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RESUMEN

la secrecion es el mecanismo mdas importante para |a
comunicacion entre las células de un organismo. En las células secretoras
el caicio es de fundamental importancia en el acoplamiento estimule-
secrecidn. La hipdtesis del caicio postula que el incremento en ia [Caz*];
es necesario y suficiente para activar ta secrecion.

El acopiamiento estimulo-secrecion ha sido muy estudiado en los
gonadotropos de la hipdfisis anterior, que sintetizan vy secretan las
hormonas gonadotropinas en respuesta a la hormona liberadora de
gonadotropinas {GnRH) hipotaldmica. La estimulacion de los receptores
a GnRH en los gonadofropos activa ia produccién de iP3, con la
consecuente liberacion de calcio de las pozas intraceluiares. La GnRH
ademds, produce un influjo de calcio proveniente del medic extracelular
por medio de canales dependientes de voltaje. Estas respuestas causan
un incremento en la [Ca?}, que lleva a la secrecidn de las
gonadotropings.

El estudic de gonadotfropos en cultivos primarios resulta  dificil
debido a que estas células constituyen una proporcion pequefia de la
poblacidon celular total de la hipdfisis v ademds no se pueden dividir en
cultivo. Estas dificultades han podido ser resueltas gracias al desarrollo de
lineas celulares inmertalizadas. Una de elias es la linea al3-1, que expresa
Unicamente la subunidad alfa de las hormonas glicoprotéicas, pero
presenta receptores especificos para la GnRH acoplados positivamente
a la produccion de IP3. La activacion de los receptores para GnRH en
esfas células causa un incremento bifdsico en la concentraciéon
intracelular de caicio. La linea celular af3-1 ha sido ampliamente utilizada
para estudiar las vias de sefidlizacion infraceluiar acopladas al receptor
de GnRH, asi como la regulacion de la expresidn de los genes de la
subunidad a y de los receptores para GnRH. Sin embargo, la regulacion
de la secrecidn en estas células no ha sido estudiada. Resultados
preliminares de nuestro grupo de frabajo mostraron que dos distintos
estimulos, que se sabe elevan la [Ca?], fenian sin embargo efectos muy
distintos sobre la secrecidn: mientras que la GnRH no era capaz de
estimuiaria, ia ionomicina, un iondforo de calcio, la estimulaba
significativamente. Con base en estos resultados, se planted como
objetivo de este trabajo, caracterizar [as respuestas fanto en secrecion
como en la [Ca?*]; a estos y ofros tfratamientos, y caracterizar también los
receptores liberadores de calcio de tas pozas infracelulares en estas
células.

La determinacién de la secrecién por precipitacion con TCA de
proteinas totales marcadas con S, mostrd que la incubacidn por 40



minutos con GnRH no tuvo ningun efecto sobre la secrecidén de protelinas
en las células «f3-1. Otfros tratamientos que incrementan g
conceniracion iniracelular de calcio, como la despolarizacion por aito
potasio © con veratriding, tampoco estimularon la secrecidn, y de hecho
causaron una ligera inhibicién. La determinacion de la [Ca¥} en
poblaciones celulares cargadas con el flucrdforo Indo-1, mosird que |a
GnRH produce una respuesta bifdsica, que consiste en un pico rdpido,
seguido por una meseta ligeramente superior al nivel basal que se
sostiene durante varios minutos. La amplitud de la respuesta es
dependiente de la dosis de GnRH. E pico depende de la liberacidén de
calcio de las pozas infracelulares, mientras que la meseta depende del
influjc de calcio extracelular.

La caracterizacion de los receptores liberadores de calcio de las
pozas infracelulares reveld la ausencia de canfidades detectables de
recepfores de ryanodinag, y la presencia de receptores de IP3, saturables,
con un solo sitio de unién, una Kd de 3.18 nM v una densidad de 50.5
fmoles/mg de proteina.

La despolarizacidén por KCt 50 mM produjo un incremento répido y
sostenido en la [Ca?t), que aparentemente depende de Ia activacién
de canales de calcio dependientes de vollgje. Bl hecho de que estos
fratamientos que causan un incremento en la [Ca?] no estimulen la
secrecion, sugiere que las células «13-1 presentan algin defecto en el
acoplamiento entre estos estimulos y 1a secrecidn, que se encuentra en
un nivel posterior al incremento de calcio intracelular.

Por el contrario, el tratamiento por 60 minutos con ionomicing,
produjo una estimulacidon dependiente de ia dosis en la secrecién de
oroteinas al medio de incubacién en las células oT3-1, lo que demuestra
que las célulaos son responsivas, y capaces de secretar ante
determinados estimulos. Las respuestas en calcio intracelular a
ionomicina fueron muy similares a las observadas con GnRH: respuestas
bifdsicas, de amplitud dependientfe de la dosis, cuyo componente rapido
depende de la liberacién de caicio de las pozas intracelulares, mientras
gue el componente sostenido depende del influjo de calcio del medio
extracelular. La cantidad total de calcio inveiucrada en las respuestas a
ionomicina vy a GnRH en los primeros fres minutos no  difirid
significativamente, o que sugiere que cuantitativamente no hay
diferencics entre estas dos respuesias. Sin embargo, la respuesta a GnRH
no fue suficiente para estimular la secrecién, mientras que la de
ionomicina si. Esto sugiere que el incremento en la {Ca?*li no es suficiente
para activar la secrecidon y que debe existir alguna diferencia cudlitativa
entre las respuestas en calcio a ionomicina y a GnRH que no puede ser
detectada con el método que se utilizd en este irabagjo.



1 INTRODUCCION

1. Imporfancia de la Secrecidon como mecanismoe de comunicacion.

La secrecidn es el proceso mediante el cual una substancia
sintetizada dentro de una célula es liberada al exterior de ésta,
generaimente para poder ejercer una accidn sobre otfras células del
organismo (en caso de la secrecidn endocring), o bien para ser vertida al
exterior del organismo y cumplir olras funciones (en este caso se habla
de secrecion exocring, y no hablaremos de ella en el presente irabagjol.
En cuanto a la secrecion endocring, segun las células blanco de la
substancia secretada, se habla de efectos de varios tipos: ¢} endocrinos,
cuando la substancia es vertida en el torente sanguineo o liguidos de
transporte del organismo vy ejerce una accién sobre células distantes al
lugar de la secrecidn, b) pardcring, en la que la substancia actia sobre
células vecinas a la secretora y ¢} autderina, en la que la SLJbSTC]hCIO
tiene efectos sobre la misma estirpe celular gue la produjo.

En cualquier caso, la secrecidn es un mecanismo de gran
importancia para la comunicacién entre distintas células en el organismo,
ya que las substancias secretadas llevan un mensaje que regula las
funciones de las células blanco vy da informacidn del estado de las
células secretoras y del organismo en general. En los orgcmismoé
pluricelulares la comunicacidn entre las distintas células es fundamental
para el funcionamiento del mismo. Sin esta comunicacién no seria
posiple la existencia de organismos pluricelulares, ya que es necesario
que exista una infegracion de todas las funciones celulares para el
funcionamiento adecuado vy la supervivencia del organismo. La

secrecion, como mecanismo de comunicacion intercelular desempena



entonces un papel fundamental en &l funcionamiento integral de los
organismos piuricelulares.

La secrecién entonces, €s uno de los mecanismos md&s imporianies
de comunicacién entre células y drgancs, y de ella dependen una gran
variedad de funciones fisiolégicas, entre las que se encueniran, sdlo por
mencionar algunas, el metaboiismo, la proliferacién vy diferenciacién
celular, la fransmision de sefales nerviosas, la contraccion muscular, la

reproduccion, etc.

la secrecién se puede llevar a cabo de distintas maneras,
dependiendo de la naturaleza de la substancia secretada. Si ésta es
liposoluble, puede afravesar ia membrana de la célula que la sintetiza y
salir de esta manera al medio circundante. En cambio, si es hidrofilica. no
puede afravesar por s misma la membrana celular, y para salir de la
célula necesita ser empacada dentro de vesiculas memboranales. Esias
vesiculas, ante un estimulo adecuado, se fusionan con la membrana
plasmatica, liberando asf su contenido al exterior celular. Este proceso es
conocido como exocitosis, y es el mecanismo que emplean ias células
para secretar las hormonas de nc’ruroieza proteica, asi como una gran
variedad de neurotransmisores y neuromoduladores.

lg exocitosis es un proceso muy complejo, que involucra el
empaquetamiento de la substancia que se va a secretar en las vesiculas
mermbranales, el fransporte de éstas hacia ta membrana plasmatica, y su
fusidn con ella. Todo el proceso es finamente regulado por mecanismos
intfracelulares que se desencadenan en respuesta a un estimulo
determinado. Este estimulo externo, debe ser traducido per la célula
sacretora para desencadenar el proceso de exocitosis, de manera que

ocurra el acople del estimulo conla secrecion.



2. Eie Hipotdlamo-Hipofisis-Gdnadas: eiemplo de regulacion de la

secrecion por factores endocrinos.

Uno de los ejemplos mds claros de comunicacion v regulacion a
través de la secrecion hormonal estd representado en el gje hipotdlamo-
hipdfisis-gdnadas. La comunicacion entre los elementos de este eje
permite el contfrol central de la reproduccion en todos os vertebrades.
En cada una de las partes de este eje, se puede ver a su vez como Ia
En’segrdcién de estimulos y su acoplamiento con la secrecién mantienen
al sisterna informado del funcicnamiento del mismo, asi como de sefiales
externas, lo cual permite que siga funcionande de forma écordinada
con e} estado general del organismo.

En el conirol de la reproduccion interviene una gran canfidad de
organos del sistema neuroenddcrino, que establecen complejas redes de
comunicacion. Sin embargo, el conirol cenfral de las funciones
reproductivas reside en ciertos elementos que se encueniran en la base
del cerebro y en la hipdfisis, por lo que, para simplificar su estudio, se
habla de un eje hipotdlamo-hipdfisis-gdnadas en el cual cada uno de los
organos mencionados regula al siguiente mediante la secrecidon de
hormonas y ademds existen asas de retroalimentacion tanto positiva
como negativa a todos los niveles, que informan afl sistema del grado de

funcionamiento del mismo.

2.1 Funcionamiento del Ee Hipotdlamo-Hipdfisis-Gonadas.

La reproduccidn en todos los organismos estd regulada por
factores tanto externos (como la duracién del dia, la disponibilidad de

alimento, la receptividad de los organismos del sexo opuesto, etc.) como

h



intfernos {enfre ias que s& encueniran el metabolsme, el peso, la
caniidad de grasa, las emeciones y algunos ofros), que convergen a
través de la secrecién de neuromediadores y neuromoduladores, en una
via final comidn de integracion, que son las células GnRHérgicas en el
hipotdlamo. La integracién de todos los estimulos que reciben estas
células tiene como resultado la secrecién pulsati de la hormonag
liberadora de gonadotropinas (GnRH) en el sistema portal hipotdlamo-
hipofisiario a fravés de terminales axdnicas en la eminencia media. Por
medic del sisterna porta, este factor liberader es transportado a la
hipdfisis  anterior, donde actia sobre sus céivlas blanco, los
gonadotropos, en los que estimula tanto la sintesis como |a secrecidn de
las gonadotropinas (hormona luteinizante o LH y hormona estimulants de
ios foliculos o FSH) a la circulacion sistémica. De esta forma, la sefidl
hipotaldmica es amplificada varias veces, ya que una molécula de GnRH
es capaz de faclitar la liberacidn de varias moléculas de
gonadotropinas. Aungue la GnRH estimula la liberacién de ambas
gonadotropinas, aparentemente es mds potente para estimular g
iberacidn de LH que la de FSH {Clark y Cummins, 1982).

Al parecer, la liberacidn pulsdtil de la GnRH es necesaria para la
respuesta adecuada de la hipdfisis, ya que la administracién continua de
GnRHE a células hipofisiarias de rata en perfusion abate la secrecién de LH
y FSH (Smith y Vale, 1981)

Lta LH es secretada por la hipdfisis también en forma pulsdtil, en
respuesta a los pulsos de GnRH. En la oveja, los pulsos de LH presentan
una clara sincronia temporal asi como una buena corelacion en
amplitud con los de GnRH (Clarke y Cummins, 1982; Levine et al., 1982).

Se ha observado gue, después de una pequeia dosis de GnRH, los

gonadotropos presentan una respuesta mucho mayor a una segunda



dosis, es decir, la GnRH tiene un efecto facilitador o potenciador (priming
effech sobre los gonadoiropos. Para explicar esie efecto, se ha
propuesto que se da un cambio de orientacidn de los microfiamentos lo
cual provoca una migracién de los granulos de gonadotropinas hacia
Zonas cercandas a la membranag, de donde pueden ser liberados mds
facimente en respuesta a una segunda estimulacién (Fink, 1988).

