 

1987). Estas elevaciones son suficientes para (-l'imitar la secreción 

de PRI.. y se ha mostrado que existe una correlación entre la 

densidad de canales de calcio localizados en la membrana celular 

del lactotropo y la secreción de PRL (Cota et al.. 1990). 
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La reducción en la concentración de calcio intracelular, es 

otro de los mecanismos mediante la cual la DA Inhibe la secreción 

de PRL. Se ha mostrado que la DA provoca la inactivación de los 

canales de calcio sensibles a voltaje tipo L al producir una 

hiperpolarización 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., 19921. Así, cuando los canales son 

activados a la apertura se da un mayor influjo de iones calcio, 

promoviendo una mejor respuesta celular. 

Es claro que la secreción de PRL además de depender del 

incremento en los niveles de calcio intracelular, también incluye la 

modulación de los canales de calcio dependientes de voltaje. Por 

estas razones, la activación de las cinasas A y C, en respuesta a la 

suspensión transitoria de DA, juegan un papel importante en la 

modulación de la capacidad estimulante de la TRH. En este caso, el 

efecto no parece repercutir directamente sobre la activación de 

ambas cinasas, sino más bién sobre los canales de calcio 

dependientes le voltaje. 

Por lo tanto, en este trabajo se propone que el punto de 

interacción que potencia el efecto estimulante de la TRU-1 entre las 
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vias de señalización activadas por la suspensión transitoria de DA y 

la subsecuente administración de TRH, involucra la modulación de 

los canales de calcio (Hernández et al., 1993; Hernández et al., 

1994). En este caso, la fosforilación de los canales de calcio estaría 

mediada en forma redundante por las climas A y C. Esta hipótesis 

se apoya en los resultados obtenidos con los bloqueadores 

específicos ya que la inactivación simultánea de la cinasa A y C 

usando el 11-89 y la calfostina C, respectivamente (Kobayashi et al., 

1989: 11-89; Chijiwa et al., 1990; fig. 3), bloqueó la potenciación. 

La suspensión transitoria de DR produce aumento en el indice 
de fosforilación de la subunidad al de los canales de calcio 

tipo L a expensas de la activacion tanto de la cinasa 
dependiente de INIP cíclico 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 Hay K 8644, 

apoyan de manera indirecta la hipótesis de que el cambio en el 

indice de fosforilación endógena de los canales de calcio sensibles 

a voltaje tipo L, es el punto de interacción que modifica la 

efectividad de la TRH para estimular la secreción de PRL. 

Para mostrar tal propuesta, uno de los primeros problemas 

que se necesitó resolver, fué encontrar un método adecuado que 

nos permitiera abordar el problema. Dado que el sistema utilizado 

en este estudio es 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 utilizó al radioligando PN200-1 10 

que se sabe tiene afinidad por los canales de calcio tipo L. En este 

caso, los estudios se realizaron con el receptor embebido a la 

membrana celular de células adenohipofisiarias enriquecidas en 

lactotropos y de las células 

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 análisis de Scatchard mostró una unión 

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

subunidad a 1 del canal de calcio) de 137 fentomolas/ing proteína 

para el caso de los lactotropos, mientras que para línea celular la 

densidad de este mismo tipo de canales fué de 143 fmoles/mg 

proteína. Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes 

con los reportados para cerebro. En estos trabajos se encontró 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 músculo del sistema del tubulo T en la 

rata, se reportó una densidad de 17 pmolas/mg tejido con una Kd 

de 20 nM, mientras que para el tejido cardíaco se reportó una 

Bmax de 15 pmolas/mg tejido y una Kd de 83 nM (García 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 L en este tipo de tejido. 

El presente trabajo no sólo se muestra que tanto en el 

lactotropo como en la línea 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; Hernández et al., 1994), sino que además se muestra que 

existe una clase de canales de calcio tipo L. Esta conclusión de basa 

de los resultados obtenidos con la curva de saturación en base a que 

no presenta ninguna deflexión (fig. 5 y 6). 

Debido a la afinidad que los canales de calcio tipo L tienen 

por las dihidropiridinas, fué posible confirmar la existencia de este 

tipo de canales en estos modelos celulares. Así, estos resultados 

son consistentes con aquellos en los que se muestra la existencia 

de estos canales utilizando como estrategia la electrofisiológía. Con 

esta técnica no sólo 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 

(Illerente a los canales de calcio tipo L. Por sus características 

electrofisiológicas y bioquímicas, estos se has agrupado dentro de 

los canales de calcio tipo T (DeRiemer, 1989). 

A la fecha, sólo 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 razón, 

toda la información que se conoce sobre las características 
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bioquimicas y la regulación 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 

Dada la baja densidad de canales de calcio que se localizan 

en este tipo de tejido, por el momento no es posible aislarlo y 

purificarlo, con la finalidad de conocer más sobre su composición y 

regulación. 

La demostración de que los canales de calcio sensibles a las 

DHP pueden ser modulados por fosforilación, proviene de los 

estudios realizados sobre los canales de calcio obtenidos de tejido 

muscular. El DNA que codifica para la subunidad alfa del canal de 

calcio da lugar a una proteína que tiene un peso molecular de 212 

kDa. Sin embargo, cuando esta se aísla de la membrana celular, al 

masa molecular es aproximadamente de 155-175 kik). (Rotulan et 

al., 1992). 

Varios estudios han mostrado que la subunidad a 1 del canal 

de calcio es fosforilada por diferentes cinasas (Hosey et al., 1987). 

Una manera directa de demostrar el grado de fosforilación de los 

canales de calcio es mediante la inmunoprecipitación (Roturan e t 

al.. 1992). Esta ha sido una de las estrategias ampliamente 

utilizadas una vez que se logró producir anticuerpos dirigidos 

contra esta subunidad. En nuestro caso, la utilización de la 

inmunoprecipitación hubiera sido el mecanismo más apropiado 

para mostrar que la suspensión transitoria de la DA induce un 

cambio en el índice de fosforilación de los canales de calcio tipo L 
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Dado que en nuestro sistema de trabajo la densidad de canales de 

calcio sensibles a voltaje es más baja que en tejido muscular, no fué 

posible utilizar esta extrategia experimental para mostrar la 

hipótesis propuesta en este trabajo. Por tal motivo, fue necesario 

utilizar otra estartegia que nos permitiera contrastrar, de manera 

indirecta, la hipótesis 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 músculo (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 torna un 

enlace covalente con la subunidad alfa del canal de calcio. Por esta 

última característica, es posible rastrear la ubicación de esta 

subunidad en geles de poliacrilamida (Ferry et al., 1984; Striessnig 

et al., 1986: Hamilton et al., 1989). Así, el uso de este sistema de 

trabajo fue el más adecuado para identificar el canal de calcio tipo L 

en nuestro sistema de estudio. 

Con este procedimiento, se localizó una mayor emisión del 

radioligando entre los marcadores de peso molecular de 200 y 116 

kDa que parece corresponder a la subunidad a 1 del canal de calcio 

en ambos grupos celulares. En base a su movilidad en los geles de 

poliacrilamida en condiciones reductoras, está proteína parece 

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

En los estudios realizados en el músculo de la rata y del 

conejo, se han utilizado diferentes estrategias con la finalidad de 

aportar mayor información sobre la conformación, funcionamiento 

y regulación 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 proviene de este 

tipo de tejido. De manera 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; Steriessnlg 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 muscular. Como se mencionó anteriormente, el DNA que 

codifica para esta proteína 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 trabajó y, 2) la estartegia experimental que 

se utilizó; es decir, que puede sea producto de la degradación del 

polipétido durante la obtención de las membranas. 

Los lactotropos son parte estructural de un tejido de tipo 

glandular. En este sentido, existe heterogeneidad no solo de tipo 

morfológico sino también funcional entre estos tejidos y es posible 

suponer que esto tanibien suceda para los canales de calcio. Esta 
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bien establecido que los canales de calcio tipo L juegan un papel 

crucial en el acople excitación-contracción 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 

función en la que están implicados; en este caso la secreción de 

PRL. 

Por el momento, no es posible mostrar si la masa molecular 

que se reporta para esta proteína identificada con la azidopina sea 

producto de un efecto proteolítico. Sin embargo, debido al bajo 

indice de canales de calcio tipo L que se localizan tanto en la 

adenohlpófisis como en el cerebro (Curtis y Catterall. 1983; 

Massieu y Tapia, 1988), no es posible realizar estudios más 

específicos que muestren si existen diferencias entre la 

composición molecular de canal de calcio tipo L en ambos tejidos. 

A pesar de que durante la obtención de las membranas se 

utilizan inhibidores de proteasas, es probable que no se evite del 

todo la degradación de las proteínas que conforman el canal de 

calcio sensible a voltaje (Bosorto el al., 19851. Por lo tanto, es 

posible sugerir que la diferencia en la movilidad relativa del canal 

de calcio pueda ser la resultante de una modificación proteolítica. 

Esta justificación se apoya en el hecho de que al determinar la 

posición del canal de calcio electroforeticamente, se obtienen un 

pico máximo de incorporación del radioligando y varios picos más 

pequeños que se distribuyen dentro del gel (fig. 7 y 8). Cabe 

mencionar que aún trabajando sobre el mismo tejido, se han 

100 



reportado diferentes 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), y apoyan la 

posibilidad de que estas diferencias sean la resultante de la 

degradación del canal de calcio. Por esta razón, es posible 

considerar que los fragmentos que se están originando por la 

proteólisis 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 unió, en menor grado. a polipéptidos que 

tenían pesos moleculares de 240. 99 y 55-52 kDa. En este caso, la 

banda de 240 kDa se identificó como un heterodimero unido por 

enlaces disulfuro. Para las bandas más pequeñas se pensó que 

acarreaban el receptor a las dihidropiridlnas. Más tarde, esta 

sugerencia se apoyó por el hecho de que las condiciones 

desnaturalizantes constituyen el mayor problema para generar la 

proteólisis. Aunque se reportó que si bajo estas condiciones se usa 

10 mM de N-etilmaleimida se evita el rompimiento del polipéptido 

de 155 kDa a fragmentos más pequeños (Striessnig et al., 1986). 