Este trabagjo se centrard en la regulacidn gue egjerce la GnRH sobre
la liberacidon de las gonadotropinas en la hipdfisis, por lo que hablaremos
de este aspecto con mayor detalle mds adelante,

Una vez secretadas a la circulacion sistémica, las gonadotropings,
vigjan hasta sus érganos blanco, que son las génadas. Las céiulas de las
génadas fienen recepiores para la LH y la FSH, las cuales modulan
distintas funciones en estos drganos. La FSH actia en &l testiculo sobre las
células de Sertoli para estimular la espermatogénesis, mientras que la LH
actia principalmente sobre las células de Leydig, donde estimula la
oroduccion de testosterona y estradiol. En el ovario, la FSH estimula a las
céluias de la granuiosa para inducir el desarrollo de los foliculos v la
sintesis de estradiol, ademds de aumentar la capacidad de respuesta a
la LH en estas células. La LH a su vez, promueve la ovulacidon mediante ia
degradaciéon del foliculo de Graof por medio de la activacidn de
proteasas séricas y ademas estimula a las células de la granulosa, a las
de la teca y a las células IGteas, donde promueve la sintesis de estradiol,
progesterona y testosterona. En las gdnadas, la sefal secrefora iniciada
en el hipotdlamo y en la hipdfisis, se amplifica adn mds, ya que cada
molécula de LH y de FSH es capaz de estimular la liberacion de varias
moléculas de las hormonas esteroides.

Los esteroides sexuales secretados por las génadas en respuesta a

las gonadotropinas, tienen efectos sobre las mismas génadas,



principalmentie en ia reguiacion de la gametogénesis, y ademds tienen
una gran canfidad de efecios extragonadales, enire elios o
coordinacion de cambios en el Utero, vagina y gidndulas mamarias en o
hembra como preparacién para la cdpula, fertilizacion e implantacion,
la aparicidn y mantenimiento de [os caracteres sexuales secundarios, la
modulacién de la conducta y la libide a nivel del sistema nervioso
cenfral, etc. Los esferoides gonadales ademds, ejercen asas de
refroconirol fanto positive como negatlivo a nivel hipotaldmico e
hipofisiario, regulando asi directa o indirectamente la secrecidon de GnRH

y gonadofropinas.

3. Fl calcio como acoplador en el proceso estimulo-secrecion,

El calcio es considerado como un segundo mensdjerc universal,
que interviene en la regulacion de una gran diversidad de funciones
celulares entre las que se encuentran la franscripcidn de algunos genes,
la confraccion muscular, y en particular la secrecion tanto de hormonas
en las células endocrinas como de neurofransmisores en el sistema
nervicso. La liberacion de! contenido vesicular por exocitosis se ha
convertido en el proceso mds estudiado en el que se ha establecido el
papel crucial que juega el calcio como el elemento activador vy
controlador del proceso.

i conocimiento del papel del calcio en el acoplamiento estimulo-
secrecion surgid a partir de los estudios sobre liberacién cudntica de
transmiscres en la placa neuromuscular, realizados por Bernard Katz y sus
colegas a lo largo de varios afios (Kaiz, 1969). Esta visién fue extendida a

ofras células excitables, como las células cromafines vy las beta



orincipalmente en la regulacidn de ia gametogénesis, y ademds tienen
una gran cantidad de efectos extragonadales, enfre ellos la
coordinacién de cambios en el Utero, vagina y gldnduias mamarias en Ia
hembra como preparacion para la copula, ferfiizacion e implantacion,
la aparicion y manfenimiento de los caracteres sexuales secundarios, Ia
modulacion de la conducta y la libido a nivel del sistema nerviose
ceniral, eic., Los estercides gonadales ademds, ejercen asas de
retrocontrol tanto positivo como negativo a nivel hipotaldmico e
hipofisiario, regulando asi directa o indirectamente la secrecidn de GnRH

y gonadotropinas.

3. El calcio como acoplador en el proceso estimulo-secrecion.

Fl calcio es considerado como un segundo mensgjerc universal,
gue interviene en la regulacion de una gran diversidad de funciones
celulares entre las que se encuentran Ig franscripcidn de algunos genes,
la contraccidn muscular, y en particular la secrecion tanto de hormonas
en las células endocrinas como de neurotransmisores en el sistema
nervioso. La liberacion del contenido vesicular por exocitosis se ha
convertido en el proceso mds estudiado en el que se ha establecido el
papel crucial que juega el calcio como el elemento activador y
controlador del proceso.

El conocimiento del papel del calcio en el acoplamiento estimulo-
secrecidn surgid a partir de los estudios sobre liberacion cudniica de
fransrmisores en 1a placa nevuromuscutar, realizados per Bernard Katz y sus
colegas a io largo de varios anos (Katz, 1969). Esta visidn fue extendida a

ofras células excitables, como las células cromafines y las beta



pancredticas y pronto surgid la “hipdiesis del calcio” en la que se
considerd a este ion como el mecanismo universal de contfrol en el
ocopiomien’ro- astimulo-secrecion (Douglas, 1968). Las observaciones
cruciales que cotroboraron esta hipdtesis en la exocitosis fueron: 1) Se
requiere calcio extracelular para producir la liberacidn de transmiscres, 2)
los canales de calcio activados por voltgje permiien el influjo de calcio a
la célula, la magnitud del cual determina la cantidad de fransmisor
liberada, 3) procedimientos que elevan la concentracidn de calcio
intracelular inducen la exocitosis, y el bloqueo del influjo de calcio inhibe
la secrecion (Katz y Miledi, 1967; del Castillo y Stark, 1952).

El concepto de que el calcio contfroia la exociicsis parecia
aplicarse también a las células no excitables, que carecen de canales
de calcio activados por voltgje. Esto se basé en las siguientes
observaciones: 1) la estimulacion antigénica de mastocitos o basdfilos de
rata depende de la concenfracidn de calcio exiraceiular vy es
mimetizada por la entrada de caicio (Foreman, Hallett y Mongar, 1977),
2) la inyeccién de calcio en mastocitos induce secrecidn (Kanno,
Cochrane y Douglas, 1973), 3) los iondforos de calcio producen
respuestas secretoras en mastocitos (Cochrane y Douglas, 1974; Penner y
Neher, 1988a), células RBL {Beaven et al., 1987), neutrdfilos (Rubin, Sink y
Freer, 1981) v plagquetas (Feinman y Detwiler, 1974). Ademds, estudios que
utilizan indicadores fluorescentes de calcio han mostrado incrementos en
la concentracion intfracelular de calcio ([Ca?')) en respuesta a la
estimulacion con secretagogos enbrécﬁcgmen‘re todos los tipos de
células no excitables investigados (Tsien, Pozzan y Rink, 1984). Ahora se
sabe que en el caso de las células no excitables, la fuente principal de
calcio son los depdsitos intracelulares de este ion, liberados por segundos

mensajercs, ¥ no el calcio exfracelular. En las celulas no excitables el



calcio extracelular es necesario sobre todo para rellenar ics pozas
intfracelulares de calcio. En este caso el calcio liberado de los depdsitos
intracelulares es considerado como un “tercer mensgjero” (Penner Y
Neher, 1988 b).

A partir de todas estas observaciones, se considerd durante las
Ultimas décadas que el gqumento en la [Ca2t] que ocurre en las células
secretoras como respuesta a diferentes estimulos que activan la
secrecion es necesario y suficiente para producir la exocitosis en todas las
células capaces de llevar a cabo esta funcién. Sin embargo, estudios
recientes en células no excitables, sugieren que el aumento en ia [Ca;
no es necesario ni suficiente para activar la exocitosis, ya que se ha
observado gue o exocifosis se produce aun con niveles basales de
calcio infracelular, y que en algunos casos, la elevacidn en la [Ca?f no
produce secrecion {Penner y Neher, 1988 q, b).

En las células excitables, por el confrario, la hipdtesis del calcio
sigue siendo aceptada como mecanismo de acoplamiento . estimulo-

secrecion.

3.1 Mecanismos de accion del calcio en el acoplamiento estimuio-

secrecion

Aungue el mecanismo por medio del cual el calcio produce el
acoplamiento estimulo-secrecidn no ha podido ser completamente
elucidado, se cree que por un lado puede participar en la fusién de las
vesiculas de secrecidén con la membrana plasmdtica y que puede
ademds regular las interacciones enire las vesiculas de secrecidn vy

algunos elementos del citoesqueleto. Dichas interacciones pueden ser

16



importantas en la regulacidn de la exocitosis, ya sea manteniendo ias
vesiculas cerca de la membrana plasmdatica listas para su fusion con ésta
[como en el caso de las termincles nerviosqas), © previniendo el acceso
de los granulos secretores a la membrana plasmdtica hasta que se
presente un estimulo adecuado para activarla {en el caso de ias células
endocrinas). Estas inferacciones vesicula-citoesqueieto, son
generadimente mediadas por profeinas que pueden ser citosdlicas, del
citoesqueleto, o proteinas integrales de la membrana de las vesiculas de

secrecion.

Aigunas proteinas citosdlicas (como ta sinapsina | en el caso de las
neuronas) cuando se encuentran desfosforiladas se unen con una alta
afinidad a la membrana de las vesiculas de secrecion vy a los filamentos
de actina del citoesqueleto, manteniendo ias vesiculas ancladas a éste
e impidiendo asi que se acerquen a la membrana. Por el confrario,
cuando estas proteinas son fosforiladas, su afinidad por las vesiculas
disminuye notablemente, permitiendo asi la translocacién de éstas hacia
la membrana plasmdtica. La fosforilacion de estas proteinas es llevada a
cabo frecuentemente por una cinasa dependiente de cdlcio-
caimeduling, de modo que cuando aumenta la concentracién de
calcio por un estimulo externo, las vesiculas pueden ser liberadas del
anclaje al citoesqueleto, para acercarse a la membrana plasmdtica

(Lindstedt y Kelly, 1987).

Otras proteinas reguladas por calmoduling como el caldesmén, a
concentraciones bajas de calcio {0.1 uM), se unen a los filamenios de
actina, vy pueden producir su entfrecruzamiento. En presencia de

concentraciones micromolares de caicio, 1a unidn del caldesmon a ios
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filkamentos de actina es inhibida, y el caldesmdn se puede unir entonces
reversiblemente a los granulos de secrecion. El incremento de caicic por
la activacién celular podria resultar en el desprendimiento del granulo de
los filamentos de actina y la unidn del caldesmdn a la vesicula podria
requiar interacciones con @ membrana plasmdtica o con el
citoesqueleto cercano a ésta y coadyuvar asi a la exocitosis {Burgoyne,
1990). Se ha observado que los granulos en células que se encuentran
secretando activamente estdn unidos a ia membrana por estructuras
flamentosas. El caldesmon o profeinas relacionadas podrian  estar
involucradas en este fipo de uniones. La fodrina es ofra proteina que

podria fambién jugar un papel similar.

Se conocen también proteinas infegrales de la membrana de las
vasiculas secretoras que pueden estar relacionadas con la exocitosis,
como la SV2, la pés, ia sinaptobrevina o la sinaptofising. Estas proteinas
pueden también unirse a caicio v a calmodulina . Se cree que la
sinaptofisina puede estar involucrada en la formacidn del poro de fusidn

de las vesiculas con la membrana celular (Burgoyne, 1990).

3.2 Mecanismos de requlacion de la [Ca?tlien las células excitables

Dada la importancia de la [Ca?* en la regulacidn de las funciones
celulares, no es sorprendente que las células presenten diversos

mecanismos para regular la concentracion de este ion.

En condiciones fisioldgicas, la concentracion de caicio libre en el

exterior celular es alrededor de cuafro drdenes de magnitud mayor que
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en el interior. Dentro de la célula, sdlo una peguena parte del calcic =sid
fibre en el ciiosol, y la mayor parte se encuenira unido ya sea a
orotelnas citosdlicas solubles, o a superficies membranales. La mayor
parfe del calcio estd contenido denfro de compartimentos
membranales, como las mitocondrias (Heht et al., 1996), el compiegjoc de
Golgi, el nicleo y en particular el retficulo endopldsmico, donde su
concentracion puede exceder varios milimoles por liiro {Pozzan et al.,
1997). En el citopiasma de la célula en reposo, la [Ca*] es mantenida en
niveles basales mas o menos estables (en un intervalo entre 10# - 107 M)
por mecanismos sensores que regulan dicha concentracion, ya sea por
medio del almacenamiento del Ca?* en los depdsitos infracelulares antes
mencionados o de su transporte hacia el exterior celular por medio de
hombas de calcio e intercambiadores Na+Ca? en la membrand
plasmdtica. Ademas existen canales de calcio ténicamente activos que
coniribuyen a la enfrada de calcio y bombas e infercambiaderes que
sacan calcio de la célula en ausencia de estimulacionss eléctricas o
quimicas y ayudan a establecer la [CaZ] basal. El mantenimienfo de Ia
concentracidn basal de calcio citopldsmico es necesario para 1d
homeostasis celular, ya que las conceniraciones altas de Ca?- durante un
fiempo prolongado tienen efectos tOxicos para las células y pueden
inducir la apoptosis (Schwartzman, R. y Cidlowski, J., 1993).