Todo ello apoya el hecho de que la distribución del 

fotoligando en el gel de poliacrilamida, es producto de la 

degradación del polipeptido 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 aquí se reporta, parece ser 

parte estructural del canal de calcio tipo L, en base a que el 

fotoligando que se está utilizando se une covalentemente y con alta 

afinidad al canal de calcio cuando esta se expone a la luz 

ultravioleta. Por otra parte hay que considerar que si bien es cierto 

pudiera existir proteólisis durante la obtención de las membranas, 

la incorporación del fotoligando se localiza en una mayor cantidad 

(aproximadamente un 70%) en una fracción del gel de 

poliacrilamida. Además, hay que considerar que el fotornarcaje se 

realizó a una temperatura de 4°C con la finalidad de minimizar la 

disociación del fotoligando y la degradación de la proteína. 

En conclusión, los resultados obtenidos indican que la 

técnica del fotomarcaje puede ser una herramienta para identificar 

a los canales de calcio en un tejido diferente al músculo, donde la 

densidad de los canales está varias órdenes de magnitud más abajo 

a los reportados para el músculo esquelético y cardiaco. Por otro 

lado, y considerando que la droga que se usó en este sistema 

pertenece al grupo de las dihidropiridinas, se puede sugerir que el 

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

subunidada a 1 del canal de calcio en estos grupos celulares. 

Usando este mismo procedimiento experimental, Striessnig y col 

(1986) identificaron un polipéptido que se une con bastante 

afinidad al fotoligando azidopina. En este caso estos autores 

vidriaron canales de calcio altamente purificados obtenidos de 

músculo esquelético de cobayo, y concluyeron que esta técnica 

102 



podría ser de gran importancia para identificar canales de calcio en 

otros tejidos independientemente de que su densidad sea más 

pequeña. Así, este trabajo se muestra que mediante el uso de una 

adecuada técnica es posible localizar y determinar la ubicación y 

masa molecular del canal de calcio dependiente de voltaje. 

Una vez identificada la posición en la que se localiza la 

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

del trabajo que fué mostar el cambio en el indice de fosofrilación 

de la subunidad a 1 del canal de calcio tipo L. De manera 

sintetizada, en el presente trabajo se muestra que la suspensión 

transitoria de DA produce una aumento en el indice de fosforilación 

de la subunidad a 1 en este tipo de canal, tanto en los lactotropos 

como en la línea celular GF14Z117. 

Es ampliamente aceptado que la fosforilación de los canales 

de calcio es un importante mecanismo en la modulación 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 cíclico), 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 mencionó 

anteriormente, la fosforilación provoca cambios funcionales en el 

canal de calcio que resulta en un mayor influjo de calcio en el 

interior de la célula (Curtis el al.. 1985; Artnstrong 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 único, señalan que la fosforilación incrementa la probabilidad 

de apertura del canal de calcio, decrementa el umbral de activación 

y aumenta el tiempo máximo de apertura del mismo (Ma et al., 

1991; Mundiña-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 fosforilación por las 

diferentes cinasas y que dicho índice varia en respuesta a un 

estímulo fisiológico. 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 estas células está varias ordenes de magnitud abajo en 

comparación con el sistema del túbulo 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 de estudios indirectos 

en los que utilizan drogas especificas que inhiben a las cinasas 

(Yuan y Bers, 1995), o a las fosfatasas (Dolphin, 1992) acoplados al 

uso de registros electrofistológicos (Arnistrong y Eckert, 1987). 

Bajo estas condicones se mostró 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 cíclico (Armstrong y Eckert, 1987). 

El objetivo central de este trabajo consistió en analizar si la 

suspensión transitoria de DA induce un cambio en el índice de 

fosforilación endógena 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 endógeno de fosforilación de los canales de 

calcio tipo L. El polipéptido que se identificó electroforeticamente, 

presentó un cambio en su índice de fosforilación cuando la DA se 

supendió hasta por 30 minutos. En los lactotropos la fosforilación 

alcanzó un máximo a los 30 minutos, mientras que la línea celular 

se dió desde los 10 minutos de haberla suspendido. En base a la 

movilidad relativa, es posible suponer que el polipéptido marcado 

corresponde a la sub►► nidad alfa del canal de calcio en estos grupos 

celulares. La confirmación de esta aseveración ocurrirá cuando se 

cuente con anticuerpos específicos contra el canal expresado en 

lactotropos. 
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