£l almacenamiento del calcio dentro de las pozas infracelulares,
principalmente el retficulo endoplasmico, es realizado por enzimas
ATPasas, que utilizando energia obtenida a partir de la hidrdlisis del ATP
son capaces de fransportar el calcio en contra de su gradiente de
concentracidén hacia el interior de la poza, en donde se alcanzan
concentraciones de calcio muy elevadas gracias a la capacidad de

“amortiguar” el caicio mediante su unidn a proteinas del fipo de las
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calsecuestrinas y ias caireticulinas dentro del depdsito (Pozan et al.,
1994). La actividad de la ATPasa de calcio es regulada por ias
concentraciones tanto citopldsmica como intraluminal de este ion vy
también por cinasas dependientes de calcio y calmodulina. La ATPasa
de ©calcio del reficulo endopidsmico puede ser inhibida
farmacoldgicamente por un sesquiterpeno llamado thapsigargina.
Generalmente existe una fuga pasiva de calcio de as pozas
infracelulares hacia el citoplasma, la cual es reverfida por la ATPasa de
caicio, que recaptura el icn en las pozas, de manera que si esta enzima
as inhibida, hay una liberacion pasiva de la poza infracelular,

incrementandose la [Ca?t] en ei citoplasma {Pozzan et al., 1996).

Hemos dicho que la hipdtesis del calcio sostiene que el incremento
en la [Ca?*) producido por un esfimulo adecuade en las céivlas
secretoras, acepla el estimulo con la secrecidn. Ahora bien, zcdmo
ocurre y como es regulado este incrementfo en la [Ca?]e

En las células excitables, el incremento en la [Ca?) en respuesta a
estimulos externos es regulado bdsicamente por dos mecanismos
diferentes: por una parte, en la membrana plasmatica existen canales de
calcio dependientes e independientes del volidje, que al abrirse
permiten el flujo de este ion hacia el interior celular, a faver de su
gradiente de concentracién. Por ofro lado, algunos segundos mensajeros
provocan la movilizacién del Ca?* almacenado en los depdsitos
intracelulares, al interactuar con receptores especificos localizados en las
membranas de dichos depdsitos, que al activarse permiten la apertura
de canales de Ca? en éstas {Penner y Neher, 1988b). A contfinuacidn se

hablard brevemente de cada uno de astos dos mecanismos.
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- Canales de calcio de la membrana plasmdatica:

Existen diferentes tipos de canales de calcio en la membrana de
distintas células. En general los canales de calcio se clasifican (por los
mecanismos que los activan) en canales dependienfes de voltgje v
canales independienies de ésfe. Enfre los independientes del volidje
existen cangles activados por ligandos, vy también canales activados
mecdanicamente, por tensidn, ademds de los canales pasivos que
contribuyen a la [Ca?] basal.

B mecanismo de mayor importancia para la entrada de caicio en
respuesta a un estimulo externo en las células excitables es la apertura
de canales dependientes de voitaje. Esfos canales han sido clasificados
de acuerdo con caracteristicas funcionales como la conductancia
unitaria, la dependencia del voltaje y del tiempo en sus cinéticas de
apertura y ciemre, su farmacologia y su distribucion celulorr(Tsien y Tsien,
1990). .La clasificacidn que mdas se ufiiza divide a los . canales
dependientes de voltaje en cinco fipos: L, T, N, P y Q.. Cada uno de estos
tipos de candales tiene una sensibilidad al voligje y una farmacologia
distintas, es decir, se activan con cambios de voltgje de distinta magnifud
y se pueden bloquear con ciertas drogas especificas para cada tipo,
aungue en muchos ¢asos algunas de estas propiedades se sobrelapan
entre distintos tipos de canales, por lo que es necesario analizar varias de
elias para distinguir el fipo de canai que se observa (Stea et al,, 1995). Es
frecuente que en una misma célula coexistan mds de un tico de canales
(Bean et al., 1989).

Recientemente, las técnicas de la bioclogia molecular han
permitido la clonacion v secuenciacion de las proteinas que forman los
distintos tipos de canales, y esto ha abierto un gran campo de estudio en

ia relacién estructura-funcion de estos, permitiendo tambien entender en



detalle algunos de los mecanismos de apertura, cierre y regulacion de
los canales idnicos. Los cancales de calcio dependientes de voltaje son
complejos heférooligoméricos. Por ejlempto, el canal tipo L del muisculo
esquelético estd compuesto por cinco subunidades llamadas ooz, By v.
La subunidad al es la gue forma el poro v es el sitio de accidn de los
agenistas vy tos antagonistas de los canales tipo L {Stea et al., 1995).

Los canales de calcio dependientes de voligie se abren anie
estimulos que despolarizan la membrana celular vy se inactivan a
determinados potenciales de membrana, que varian segun €l tipo de
canal. Cuando se abren ante una despolarizacidn, producen comientes
entrantes de calcio que contribuyen de manera significativa al
incremento de la [Ca2] vy pueden ser responsables del disparo de
potenciales de accidén en algunas células.

Los canales de calcic dependientes de voligje pueden ser
modulados selectivamente por neurofransmisores, proteinas G. cinasas

de profeinas y mensajeros difusibles,

- Liberacién de tas pozas infracelviares de calcio:

Dentro de los organelos membranales que guardan calcio en su
interior, aparentemente sblo el reticulo endopldsmico puede liberar
calcio de manera rdpida (Pozzan et al., 1994]. Este compartimento se
considera la poza infracelular de calcio mas importante, y su liberacion
juega un papel crucial en el acoplamiento de un gran nimeroc de
estimuios con respuestas celulares, entre ellos la contraccién muscular y
ia secrecion. Se conocen varios tipos de receptores aclivadores de ias
pozas infracelulares de calcio, entre ellos los receptores a incsitol 1,4,5
trifosfato {IP3). Estos receptores son canales de calcio que se abren

cuando el segundo mensajero IP3 se une a ellos. Ademds, la actividad
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de los recepiores a IP3 es reguiada por la concentracién tanto
citoplasmica como infraluminal de calcio (Stojlkovic et al., 1994) vy
también puede ser regulada por cingsas de proteinas comoe Ia
dependiente de AMP ciclico (PKA) v la dependiente de diacilglicerol
(PKC).

Otfro tipo de recepiores que movilizan Ca? de depdsitos
infracelulares en distintos tipos de células (entre ellas las neuronas v las
células muscuiares) son los receptores conocidos como receptores de
ryanoding, ya que son sensibles a un aicaloide asi llamado. Estos
receptores son también activados por la cafeina vy nucledtidos de
adenina y se han refacionado con mecanismos de liberacion de calcio
inducidos por el propio calcio (Tsien y Tsien, 1990).

La liberacién de las pozas intracelulares de calcio por la accion de
segundos mensgjeros produce un incremento muy rapido en la [Caz;,
generalmente de corta duracién debido al vaciado de la poza. Para
volver a llenar las pozas intracelulares de calcio es necesarico que entre
calcio del medio extracelular.

la liberacidn de calcio de las pozas intracelulares se relaciona
ademads con ! influjo de calcio transmembranal mediante el mecanismo
lamado “enfrada capaciiaiiva de calcio”. Esto se da por medio de
canales en la membrana que son activados cuando la concentracion
de calcio en las pozas infracelulares disminuye a un determinado nivel.
Aparentemente, hay una activacidn mecdnica del canal por alguna
proteina de la membrana del retficulo endopldsmico que se acfiva

cuando se vacia la poza (Petersen, 1996 ).
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4, Gonadotropos: un modelo parda el estudio de la reqgulacion de lg

Uno de los fipos celulares que mds se han utitizado como modeio
para estudiar la regulacidon de la secrecion hormonal v el papel del Caz+
en el acoplamiento enfre el estimulo y a secrecidn son los gonadotropos
de la hipdfisis anterior. Los gonadotropos constituyen enire el 5y el 15%
de la poblacién celular total de la hipdfisis {Childs, 1988) v como ya se
dijo, sintetizan y secretan las hormonas conocidas como gonadotropings,
(LH y FSH), en respuesia a la hormona liberadora de gonadoifropinas
{GnRH], que es secretada por el hipotdiamo en el sistema portal
hipotalamo-hipofisiario. El 80% de los gonadotropos contfiene ambas
hormonas; el 10% contiene sdlo LH y el 10% sdlo FSH (Fink, 1988).

La LH y la FSH son hormonas glicoprotéicas, con un peso molecular
de 28-29 kDa, formadas por dos subunidades llamadas alfa y beta, unidas
por enlaces no covalentes. La flamada subunidad agifa es comin en
ambas hormonas, asi como en la hormona estimulante de la tiroides
(TSH}. mientras que la subunidad beta es especifica de cada una de
ellas. La subunidad alfa libre es secretada por los gonadotropos en
respuesta a la estimulacidon con GnRH con un patrdn pulsdtit similar al de
la secrecion de la LH v la FSH y una desensibilizacion paralela ante o
estimulacion continua con la hormona fiberadora (Weiss et al., 1990).

Las gonadotropinas estdn glicositadas con carbohidratos como N-
acetil galactosamina y N-acetil glucosamina, o cual es una
caracteristica importante para su reconocimiento por sus receptores en

las gonadas (Pierce, 1988).
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4.1 Mecanismo de accidn de lg GnRH en la secrecidn de

gonadotropings.

Los gonadotropos presentan receptores especificos para la GnRH,
los cuales pertenecen a la superfamilia de receptores de siste segmentos
fransmembranales acoplades a proteinas G.

Al unirse la GnRH a sus receptores en la superficie de los
gonadotropos, dichos receptores activan proteinas G del fipo Go/Gn,
(Shah vy Milligan, 1994), que a su vez estimulan a ia enzZma fosfolipasa C
para hidrolizar fosfolipidos de membrana como el difosfato de fosfatidil
inositol  (Naor, 1990). Esto produce la formacién de dos segundos
mensajeros: rifosfato de inositol {IP3) v diacilglicerc! (DAG) (Bermidge, 1987;
Morgan et al,, 1987; Chang et al., 1988). £l DAG activa a la enzima cinasa
de proteinas C [PKC), que es capaz enfonces de fosforilar otras proteinas,
entre ellas algunas de las proteinas que favorecen las interacciones
entre las vesiculas de secrecidon y el citoesqueleto o la membrana, o
cual, como va se dijo, puede contribuir a la activacidn de la exocitosis. La
PKC puede también fosforilar canales idnicos, incluyendo canales de
calcio en la membrang, Io gue coniribuye al incremento en la [Caz). E
IP3 por su parte, se une a receptores especificos localizados en el reticulo
endopidsmice y abre canales de caicio, 1o cual produce un aumento
transitorio en la concentraciéon de este ion en el citoplasma. La fiberacion
de las pozas iniraceluiares de calcio es de gran imporfancia en el
acoplamiento estimulo-secrecidn, sobre todo en células no excitables
(Penner y Neher, 1988b}, pero también en células excitables, como los
gonadotropos. Por ejemplo, se ha observado que la thapsigargina, que
bloguea a la enzima Ca2+-ATPasa que secuestra el calcio en las pozas
intracelulares, causa secrecidn por si misma en dosis alrededor de 20 mM

(ECs0), mientras que dosis menores, que no tienen efecto por si mismas
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sobre la secrecion, bloguean aquella estimulada por la GnRH (McArdie v
Poch, 1992).

En condiciones de reposo, los gonadotropos presentan  un
potencial de membrana de alrededor de -50 mV. A este pofencial, la
mayor parte de los canales de calcio y de sodio dependientes de voligje
estan inactivos. El incremento en la [Ca?*) debido a la liberacidn de las
pozas intracelulares activa canales de potasio dependientes de calcio
(Tse y Hille, 1992, Vergara et al., 1995, Heyward et al., 1995), o cual
produce cormientes salientes de potfasio que resultan en una
hiperpolarizacidon de la membrana del gonadotropo. Esto remueve |a
inactivacion de los canales de cdicio y de sodio, que se activan
entonces, produciendo el disparo de varios potenciales de acclidn, La
despolarizacion producida por ios canales de sodio activa a su vez a los
canales de calcio dependientes de voltgje v esto produce la entrada de
calcio del medio exiracelular, incrementando la respuesta de calcio
infracelular a GnRH (Tse y Hille, 1993). Cuando hay oscilaciones en la
[Ca?*],, se producen hiperpolarizaciones riimicas (Tse y Hille, 1992) v el
potencial de membrana puede a su vez modular la frecuencia de las
oscilaciones de [Ca?]; (Kukuljon et al., 1994). La PKC puede iampién
modular tanto las corientes de K+ dependientes de calcio
lincrementando la cormiente por una accidn directa sobre el canal),
como la frecuencia de las oscilaciones delCa?]i (probablemente por
una inhibicién de la fosfolipasa C) {Tse et al., 1995},

Tanto la entrada de calcio a través de canales en ia membrana
plasmdatica como la liberacién de las pozas infracelulares preducidas por
la GnRH en los gonadotropos, generan un incremento en Ia
concentracidn de calcio citoplasmdatico [Cazh que puede seguir

bdsicamente fres tipos de dindmicas (Leong y Thorner, 1991; Guerineau et
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al., 1992} respusestas subumbrales (que consisten en un incremento
peguefo y fransitorio en fa [Co?t) que no llega a producir respuesta de
secrecion), oscilatorias o bifdsicas. Estos Uitimos dos 1ipos de respuesta se
han relacionado con eventos secrefores, y se describen con mds detalle

a contfinuacion.

A} respuestas oscilatorias,

Cuando la concentfracion de GnRH aplicada a los gonadotropos
es menor de 10 nM, se produce un incremento en ia [Ca?*); que al llegar
a un cierto umbral comienza a presentar una serie de oscilaciones con
una amplitud que llega hasta 3 mM y cuya frecuencia depende de la
concentracidn de GnRH aplicada, la cual se refleja a su vez en Ia
concentracidn de IP3 producido en la célula {la frecuencia puede ser
hasta de 30 min?) (Stojilkovic et al., 1994; Leong y Thorner, 1990). Este fipo
de respuesta puede producir pulsos de secrecidn paralelos a las
oscilaciones en la [Ca?*]i. La generacion de oscilaciones tiene ademds la
ventaja de mantener una secrecidn comparable a la que se obtendria
con una elevacién sostenida de la [Ca?) reduciendo los efectos tdxicos
del calcio {Tse et al., 1993). El patrdn oscilatoric ha sido observado
también en otros fipos celulares, como los linfocitos T (Dolmetsch y Lewis,
1994}, las neuronas y las células pancredticas (Gilon et al, 1993; Bergesten
et al., 1994).

Aungue algunos autores sugieren que el patron de oscilaciones
depende exclusivamente de la liberacién de calcio de depdsitos
infracelulares  {Guerineau et  al, 1992), en «algunos modelos
experimentales se ha visto que la generacidon de oscilaciones depende
también del influjo de Ca? del medio extraceluiar (Dolmetsch y Lewis,

1994). Se han propuesto dos modelos distintos para fratar de explicar el
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mecanismo de la generacidon de oscilaciones en la concentracidon
intracelular de este ion. Uno de ellos propone la existencia de dos pozas
intracelulares de calcio diferentes: una sensible al IP3 v Ia ofra sensivle a
la ryanoding, entre las cuales opera un mecanismo de liberacion de
calcio inducido por el propio caicio que las acopla (Stojilkovic et al., 1994;
Lytton y Nigam, 1992). La aliernancia entre 1a liberacién y el secuestro del
Ca?* entre las dos pozas, en conjunto con ia entrada de calcio del medio
extracelular, explicaria las oscilaciones en la conceniracidon de este ion.
Apdarentemente en los gonadotropos las oscilaciones dependen de una
sola poza iniraceiular de calcio, sensible a IP3, y los recepiores de
ryanodina no parecen fener ningin papel en las respuestas de calcio
infracelular ni en el acoplamiento estimulo-secrecidén en estas células

(Stojiikovic ef al., 1994).

Bl modelo que mejor explica o generacion de oscilaciones de
calcio en los gonadotropos propone ia exisiencia de una sola poza de
calcio intracelular, sersible a IP3. La produccidn de este segundo
mensdjero livera calcio de esta poza, produciendo un incremento en Ia
[Caz}. La [Ca tiene un efecto bifdsico sobre fos receptores de IP3: ¢
bajas conceniraciones iiene un efecto positivo, mientras que a altas
concentraciones tiene un efecto negativo. La actividad del receplor de
IP3 también es modulada por la concentfracion de calcio infraluminal.
Cuando la poza estd llena, su sensibilidad al segundo mensgjero es baja,
mienfras que cuando disminuye la concentfracidn infraluminal de calcio,
esta sensiviidad se incrementa, de manera que al producirse una
liceraciéon inicial no es necesaric mantener una concentfracion de iP3
constante para continuar con la liberacion de ia poza. Las oscilaciones

en la [Ca} no reguieren tampoco que ocuran oscilaciones en la
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concentracién de IP3 para iniciarse ni para mantenerse. Cuando la poza
se lbera vy aumenta la [Ca?], los receptores de IP3 son regulados
negativamente, de manera que cesa asta liberacién. Como ya se dijo, el
incremento en la [Ca?] acfiva una coriente saliente de pofasio
dependiente de calcio (por medic de canales sensibles a la apaminag), lo
que produce una hiperpolarizacion de la membrana que remueve g
inactivacidon de los canales de calcio y de sodio dependientes de
voltgje. Al activarse los canales de sodio se dispara una serie de
potenciales de accion, o que hace que se activen a su vez los canales
de calcio y enire Ca* a la céluia. La ATPasa de Ca? del reticulo
endopldsmico bombea este ion al interior del depdsito, v las bombas en
la membrana plasmdtica sacan caicio de la célula, disminuyendo Ia
[Caz y reiniciando asf el ciclo. La generacidn de oscilaciones de calcio
en los gonadotropos ha sido simulada con  algunos modelos
matemdticos (Goldbeter et al., 1990; Keizer y De Young, 1992; Li et al.,
1994}

Ademds de ias oscilaciones temporales, la compleja dindmica que
sigue el Caz infracelular produce gradientes espaciales en las
concentraciones de este ion, es decir, la [Ca*) es diferente en distintas
zonas del citoplasma celular. Dada la velocidad de difusidon de los iones
de calcio en el citoplasma, se cree que en los tiempos relevantes para
las respuestas fisicldgicas tas sefales de caicio deben estar restringidas a
zonas cercanas a aguellas en donde entran los iones a fravés de los
canales en la membrana o donde son liberados a través de los canales
de IP3. Estas zonas ocupan apdrentemente volimenes subceluliares muy
pequefios, dentro de los cuales probablemente la concentracién de

calcio es mucho mayor de lo que se ha estimado {Augustine vy Neher,
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1992b). Esto se ha demostrado directamente en espinas dendriticas en
neuronas del hipocampo (Mueller v Connor, 1991} v en somas de
neuronas simpdticas {Herndndez-Cruz et al, 1990). En céiulas cromafines,
la entrada de calcio a fravés de canales en la membrana plasmdética es
mucho mas efectiva para estimular la secrecion gue la elevacion de!
calcio a niveles similares por liberacion de pozas infracelulares © por
didlisis a través de una micropipetq, lo que sugiere que al entrar calcio
por dichos canales la [Ca?] que se alcanza en la vecindad de éstos (y
crobablemente en las zonas de exocifosis) es mucho mayor que el
promedio que se mide con Fura-2, mienfras que cuando se eleva ia
[Ca?) por tos otros métodos la respuesta no llega con la misma
infensidad a las zonas de exocitosis. Esto demuestra indirectamente que
deben haber gradientes subcelulares en la [Ca?*}; (Augustine y Neher,
1992a). En [os gonadoiropos se han obtenido resultados similares. Por
medio de deferminaciones de la secrecidn por medidas de la
capacitancia membranal, se ha observado que hay mucha mds
secrecidon cuando la {Ca?) es elevada mediante la aplicacién de GnRH
(por la liberacidn de pozas intracelulares) que cuando se eleva de
manera uniforme por medio de la fofdlisis de calcio enjaulado. Esto
demuestra también de manera indirecta gque ante ia estimulacion
fisicldgica hay gradientes espaciales de calcio y que la medicidn
promedio de la [Ca} en la célula subestima las concentraciones de
este ion en algunos sitios relacionados con la exocitosis y con las pozas
intracelulares que liberan Ca? (Tse et al., 1997). La determinacién de la
[Caz) en situaciones en las que hay gradientes espaciales presenta

grandes dificultades metodoldgicas (Augustine y Neher, 1992b).
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B) Respuestas bifdsicas

Cuando la conceniracidn de GnRH aplicada a ios gonadotrepos
es de 10 nM & mayor, la respuesia en la [Caz]i en los gonadotropos
presenta un patrdn bifdsico, que consiste en un incremento inicial rapido
y de gran ampiitud pero de corta duracion en ia [Ca?)i seguido por una
elevacidon menor pero sostenida por encima del nivel basal de la [Ca?tj
(mesetaq}, sin presentar oscilaciones. Aparentemente, la respuesta rapida
depende de la liberacidn de las pozas infracelulares de calcio, mientras
que la sostenida depende del influjo de calcio extracelular. Este tipo de
respuesta produce una secrecion sostenida de gonadotropinas. Se ha
reporfado que los gonadotropos pueden presentar una secrecion
transitoria, que depende Unicamente de la liberacidn de las pozas
intracelulares y se puede presentar aln en ausencia de caicio
extracelular {Tse ef al., 1993; Chang et al., 1988; Naor et al., 1988; McArdle
y Poch, 1992). ’

Aparentemente estos tipos de respuestas (subumbrales, oscilatorias
y bifdsicas), asi como la frecuencia de oscilaciones en el segundo tipo de
respuesta, son una forma de codificar las diferentes sefiales producidas
por distintas concentraciones de los agonistas que las regulan (Leong,
1991).

Para evitar los efectos téxicos del calcio, la concentracidn de este
ion regresa al nivel basal unos minutos después de ia estimulacion,
mediante los mecanismos de recapfura del calcio en las pozas
intracelulares, y su salida a fravés de canales © bombas en la membrana

plasmatica.



5. Células al3-1: un modelo para el estudio de los gengdofropos.

Uno de los obstaculos para  analizar los mecanismos de
transduccion que utiliza la GnRH para reguiar la secrecidn de las
gonadotropinas es el hecho de que los gonadotropos constituyen sdlo
enire el 5y el 15% de la poblacién celular total de la hipdfisis {Childs,
1986). La incapacidad de los gonadotropos para dividirse en cultivo limita
el nimero de células que puede ser obfenida en cultivos primarios
(Tougard v Tixier-Vidal, 1994). Estas dificuttades han podido ser superadas
al menos en parte gracias al desarollo de algunas lineas celulares
transformadas de gonadotropos de ratén, enfre las que se encuentra la
lamada oT3-1 (Windle et al., 1990). Las células oT3-1 fueron desarroiladas
mediante la técnica de tumorigénesis genéticamente dirigida, uniendo &l
promotor del gen que codifica para ka subunidad dlfa de las hormonas
glicoprotéicas con el gen del antigeno T del virus SV40. Este gen hibrido
fue inyectado en ovocitos fecundados de ratdn, gque fueron implantados
en hembras pseudoembarazadas para su desarolio. Al nacimiento,
algunos de los productos presentaron tumores hipofisiarios a partir de uno
de los cuales se pudo dislar la linea celular oT3-1. Esta linea sinfetiza y
secreta Unicamente la subunidad aifa de las hormonas glicoprotéicas, sin
embargo expresa receptores especificos para la GnRH pero no para la
TRH, lo que la define como una linea celular del lincje de los
gonadotropos {(Windle et al., 1990).

Los receptores para la GnRH expresados en las celulas ol3-i
presentan una afinidad por la GnRH similar a la de los receptores que se
expresan en la hipdfisis de ratdn y de rata (Kd = 0.50 nM) y una densidad
aproximadamente 5 veces mayor (1.6 pmot/mg confra 0.33 pmot/mg en

hip&fisis de ratdn). Aunque no es posible hacer una comparacién direcia
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de las células «I3-1 y los gonadotropos, ya que éstos representan
aproximadamente el 10% de las células hipofisiarias, el nUmero de
recepiores en las células al3-1 no parece ser significativamente distinto
que en ios gonadotiropos {(Hom et al., 1991).

Los receptores para la GnRH en la linea celular oT3-1 estan
acoplados positvamente a la hidrdlisis de fosfoincsitidos a través de
proteinas G del tipo Go/Gn (Shah y Milligan, 1994), con fa consecuente

formacién del IP3 (Horn et al., 1991; Perrin et al., 1993).

La unidn de la GnRH a sus recepiores en estas células produce un
incremento bifasico en la [Ca2*)i, similar al observado en gonadotropos
nomales {Merelli et al, 1992, Anderson ef al, 1993;}, cuyo primer
componente (pico) involucra la liberacidn de Ca? dependiente de 1P3
asi como la enfrada de calcio del medio exiracelular a ifravés de
canales operados por segundos mensgjeros, mieniras que el segundo
(meseta) involucra la entrada de Ca? por medio de canales activados
por la cinasa de proteinas C {Anderson ef al., 1992). Sin embargo, no se
han observado oscilaciones de la [Ca?} en esta linea celular. Ademds, la
movilizacién de Ca?t en respuesta a la GnRH en las célufas aT3-1 tiene
una sensibilidad de uno a dos ordenes de magnitud menor gue los
gonadotfropos normales {Merelli et al., 1992; Stojilkovic et al., 1993). La
aclivacidn de los receptores para la GnRH en estas células aumenta
también la actividad de canales de calcio dependienfes de voligje
(Bosma vy Hille, 1992). Estas células presentan canales de calcio tanto de
tipo T como de tipo L (Hom et al., 1991), ademds de canales de sodio
sensibles a tefrodotoxina, y varios fipos de canales de potasio, que

incluyen canales sensibles a calcio (Bosma y Hille, 1992).
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La GnRH ademds estimula la transcripcion del gen de ia hormona a
glicoprotéica y regula la cantidad de receptoreas para la propia GnRH en
ia superficie de estas células (Windle et al., 1990; Ben-Menahem et al.,

1992; Ben-Menahem et al., 1994; Mason et al., 1994).

La linea celular aT3-1 ha sido utilizada ampliamente para estudiar la
regulacién de la transcripcidn del gen de la hormona a-glicoprotéica asf
como la expresidn funcional y el reciclaje de los receptores para la GnRH
(Windle et al., 1990; Ben-Menahem et al., 1992; Barnhart y Meilon, 1994).
Sin embargo, la regulacidn de la secrecidn hormonal en ésta linea

celular no ha sido estudiada.

1.5.1 Antecedentes inmediatos (resultados preliminares).

Resultados preliminares de nuestro grupo de frabagjo mosiraron que
al tratar a las células al3-1 con distintos farmacos que se sabe producen
un incremento en la [Ca?*y;, resultaban en distintas respuestas secretoras:
mientras que algunos fratamientos (como algunos iondforos de calcio) si
eran capaces de estimular la secrecién, otros {entre ellos la GnRH) eran
completamente inefectivos para desencadenar la respuesta secretora

(Martinez de la Escalera et al., 1991).

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Estas observaciones sugieren gue las células al3-1 presentan un
defecto en el acoplamiento funcional entfre la sefal producida por Ia
GnRH vy la secrecion hormonal y proveen las bases para proponer gue et
aumento transiforio bifdsico de 1a [Ca?}, que se sabe es preducido por

ia GnRH en esfas células, no es suficiente para causar ia exocitosis. ES

28



posible que en las células oT3-1 esié ausente algin componente de Ia
respuesta de Ca?* disparada por la GnRH, el cual puede ser substituido
farmacolégicamente por la accién de un iondforo de calcio. E
desacoplamiento entre la activacion de los receptores para ia GnRH v ia
secrecidon podria ser el resultado de un defecto en los mecanismos de
movilizacién de calcio de las pozas intracelulares, aunque no se puede
descartar la posibilidad de que los mecanismos efectores de la exccitosis
en estas células presenten una menor sensibilidad al calcio, o un umbral
de activacién de la exocitosis més alto gue los gonadotropos normales.
Las células af3-1 pueden por lo tanto representar un modelo Unico para
estudiar este paso crucial en el ccoplamiento entre las sefaies

estimuladoras y la secrecion.

. OBJETIVOS

Generat:

Estudiar el papel del calcio en el acoplamiento estimulo-secrecién
en células endocrinas, utilizando como modelo a las células al3-1.

Particulares:

- Comprobar medianie ensayos de unidn especifica de
radicligandos, Ia presencia de los receptores que liberan las pozas
infracelulares de calcio en las células af3-1, especificamente los
recepiores de IP3 y de ryancdina.

- Caracterizar las respuestas tanto de secrecidén como en la
concentracidn de calcio intracelular a la aplicacién de GnRH, a la
despolarizacién de la membrana piasmdtica por alfo potasio, y a ia

ionomicing, un iondforo de calcio.
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IIl. MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo celular

Las células al3-1 entre los pasajes 10 y 30 fueron cultivadas sobre
cajas de petri de 10 cm de didmetro (Costar corporation, Cambridge.
MA), con medio de cullive de Eagle modificado por Dulbeco {D-MEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina-
estreptomicina (P-S), 100 U/mi de gentamicina y 0.3 mg/mi de giutamina
(GIBCO BRL). Los cultivos s& mantuvieron denfro de un incubador a
temperatura constante de 37°C con alta humedad y 5% de CQOa. El
medio se cambid cada 3 dias. Cuando las céluias alcanzaban una
confluencia del 90-100% eran subcultivadas disociandolas con una
solucidn safina balanceada con tripsina al 0.05% y EDTA-4Na 0.53 mM
(Gibco BRL} y cenfrifugdndolas a 800 rpm por 8 minutos en una centrifuga
clinica, para después resuspenderlas vy resembrarias en con medio de

cultivo,

2. Ensayos de unidn especifica de 3H-ryanoding v de 3H-ins 1,45 P3 g

membranas de la fraccidn microsomal de las células ol3-1.

Con el objeto de comprobar la presencia de tos receptores de Ins
1,4,5 P3 y la ausencia de los receptores de ryanoding, y caracterizar asi
los mecanismos de liberacidn de calcio de las pozas intracelulares en
esta linea celular, se redlizaron ensayos de union especifica de 3H-
ryanodinga y de 2H-ins 1,4,5 P3 a membranas de la fraccion microsomal de

las células al3-1. La técnica que se utilizd para realizar el fraccionamiento
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subcelular es una modificacion de la descrita por Damiani et al. {1991} v

se describe brevemente a coniinuaciéon.

2.1 Obtencidn de la fraccidn microsomal de membranas de las células
al3-1

Se cultivaron, para cada exfraccion de membranas, 40 cajas de
oetri de 10 cm de didmetro con células «T3-1. Cuandoe llegaron ai 80-
90% de confluencia, se les retird el medio de cultivo, vy se agregaron 2 ml
de un buffer de lisis {sacarosa 0.25 M, MOPS 10 mM, DIT 1 rﬁM) con
inhibidores de proteasas (PMSF 0.2 mM, benzamidina 0.2 mM, pepsiatina 2
mag/mi, leupepting 2 mg/ml, aprotinina 2 mg/mil) frio. Las células se
despegaron del plato con un raspador Costar, y se transfiieron a tubos
de centrifuga, manteniendo los tubos en hielo. Una vez colectados los 80
ml en dos tubos de 50 mi, se cenfrifugaron kas células a 800 rom en una
cén’m’fugo ciinica, se les retird el medio, se determind el peso humedo de
las células, v se resuspendieron en el mismo buffer de lisis, en un volumen
de 5 veces su peso humedo. Se lisaron las células por homogeneizacion
(tefldn-vidrio por un minuto a la velocidad maxima del horﬁogenizcidor) y
sonicaciéon (3 pulsos de 1 minuto) , vy se dislaron las membranas de Ia
fraccion microsomal  mediante  las  siguientes centrifugaciones
consecutivas: 10 minutos a 1000 X g para eliminar los ndcleos y las células
que quedaron enteras, seguido de 20 minutos @ 7700 X g para eliminar las
mitocondrias y finalmente 40 minutos a 110,000 X g para precipitar 1a
fraccidn microsomal. Bsta fue resuspendida y homogenizada en tn
volumen pequefio {aprox. 500 ul) del buffer de lisis y se hicieron alicuotas

de 50 ul que se guardaron a -70°C,
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Una vez extraidas las membranas, se determind la concentracion
de proteinas en el extracto mediante el método descrito por Lowry et al.
(1951}, y se caiculd el volumen del exiracto de membranas necesario
para obtener 100 ug de proteina, canfidad que se utilizd para los ensayos

ade unién.

2.2 Ensayos de unidn con 3H-rvanoding

Los ensayos de unidn de 3H-ryanodina (segun Hamilton et al., 1989}
se redlizaron incubando 100 ng de membranas con HEPES 10 mM, KCi 300
mM y CaClz 100 mM pH 7.2, y 7.5 nM de 3H-rya duranie 15 a 17 horas a
temperatura ambiente. Para cuantificar la union inespecifica, a algunos
tubos se les adiciond 25 mM de ryancdinag fria. Se utilizd un velumen total
de 200 ul en cada tubo, y cada determinacion se realizd por triplicado.
La ryanoding no unida a las membranas se separd de la unida por
filttracidén. Las muestras fueron filiradas con filtros Whatman GF/Fy lavadas
5veces con 5 mi de KCI 0.3 M. La radioactividad retenida en ios filtros fue
determinada por conteo en centelleo liquido. Como control poesitivo, v
para validar el método, se utilizaron membranas microsomales de
muUsculo esquelético [reticulo sarcopldsmico) v de cerebro (fraccion
microsomal) de rata. Estas ditimas, se dislaron siguiendo la misma

metodologia empleada para las celulas al3-1.

2.3 Ensayes de union con 3H-lns 1,4,5 P3

Para los ensayos de unidn de 3H-ins 1,45 P3 se siguid el
procedimiento descrito por Furuchi et al. (1993], que se resume a

continuacién; se mezclaron 100 ug de membranas de las celulas o3 con
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un buffer de Tris HCI 25 mM, NaHCOs 5 mM, EDTA 1 mM, DTT 0.25 mM pH 8§,
10 nM de 3H-iP3 y 1 uM de [P3. Se utifizd un vorlumen total de 120 ul en
cada tubo y cada determinacidn se realizd por duplicado. Se incubd en
hielo durante 30 minutos, agifando cada 10 minutos. El 1P3 no unido a las
membranas se separd del unido por filtracidn. Las muestras fueron
filtradas con filiros Whatman GF/F y lavadas 5 veces con 5 ml de buffer
Tris HCI25 mM, NaHCOz 5 mM, EDTA 1 mM. pH 8. La radioactividad
retenida en los filtros fue determinada por contec en centelleo liguido.
Como control pesitivo, v para validar el método, se ulilizaron membranas
microsomales de cerebro de rata.

Después de ensayos preliminares para determinar la presencia de
unidn especifica, se realizd una curva de saturacidn, ulilizando
concentraciones crecientes de 3H-IP3. A partir de esia curva se realizd
una transformacién de Scatchard para obtener ia afinidad de los
receptores y su densidad en las membranas microsomales de las células
al3-1.

3. Determinacidn de g secrecidn hormonal con la técnica de

precipifacién de proteings totales marcadas con 355-met y cvs.

Para las determinaciones de la secrecidn hormonal en respuesta a
distintos farmacos, las células «T3-1 fueron sembradas en cajas de 24
pozos {Costar corporation, Cambridge, MA) cublertos con matrigel, v se
incubaron a 37°C con 5% de CO: hasta alcanzar aproximadamenie el
70-80% de confluencia. Entonces se sustituyd el medio por D-MEM libre de
meftioning v cisteina y suplementado con 10% de suero fetal bovino, 0.3

mg/ml de givtamina y 100 U/ml de P-S y con S0ui de una mezcla de 355-
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met y 3S-cys (10 mCi/mi). Las células se incubaron con esie medio
durante 18 horas para permitr que incorporaran los amincdcidos
marcados. Al cabo de este tiempo se retird el medio v se lavaron las
céiulas con D-MEM sin suero durante 30 minutos. El medio se volvid a
cambiar y se agregaron los diferentes tratamientos farmacoldgicos,
incubando durante 60 minutos, al cabo de los cuales se colectd el medio
de cultivo en tubos eppendorf de 1.5 ml. Cada fratamiento se reclizé por
cuadruplicado. Se reaqilizaron confroles con cada uno de los vehiculos en
los que se disolvieron los fdrmacos. Bl medio de incubacidn se centrifugd
para eliminar fas células desprendidas y se mezclaron 500 w de medio de
incubacion con 500 ul de acido triclorcacético (TCA} at 20% v 10 w de
albdmina de suero bovine 10 mg/ml. Se incubd a 4°C durante 40 minutos
y después se centrifugd durante 15 minutos a 4°C. El pellet se resuspendid
en 50 ul de NaOH 1IN vy se contd ia radioactividad en 40 ul de esta

suspension por centelleo liquido.

4. Determinacion de la viabilidad celular despuées de ios tratamientos

farmacoldgicos:

Como el método que se ulilizd para determinar la secrecion de
orotelnas en las células al3-1 puede detectar cualquier proteina gque
haya sintetizado la céiula durante el periodo de marcaje metabdlico vy
que se encuentre en el medio de incubacion, se realizaron controtes de
viabilidad celular después de aplicar cada uno de los tratamientos
vtilizados, ya que en gl case de que hubiera muerte celular, ias proteinas
de las células rotas podrian ser detectadas como proteinas secretadas af

medio de cuitivo, sin serlo.
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Para determinar ia viabilidad celular se ufilizaron dos métodos
distintos: 1) determinacion de aclividad de la enzdma laciato
deshidrogenasa en el medio de incubacién, v 2) el método colorimétrico
de reduccion de MTT. Estos métodos se describen a continuacion:

4.1 Determinacion de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa
en el medio de incubacion.

En caso de que dalgunas células murderan y su membrana se
rompiera, se liverarian al medio enzimas infracelulares, de manera gue
determinando la presencia de alguna de estas enzimas en el medio
podemos fener un indice del porcentgje de muerte celular. La enzima
lactato deshidrogenasa {LDH) fransforma el piruvato en tactato, utilizando
al NADH como coenzima, siguiendo la reaccidn gque se muestra o
continuacion:

Piruvato + NADH + H¥ «————> L{+}-Lactato + NAD+
El equilibrio es hacia el lactato y el NAD*.
ta actividad de LDH &s medida por la disminucién de la absorbancia a

340 nm debida a la oxidacion del NADH.

Para medir la actividad de lactato deshidrogenasa en el medio de
incubacion de las células aT3-1 se mezclaron 2.5 mt de una solucion de
Tris 81.3 mM, NaCi 203.3 mM NADH 0.244 mM pH7.2 con 50 ul del medio
de incubacidon que se desea analizar y para comenzar la reaccidén se
agregaron 0.5 mi de una solucidon de Tris 81.3 mM, NaCl 203.3 mM
piruvato 9.76 mM. Se mezcid bien agitando en un vortex, se leyd ia
absorbancia a 340 nm inmediatamente después de adicionar el piruvato,
y después cada minuto durante 4 minutos. Las lecturas se transformaron a
nmol de NADH consumidos por minuto por milllifro con la siguiente

formula:
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Lectura inicial - Lectura final
nmol NADH/min mi =

(C.EM.) {tiempo en min) {volumen de muestra en ml)

donde C.E.M. es el coeficiente de extincion molar del NADH = 0.00622

4.2 Reaccicn con MTT.

Este método utiliza una sal tefrazdlica soluble, e bromuro de 3-{4.5-
dimetiitiazol-2-yl}-2,5 difenitefrazolio (MTT) que las células viables reducen
a formazdn (insoluble) perc las muertas no. La cantidad de formazdan
producido es directamente proporcional al nimero de células viabies, La
ventaja de éste método es gue perrﬁi’re cuantificar el nimero de celulas
vivas en una monocapa adherida al plato de cultivo. Bl formazdn forma
cristales de color azul-vicleta y al ser solubilizade con un solvente
orgdnico se puede cuaniificar su  densidad OSptica en  un
espectrofotémetro para microplatos (lector de ELISA).

Para redlizar las pruebas de viabilidad con MITT, se sig}uié una
modificacién del método descrito por Mossmann {1983): se sembraron
células aT3-1 en cqjas de 96 pozos, y cuando llegaron a confluencia del
90% se lavaron con solucion de Locke (NaCl 154 mM; KCi 5.6 mM; MgCla 1
mM ; CaClz 2.2 mM; NaHCOs 6 mM; HEPES 2 mM; glucosa 10 mM) durante
30 minutos, al cabo de los cuales se les aplicd el fratamiento
farmacoldgico (los mismos que se utillizaron en los experimenios de
determinaciéon de la secrecién) durante 1 horqg, vy posteriormente se les
retird el medio, y se les reemplazd por 100 ul de la solucidn de Locke. A
cada pozo se le agregaron 10 ul de MITT disuelto previamente en
amortiguador de fosfatos [5 mg de MTT/ml) v se incubaron durante
cuatro horas a 37°C con 5% de CO:2y humedad saturada. Posteriormente

a cada pozo se le agregaron 100 ut de una scolucion con de laury! sulfato
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de sodio (SDS) al 10% p/v y HCI 0.03% v/v. La placa se incubd durante
30 minutos para asegurar la disclucion de los cristales de formazén. Se
homogeneizd &l colorante pipéteandolo varias veces y se cuantifics Ia
apsorbancia a 595 nm en un lector de ELISA. Se compararon los distintos

tratamientos con el control mediante la prueba de t de Student.

5. Inmunoprecipitacion de la hormona a-glicoprotéica.

Para comprobar la presencia de la hormona a-glicoprotéica tanto
en las células como en los medios de incubacidn, y validar asi el método
de precipitacidn con TCA, se realizé una inmunoprecipitacion (Lane,
1988), ufilizando el antficuerpo AFP-66P9986 NIDDK-NIH dirigide confra (@
hormona a—gl?copro’réico.

Las células fueron cullivadas en 3 platos de 3.5 cm de digmetro
cublertos con matrigel, y marcadas con #S-met y #5-cys, como se
describi® anteriormente. Al cabo de las 18 horas de incubacidon con el
medio de marcaje, éste fue coleciado y guardado en refrigeracidn con
inhibidores de proteasas. Las células fueron lavadas durante 30 minutos
con D-MEM sin suero vy una de las cgjas se tratd por una hora con
ionomicina 1 mM. Al cabo de este fiempo, se colectaron los medios de
incubacién, se les agregaron inhibidores de profeasas y tanto estos
Gitimos, como los medios de marcaje, se concentraron en centricones
No. 3. en una centrifuga Sorvail durante 80 minutos,

Prelavado:

Las muestras se incubaron con suere preinmune (5 ml por cada 500 m
de muestra) a 4°C agitando durante 1 hora. Después se agrego
pansorbing, se incubd durante 30 minutos con agifacidn a 4°C y se

cenhrifugd para eliminar las proteinas que se unieron inespecificamente a
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ias inmunoglobuiinas. Los sobrenadantes se colectaron vy se les agregd
proteina A-sefarosa, incubando una hora a 4°C con agitacion. Al termino
de este iempo, se centrifugaron las muestras durante 10 minutos.
Inmunoprecipitacion:

A un mdéximo de 500-600 ul de muesira se agrego el volumen
necesaric de buffer Net-gel para complefar 1 mi. Se adiciond el
equivalente de 1 mi de anticuerpo anfi-a-LH sin diluir a cada muestra. A
una de las muestras control se le puso suero preinmune en lugar del
anticuerpo. Se incubd toda la noche a 4°C con agitacidn.

Al dia siguiente se ohadié a cada tubo 25 ul de proteina A-sefarosa
y se incubd con agitacion durante 1 hora a 4°C. Se cenfrifugd 5 minutos a
velocidad mdxima en una microcentrifuga y se descariaron (os
sobrenadantes.

Lavados.

El pellet de sefarosa fue lavado tres veces durante 20 minutfos: el
primer {avade con buffer Net-gei (NaOH 0.5 M), el segundo con buffer
Net-gel con SDS y el tercero con buffer Tris-NPO.. Bl psllet se resuspendid
en 20 ml de solucidén de Laemli 2X CR, se taparon los tubos, se agitd y se

calentd a bafo Maria en ebullicidn durante 5 minutos.

Electroforesis en gel de poliacrifomida

Las muestras de las proteinas inmunoprecipitadas fueron separadas
por electroforesis en gel de poliacriiamida de 1T mm de grosor. Los geles
se fifleron con azul de Coomasie, se destiheron con una solucion de
Acido acético 10% y metanol 20% y se sumergieron en solucion
“enhance" por una hora a temperatura ambiente, con agitacion. Se

retird la solucién y se bafid el gel con agua desionizada fria, incubando
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por 30 minutcs, Los geles se dejaron secar vy se expusieron en hyperfiim

durante tres semanas.

4. Determinacidon de la concentracion de calcic intrgcelular mediante

indicadores fluorescentes, utilizando como fluordforo el INDO-1.

Para las determinaciones de la concentracion de calcio
intracetular Se cultivaron las células «T3-1 en cajas de petri de 10 cm de
didmetro. Cuando ias células alcanzaron el 90-100% de confluencia se
cargaron con INDO-1/AM, para lo cual se incubaron con 10 uM de éste
indicador (concentracion final en 5 ml de medio D-MEM] durante 40
minutos a 37°C con 5% de COs. Ei fluordforo no incorporado se elimind
incubando a continuacidn en una solucién extracelular compuesta por
NaCl 145 mM; KClI 5 mM; MgClz 2 mM; CaClz 1.8 mM; HEPES 1.5 mM;
glucosa 10 mM, pH 7.2-7.4 durante 30 minutos y lavando después tres
veces con esta misma solucién, Las celulas se desprendieron del plato
con una pipeta de plastico (Falcon) y se resuspendieron en 15 m! de
solucidn  extracelular  (obteniéndose una  concentracion de
aproximadamente 106 células/mi). Las células en suspensidn  se
mantuvieron en un incubador a 37°C.

Se utitizaron 1.5 mi de esta suspension de células cargadas con
INDO-1 para cada experimento de determinacion de la [Caz,
colocando la suspension en una cubeta de plastico dentro de un
espectrofluordmetro {Aminco-Bowman AB-2}, con agitacion continua. Se
midié la fluorescencia emitida a 410 y 485 nM, con una longitud de onda
de excitacion a 34% nM, registrando la fluorescencia emitida una vez por
segundo, vy se catculd la [Caz) mediante la férmula:

[Ca#) = {R-Rmin / Rmax~-R) B.
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donde R es el cociente de las flucrescencias emitidas a 410 vy 485 nM en
cada de‘fermin.ccién; Rmax y Rmin los cocientes de Ias fluorescencias o
410 y 485 nM obtenidas al lisar las células con fitdn y al agregar EGTA 5
mM respectivamente [estas manipulaciones se realizaron al final de cada
experimento) v B es el cociente de lo fluorescencia a 485 nM del
indicador libre entre la flucrescencia a 485 nM del indicador safurado
con Ca?,

Se defermind en cada expermento la [Caz} basal de la
poblacién cefular durante dos minufos, vy después se aplicaron los
distintos tratamientos, adicionando los farmacos con una jeringa Hoamilton
a fravés de un orificio en la tapa del especirofluorémetro.

Se determinaron los cambios en la [Caz} en respuesta a GnRH,
ionomicina, maitotoxina y afto potasio, asf como el efecto de la qusencia
de calcio extraceluiar y de farmacos que afectan la liberacion de calcio
de las pozas intracelulares de calcio sobre algunos de estos tratamientos.

Se calcularon las dareas bajo la curva de cada registro de [Ca., v
se promediaron todas las dreas bajo la curva de las réplicas de cada
fratamiento. Los distintos tratamientos se compararon mediante ANOVA

de una via.

Estadistica

En los experimentos de secrecion de proteinas se compararon los
distintos fratamientos mediante ANOVA de una via.

En las determinaciones de [Ca?*)i se calculd el drea bajo la curva
de cada tfrazo y se compararon las areqas de las respuestas a GnRH 100

nM, lonomicina 1 uM y K* 50 mM mediante una ANOVA de una via, y las
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resbues’ros a GnRH con y sin pretratamiento con thapsigargina mediante

una t de Student.

IV. RESULTADOS

1. Ensayos de unidn especifica de 3H-rvanoding v de 3H-ins 1,4.5 P3.

Con el objeto de caracterizar los receptores liberadores de las
pozas intracelulares de calcio presentes en las células of3-1, y confirmar
asi la presencia de algunos de los mecanismos que se ha propuesto que
regulan la dindmica de caicio infracelular en esta linea, se reaiizaron
ensayos de unidn especifica de *H-ryanodina y de ®*H-Ins 1,45 P3 a
membranas de la fraccidn microsomal de las células.

Los resultados obtenidos en los ensayos de unién de 2H-ryanodina
se encueniran resumidos en lka Tabla 1. En estos ensaycs no se pudo
detectar unién especifica de 3H-ryanodina a la fraccién microsomal de
las células aT3-1, adn cuando se incrementd ires veces la cantidad de
membranas en el ensayo. Se redlizaron ensayos con las fracciones
mitocondrial y nuclear asi como con extractos de membranas totales
para comprobar que, de estar presentes, los receptores no hubieran
quedado en estas ofras fracciones al hacer la separacidn de
membranas. En las fracciones mitocondrial y nuclear, asi como en el
exfracto de membranas totales de las células al3-1 tampoco se
encontrd unidn especifica detectable. Se realizaron asimismo ensayos de
unién en exiractos de membranas totales de adenohipdfisis de rata, en

los que tampoco se pudo detectar unidn especifica de 3H-ryanodina.
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respues‘ros a GnRH con v sin prefratamiento con thapsigargina mediante

una t de Student.

IV. RESULTADOS

1. Ensavos de unidn especifica de 3H-ryanodina v de 3H-Ins 1,4,5 P3,

Con el objeto de caracterizar los receptores liberadores de las
pozas infracelulares de calcio presentes en las cétulas of3-1, y confirmar
asi la presencia de algunos de los mecanismos gue se ha propuesto que
reqgulan la dindmica de calcio intracelular en esia lineq, se realizaron
ensayos de unidén especifica de *H-ryanodina y de 2H-Ins 1,45 P3 «
membranas de la fraccidn microsomal de las células.

Los resultados obtenidos en los ensayos de unidn de 3H-r§/qnodino
se encuentran resumidos en la Tabla 1. En estos ensayos no se pudo
detectar unién especifica de *H-ryancdina a la fraccidn microsomal de
las células aT3-1, aln cuando se incrementd fres veces la canfidad de
membranas en el ensayo. Se redlizaron ensayos con las fracciones
mitocondrial v nuclear asi como con exiractos de membranas totales
para comprobar que, de estar presentes, los recepfores no hubieran
quedado en estas ofras fracciones al hacer la separacion de
membpranas. En las fracciones mitocondrial y nuclear, asi como en &l
extracto de membranas totales de los células al3-1 tampoco se
encontrd unidn especifica defectable. Se realizaron asimismo ensayos de
unidn en exiractos de membranas totales de adenchipdfisis de rata, en

los que tampoco se pudo detectar unidn especifica de H-ryanodina.
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Como confroles positives en estos ensayos de unidn se  utilizaron
membranas microsomaies de cerebro y membranas de la fraccién
pesada del reticulo endopldsmico de mUsculo de rata. En el primer tejido
se obtuvo una unidn especifica comespondiente a 3.7 fmol de
receptor/mg proteina y en el segundo se encontraron 200 fmol de
receptor/mg proteina, cantidades similares a las reportadas previamente
(Zimanyi y Pessah, 1991), lo que demuestra que el ensayo funciond
adecuvadamente, y no hubo deteccidn de unidn de 3H-ryanodina en las

membranas de las células ai3-1.

Tejido
0 pmoles de receptor/mg de
fraccion proteina
Musculo 02
Corteza cerebrai 0.0037
aT3-1:
Microsomas No detectable
Nucleos No detectable
Mitocondrias No detectable
Memb. totales No detectable
Hipofisis No detectable
Tabla 1. Unién especifica de 3H-ryanodina a las diferenfes fracciones

membranales de las células a13-1 y a membranas de la fraccidn microsomai

de cerebro, musculo e hipofisis.

En cuanto a los ensayos de unién de 3H-Ins 1,4,5 P3, se detectd

unidn especifica a la fraccidn microsomal de las células oT3-1,

12



coroborando asi la presencia de los receptores a este segundo
mensqjero en [a linea celular al3-1. La figura 1 A muesira la curva de
saturacién obtenida al incubar 100 ug de membranas microsomales con
concentraciones crecientes de 3H-Ins 1,4,5 P3 y después de restar la unidn
no especifica de la unidn total. La curva muesira una unidn especifica
saturable, con una saturacién aparente a partir de 10 nM de {P3. La
transformacion de Scatchard, presentada en la figura 1 8, fue consistente
con la presencia de un solo sitio de unidn, ya que la recta presenta una
pendiente continua. Con esta transformacion se estima una constante
de afinidad (Kd) por el ins 1,45 P3 de 3.18 nM y una densidad de

receptores (Bmax) de 50.5 fmol/mg de proteina.

2 .Efecto de distintos secretagogos sobre [as celulas oT3-1

La determinaciéon de Ia secrecidn por la técnica de precipitacion
de proteinas totales marcadas con 35S comprobd los resultados
oreliminares que mostraban la ausencia de estimulaciéon de la secrecion
con algunos secretagogos en confrasie con ofros, a pesar de los
incrementos en calcic infracelular reportados en la literatura (Perin et al.,
1993; Anderson et al., 1992). Los resultados obtenidos en esios estudios se

describen a continuacién:
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Curva de Saturacion de *H-IP3

A totai
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PPH-iP3] (nM)
B Transformacion de Scatchard
0,16 A
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g 0.12 - Bmax = 50.5 fmol/mg proteina
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Figura 1. Ensayos de unién especifica de *H-IP3 a la fraccién
microsomal de las células «T3-1. A, Curva de saturacion de 3H-1P3
B, Transformacion de Scatchard de la unién de *H-IP3.



2.1 Ausencia de esfimulacion de la secrecion por la Hormonao Liberadora
de Gonadofropinas y por la despolarizacion de fa membrana

plasmatica.

Como se muestra en la figura 2, la incubacidn de las céluias al3-1
durante 60 minutos con la hormona liberadora de gonadotropinas (100
nM), el estimulo fisioldogico que regula la secrecion hormonal en los
gonadotropos, fue completamente inefectiva para estimular la secrecién
de proteinas al medio de incubocién con respecto ai contfrol.
Concenfraciones menores de la hormona tampoco fuvieron ningon
efecto sobre la secrecion hormonal (estos datos no se muestran).

De manera similar, ofros fratamientos que se espera eleven |la
[Ca2+}, como la despolarizacion de la membrana celular con verairidina
50 mM {un activador de canales de sodio), o con concentraciones altas
de potasio (56 mM] en el medio extracelular, fueron igtfclmen’{e
inefectivos para estimular la secrecién, e incluso se puede observar una
tendencia a lg inhibicidn de la secrecidn con respecio a las céluias

conirol, aungue ésta no es estadisticamente significativa.
2.2 Estimulacion de la secrecion con ionomicing.

En confraste con esta ausencia de estimulacidn, el fratamiento por
40 minutos con el iondforo de calcio ionomicing, estimuld
significafivamente la secrecion de proteinas en las células ol3-1 de
manera dependiente de la dosis, obteniéndose efectos significativos con
respecto at control con las concentraciones de 160 nM y 1 uM del
iondforo, como se muestra en la figura 3. Estas concentraciones

produjeron un incremento de 100 y 500 % con respecto a la secrecién
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Secrecién en respuesta a GnRH y a la
130 7 despolarizacidén en las células o T3-1
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Figura 2. Secrecidn de *°S-proteinas totales determinadas por precipitacién
con TCA. Se muestra el promedio +/- el error estandar de cuatro réplicas en
un experimento representativo de cinco realizados.
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Figura 3. Relacion dosis-respuesta de la estimulacion de la secrecion
con ionomicina. Se muestra el promedio +/- el error estandar de cuatro
réplicas, en un experimento representativo de tres realizados.



basal respectivamente, Las concentraciones de 10 nM o menores de
ionomicina no fuvieron efecio sobre la secrecidn. En la figura 3 se
muesira un exberimemo represenfativo de al menos 3 reglizados para
cada fratamiento, con 4 réplicas en cada caso. Las baras muestran la

media +/- el error estdndar de estas 4 réplicas.
2.3 Inmunoprecipitacion de la hormona a-glicoproféica.

Con el objeto de comprobar la presencia de la hormona a-
glicoprotéica en el medio de incubacion asi como en homogenados de
las células al3-1, y verificar asi que 1a secrecion de proteinas fotales
refieja 1a secrecidon especifica de ésta hormona, que es regulada por el
receptor a GnRH, se reclizd una inmunoprecipitacion de proteinas
marcadas con ¥S-met y 35-cys, utilizando un anticuerpo especifico anti-
a-LH {(NIH). La autoradiografia del gel en el que se separd el material
inmunoprecipitado se muestra en la figura 4. Mediante la separacidn de
ias protelnas por electroforasis en gel de poliacriiamida, se obtuvo una
banda marcada con un peso molecular de aproximadamente 20 KDa, el
peso esperado para la hormona a-glicoprotéica (Ramabhadran et al.,
1984). Bsto sugiere que efectivamente la hormona se encuentra en el
medio de incubacion de las céluias vy por lo tanto que es secretada por
éstas, por lo que al determinar las proteinas totales secretadas al medio
de incubacién podemos obtener un indice de la secrecion de la a-LH. Se
ha determinado que la canfidad de homona a-glicoprotéica
inmunoprecipitada comresponde a aproximadamente al 23% de las
proteinas totales precipitadas con TCA (Martinez de la Escalera y Weiner,

resulfados sin publicar).



Inmunoprecipitacion de la hormona a-glicoprotéica

Figura 4. Autorradiografia del gel de los productos inmunoprecipitados con el
anticuerpo AFP-66P3986.

Carriles 1 y 2.- marcadores de pesoc molecular pretefidos. La flecha indica el
peso molecular de 20 KDa. 3, 4 y 5.- medio condicionado de céiulas AT3-1
incubadas por 80 minutos con ionomicina 1 yM. 6, 7 y 8.- homogenado de
células3-1. 3 y B8.- incubacidn con suero preinmune.



3. Determinacionsas de la viabilidad celular después de los tratamientos

farmacoldqicos.

Para comprobar que las proteinas marcadas detectadas en el
medio de incubacidn después del fratamienfo con ionomicina eran
efectivamente producto de la secrecidn por exocitosis y ne de la muerte
celular o el escape inespecifico por algin tipo de dafio causado per el
farmaco aplicade, se redlizaron determinacionegs de |a viabilidad de las
células después de ser tratadas durante 60 minutos con los diferentes
farmacos que se utilizaron en los experimentos de secrecidn. Para ello se
utilizaron 2 métodos: 1) la determinacién de la actividad de la enzimc
lactato-deshidrogenasa (L-DH) en el medio de incubacién como un
indicador de ia fiberacién de enzimas citopldsmicas por muerte celular, y
2) la técnica de reduccidn de MIT, gue determina la cantidad
proporcional de células vigbles en el plato de cultive, ya que el
metabolisme de éstas causa la reduccidn del MTT a cristales de
formazdn, que dan un color azul-vicleta de manera que la densidad
optica obtenida en el cullivo es proporcional al nimero de células
viables en éste.

Como se observa en la figura 5, las determinaciones de actividad
de L-DH en el medio de incubacion de las células no mostraron ninguna
diferencia significativa enire las células control y las tratadas con 100 nM
& 1 uM de ionomicina (las concentraciones que provocaron estimulacion
significativa de la secrecidn). Concentracicnes menores del iondforo
tampoce causaron una disminucién en la viabllidad celular {estos datos
no se muestran). Como control positivo en estas determinaciones se midio
la actividad de L-DH en el medio de incubacidn de cétulas lisadas con

tritdn X 100 al 0.1%. En este caso todas las enzimas citopldsmicas son
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Actividad de Lactato-Deshidrogenasa en el
medio de Incubacion de células aT3-1 tratadas
120 — con ionomicina
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Figura 5. Determinacioén de la viabilidad celular por actividad de la enzima
Lactato-Deshidrogenasa en el medio de incubacion de las células oT3-1.
Las células fueron incubadas durante 60 minutos con las concentraciones
indicadas de ionomicina. Como control positivo, se lisaron celuias con
triton X100 al 0.1% y como controi negativo se incubaron con D-MEM.

se muestra el promedio de 8 pozos de células para cada tratamiento +/-
el error estandar.



iberadas al medio de cultivo al lisarse ia membrana plasmdtica. En estos
controles se obtuvo una actividad enzimdtica de aproximadamente 100
nmot de NADH/ml min en el medio de incubacién, mientras que tanto ias
células control como las tratadas con iohomicina mostraron menos dei
5% de la actividad observada en el control positivo.

La técnica de reduccidn del MTT (figura 6) reveld resultados que
llevan a conciusiones similares. No se observaron diferencias significafivas
en cuanto a la produccidon de formazdn entre las células confrol vy ias
tratadas con GnRH 100 nM, K+ 56 mM, ionomicina 100 nM o 1 uM durante
40 minutos tanto en ausencia como en presencia de calcio extracelular,
Unicamente la aplicacién de una concenfracidn mayor (10 uM) de
ionomicina causd una disminucion en la viabillidad celular determinada
por este método. Esta disminucién se observd sdio en presencia de calcio
extracelular, pero no en medio deficiente en calcio. Esia concentracion
de ionomicina no fue empleada en los experimentos de deferminacidn
de secrecidn, y Unicamente se muesira como control positivo en estas
determinaciones de viabilidad celutar, También como control positivo de
la disminucidn de la viabilidad celular, se utilizaron células lisadas con SDS
al 0.1%, las cuales no presentaron actividad de reduccidn del MTT a
formazdn.

Dado que la viabllidad celular no difirié significativamente en las
células tratadas con ionomicing, GnRH o alto potasio v las células control,
podemos inferir que las proteinas detectadas en el medio de incubacion
de las células tratadas con ionomicina no fueron el resultado de la
liberaciéon inespecifica de proteinas debida a daros de la membrana

celular.
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Viabilidad de las células aT3-1 determinada por
MTT

2+
con Ca

@ sin Ca®t

Viabilidad (% del control)

Control GmRH 10nM  100nM  1yM  toumM  K¥  SDS
100nM 56mM  0.1%

lonomicina

Figura 6. Viabilidad celular determinada por la reduccion de MTT. Las células sembradas
en una placa de 96 pozos fueron incubadas durante 60 minutos con los tratamientos indi-
cados y al final se determindé la viabilidad en cada pozo se muestra el promedio de 8 re-
plicas para cada tratamiento +/- la desviacion estandard.



Ante el hallazge inesperado de gque fanto la GnRH, el estimulo
fisioldgico que regula la secrecidn de las gonadotropinas, como la
despolarizacién, son inefectivos para estimular la secrecidon en esta linea
celular gonadotrdpica y ante el contraste de este efecto con el del
ionoforo de calcio a pesar de gue se han reportado incrementos en la
[Ca2l en respuesta a ambos fratamientos en esta linea celulor,
decidimos determinar y caracterizar las respuestas en la [Ca?] a todos

estos farmacos para observar si las respuestas eran distintas.

4. Efectos de la GnRH, ionomicina v alto K+ sobre la [Ca?tj_en ia linea

celular al3-1.

Las respuestas de [Ca?*] a distintas dosis de GnRH (0.01 a 500 nM) se
muestran en la figura 7. La aplicacidn de la hormona produjo un
incremento casi inmediato en la [Ca?*), con una amplitud dependiente
de la dosis pero de corta duracidn, seguido por un incremento menor,
pero sostenido por encima del nivel basal, en forma de meseta que
persistid durante varios minutos (al menos fres). La figura 7 A muestra un
trazo representativo en respuesta a cada una de las concentraciones de
GnRH probadas, de al menos 6 que se redlizaron para cada caso. En el
panel B se muestra el promedio +/- el ermor estandar de ia amplitud del
pico de [Caz} obtenido en é frazos para cada concentracion. La curva
dosis-respuesta muestra una forma sigmoidal, con una dosis efectiva al
50% de 79 nM (7.9 X 10 M) y una saturacidn aproximadamente a partir
de 1 uM (104 M).

Con el objeto de comprobar si el efecto de la GnRH sobre la [Cazj
era especificamente producido a través de receptores para esta

nhormona, se utilizd un antagonista GnRHérgico. El pretratamiento con el
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antagonista suprimié completamente la respuesta ¢ ung aplicaciéon
posterior de GnRH (100 nM) (figura 8 B), lo cuai indica que efectivamente
ia respuesta a la hormona es mediada por receptores especificos para
ésta. La aplicacion del antagonista durante |la fase de meseta blequed
esta parte de la respuesta (figura 8 A), lo que musstra fambién la
especificidad de la respuesta y sugiere ademds gque la meseta
observada es efectivamente una elevacidn sostenida por encima del
nivel basal de Ca?* dependiente de la aclividad del receptor, y no una
nueva concentracion basal mds elevada que la previa a la aplicacion
de la hormona.

Para caracterizar algunos de los elementos involucrados en ias
respuestas de [Ca?*] @ GnRH y discernir qué parte de la respuesta
depende de la liberacidon de calcio de las pozas intracelulares y gue
parie de la entrada de calcio extracelular, se realizaron tratamientos que
elfiminaran alguno de los dos componentes. Para fratar de efiminar el
componente de las pozas infracelulares de calcio, se aplicd
thapsigargina (TG) 200 nM, un fdrmaco bloqueador de la ATPasa de
calcio del reficulo endopldsmico, que se sabe produce una liberacion
pasiva del calcio de este organelo, y por lo tanio se espera gue
disminuya la cantidad de calcio gue se puede liberar de la poza
infracelular. La figura 8 C muestra gue la aplicacion de la thapsigargina
por si misma produjo un pequeic incremento en fa [Caz} que llegd a su
mdximo en un lapso de aproximadamente un minuto, y se sostuvo
durante varios minutos. La posterior aplicacidn de GnRH 100 nM produjo
Unicamente un incremento pequeno y sostenido en la [Ca}, parecido a
ia fase de mesetq, pero el pico de calcio fue completamente suprimido
por el prefratamiento con TG. La figura 12 muestra el premedio de las

Greas bajo fa curva de los trazos de [Ca? | en respuesta a estos y ofros
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Caracterizacién de la Respuesta en [Ca **]. a GnRH
en la linea celular oT3-1
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cargadas con INDO-1 fueron tratadas como sigue en los tiempos indicados por
las flechas: A GnRH 100 nM. La fase de meseta fue inhibida por un antagonista
GnRHérgico. B Efecto del pretratamiento con el antagonista. C Efecto del pretra-
tamiento con TG 200 nM. D Respuesta en ausencia de caicio extracelular. En
cada panei se muestra un experimento representativo de al menos 5 realizados
para cada condicion.



tratamientos calculadas dentro de un limite de tres minutos a partir del
momento de la aplicacion de cada tratamiento, Como se ve en esta
figura, el efecto de la GnRH fue reducido apreximadamente al 20% por
el pretratamiento con TG. Estos resultados sugieren que la fase rapida de
la respuesta a GnRH, representada con un pico en ia [Ca?7) depende en
su mayer parte de la liveracidn de las pozas intracelulares de este ion.

Por ofra parte, la eliminacién del calcio extracelular afadiendo
EGTA (5 mM) al medio, permitid ver que la GnRH produjo un incremento
rapido en la [Ca?), aungue de menor amplitud que el observado en
presencia de Ca?r exfracelular, pero no se pudo observar la fase de
meseta (figura 8 D). La observaciéon del pico de calcio en respuesta a
GnRH en ausencia de Ca? exiraceiular demuestra también que éste
depende en gran parfe de la liberacidn de pozas iniraceluiares de
calcio, mientras gue o meseta depende de la enfrada de calcio del
medio exiracelular. El drea bajo la curva de los frazos obtenidos con
GnRH en ausencia de calcio exiracelular es agproximadamente del 10%
con respecto a aguellos obtenidos en presencia de 1.8 mM de Ca?*
extracelular, como se ocbserva en la figura ¢ D.

La meseta en la [Ca?*) producida por la GnRH también fue abolida
por el pretratamiento con nifediping, un bloqueador de canaies de
calcio dependientes de voltaje, ast como con gadolinio, un blogueador
incrgdnico no selectivo de los canales de calcio. Los trazos
comraspondientes a estos fratamientos se muestran en la figura ¢ By C
respectivamente, y la comparacion de las areas bajo la curva se muestra
en el panel D, donde se observa que el bloqueo de los canales de
calcio causé una disminucidén de aproximadamente el 50% en la

cantidad de calcio involucrada en la respuesta a GnRH .
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Bloqueo de la fase de meseta y disminucion de la respuesta
a GnRH con bloquedadores de canales de calcio
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de 0.1 uM de clorure de gadolinio (B} o de10 uM de nifedipina (C). D Promedio de las
areas bajo la curva de 4 trazos para cada condicion.



La aplicacidén de icnomicina a las células ol3-1 cargadas con Indo-
1, mostrd respuestas en ia [Cazl muy similares a las cbservadas con la
GnRH. Las respuestas a la ionomicing, representadas en ia figura 10 A,
consisten en un incremento rdpide en la [Ca?zt], de amplifud
dependiente de la dosis y de corfa duracidn, seguidas por una meseta
sostenida por encima del nivel basal previo a la estimuiacion. Se
obtuvieron incrementos observables en la [Ca?} con conceniraciones
de ionomicina a partir de 10 nM, mds notables con las conceniraciones
de 100 nM v 1 uM, lo cual concuerda con la relacidn dosis-respuesta
observada en 10s experimentos de secrecidn. La relacién dosis-respuesta
que se muestra en la figura 9B presenta una forma sigmoidal con una
dosis efectiva al 50% de 234 nM {2.34 X 107 M) de icnomicina.

Al igual que con las respuesias a GnRH, se caracterizé el efecto
tanfo del vaciamiento de las pozas infracelulares de calcio con 76
como de la ausencia de Ca?* extracelular sobre la respuesta a
ionomicina. El pretratamiento con TG suprimié completamente el pico de
calcio producido por la ionomicina, pero se observd una pequena
elevacién sostenida de la [Ca?] (corespondiente a la meseta), como se
muestra en la figura 10 C. En ausencia de calcio extracelular si se observo
un incremenfo rapido, pero de mucho menor amplitud que el ocbservado
en presencia de [Ca?], pero no el componente sostenido (figura 10 D}.

ta comparacion de las dreas bajo la curva de los trazos obtenidos
con ionomicina y con GnRH se muestra en la figura 12. Se puede
observar gue no hubieron diferencias significativas en cuanto a i@
cantidad de calcio involucrado en estas respuestas, en términos del drea

bajo la curva de la concentracion.



Caracterizacidn de la Respuesta en [CaZ*]i a fonomicina

en las células oT3-1
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Figura 10. Caracterizacién de la respuesta de [Caz*]i a ionomicina. En los paneles
A, Cy D las células oT3-1cargadas con INDQO-1 fueron tratadas como se indica.

A. respuestas a concentraciones crecientes de ionomicina (10‘9 a 10° M. Cada
concentracion se probd en un experimento independiente. C Efecto del pretrata-
miento con TG. D. Respuesta a ionomicina en ausencia de calcio extracelular.
Se muestra un experimento representativo de al menos 5 realizados para cada
condicion. B Curva dosis-respuesta del pico maximo alcanzado con cada con-
centracién de ionomicina. Se muestra el promedio de 6 experimentos +/- ES
para cada concentracion.



La figura 11 A muestra que ia despolarizacion con potasio 20 mM
produjo también un incremento rdpido y sostenido en la {Ca?#],
presumiclemente a través de los canales de calcio dependientes de
voltaje {la adicion de KClI 50 mM produjo un efecto muy simiar ai
observado con 20 mM). El efecto del potasio fue bloqueado tanto por la
adicidn posterior de nifedipina (figura 11 A), como por el pretratamiento
con este blogueader (figura 11 Bl, lo que demuestra gque el efecto
observado se da efectivamente a través de la activacién de canaies de
calcio dependientes de voltgje. Ademds, se hicieron confroles con
manitol para comprobar que la respuesta no es provocada Unicamente
por el cambio de osmolaridad en el medio. La adicién de manitol 20 mM
no produjo ningin cambio en la Ca#* {figura 10 C), lo gque demuestra que
el cambio de osmolaridad del medio no es responsable dé los
incrementos en la [Ca?t), y ayuda a sugerir que el efecto del alto potasio
se da a través de la despolarizacién y la apertura de canales de calcio

dependientes de voligje.
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Figura 11. A Efecto de la despolarizacion con K+ 50 mM sobre la [Ca®'];

en las céiulas «T3-1. A Terminacién de la respuesta por ia adicién de
nifedipina, un blogueador de canales de calcio dependientes de voitaje.
B inhibicién de la respuesta a K por el pretratamiento con gadolinio.

C control con manitol para comprobar que las respuestas no se deben
al cambio de osmolaridad del medio. Se muestra un experimento
representativo de 6 realizados para cada condicion.
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de izquierda a derecha muestra el area bajo la curva de la res-
puesta a GnRH en células pretratadas con thapsigargina 200 nM.



V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente frabaio muestran que en
las células aT3-1 existe un desacoplamiento funcional entre la activacién
del receptor para GnRH vy la secrecidén, a pesar de que las sefiales
intracelulares desencadenadas por el receptor, que llevan a Ia
elevacidn de la concenfracidn de calcio citopldsmica, funcionan
aparentemente de manera normai.

En el presente trabgjo se reaqiizd una caracterizacidn de las
respuestas tanto secretoras como en [Caz} a distinfos farmacos, vy
ademas se identificaron los fipos de receptores liberadores de calcio de
las pozas intfracelulares. En cuanto a la liberacién de calcio del reticulo
endopldsmico, en [os gonadotropos se ha descrifo que el IP3 juega un
vapel importante, tanto en las respuestas bifdsicas como en las
oscilatorias, mieniras que los receptores de ryancdina no parecen
intervenir en tas respuestas de [Ca?]; en este fipo celular (Stojilkovic et al.,
1994}, En este trabajo comprobamos que las células al3-1 efectivamente
presentan receptores a IP3 en las membranas microsomales, con un solo
sifio de unién, y una constante de disociacion y una densidad cercanas
al rango gue se ha descrifo en ofros tipos celulares (Walton et al., 1991;
Feng et al., 1992). También de acuerdo con los trabajos que reportan Ia
ausencia de efectos de farmacos gue regulan a los receptores de
ryanodina en los gonadotropoes, los ensayos de union realfizados no
fueron capaces de detectar la presencia de estos recepiores. Esto no
descarta la posibiidad de que las células expresen este receptor en
cantidades peqguefias, a las cuales los ensayos realizados no sean

sensibles, pero concuerda con 1os trabajos en los que se ha puscado y no



se ha encontrado la intervencidn de estos receptores en las respuesias

de [Ca?]; en los gonadoiropos,

Dado gue el metodo ulilizado para medir las respuestas de
secrecion detecta la acumulacidn de proteinas en el medic de
incubacion, fue necesario incubar a las células por periodos de 60
minutos con los irgiamientos farmacoldgicos para peder acurnular ung
cantidad detectable de proteinas en el medio. Aungue no se muestra en
las figuras, la incubacion con ionomicina durante periodos de 30 & 45
minutos, produjo cantidades menocres, mientras que incubaciones mas
cortas resultaron en canfidades no detectables de profeinas secretadas
al medio.

La deteccidn de proteinas en el medio de cullivo mediante el
método de precipitacidon de proteinas totales en este trabajo, parece ser
efectivamente debida a la secrecién y no d la liberacién inespecifica de
proteinas por la destruccidn de la membrana de las células, ya que Ias
determinaciones de viabilidad celular realizadas con dos métodos
distinfos  después de los fratamientos farmacoldgicos muestran
claramente que ésta no es afectada por Ias concentraciones de
ionomicina utilizados en los experimentos de secrecidn, v que la
viabilidad en las células no tratadas, es similar a la de las células a las que
se administraron los distintos fratamientos farmacolégicos. Unicamente &l
fratamiento con una concentracidén de ionomicina 10 veces mds alta
que las empleadas en los estudios de secrecidn (10 mM) causd una
disminucidn de o viabilidad celular, v esto se observd solamente en
presencia de calcio exiracelular (2 mM), lo que sugiere que fue un efecto
especifico causado por la exposicion prolongada a concentraciones de

calcio tdxicas dentro de las céiulas vy sirvié tambien como control positivo



en los ensayos de viabilidad celular. La ionomicina entonces, ne tuvo
ningin efecto téxico que no esiuviera asociado con su accion
ionoforética. Las concentraciones intracelulares de caicio en respuesta a
1 uM © concentraciones mencres de ionomicina no fuercon téxicas para
las células, a juzgar por [as determinaciones de viabilidad. Por o tanto, la
diferencia observada enfre las células control y las tratadas con

ionomicina parece ser un efecto secrefor verdadero.

La medicidn de la secrecidon de ¥S-proteinas por precipitacidn con
TCA mostrd una ausencia tfotal de estimulacidn de la secrecidén en
respuesta a 100 nM de GnRH o a la despolarizacion con alto potasic ©
con veratridina. Las respuestas infracelulares desencadenadas por |a
activacién del receptor para GnRH en esta linea celular han sido
ampliamente estudiadas vy se sabe que incluyen Ia formacién de IP3 y
diacilglicerol (Hom et al., 1991}, la liberacidn de calcio del reficulo
endopidsmico a través de los receptores para IP3 [Pemin et al., 1993;
Anderson et al., 1992), la activacion de corrientes enfrantes de caicio a
través de canales tipo Ty tipo L en la membrana plasmdtica (Bosma vy
Hille, 1992) v la estimulacion tanto de la expresion como de la actividad
de la cinasa de proteinas C (Shraga-Levine et al., 1994). En este frabdjo
confimamos que efectivamente, la aplicacidn de GnRH causa un
incremento bifdsico en la [Ca?)., a pesar de lo cual no ocurre una
estimulacion de la exocitosis,

Por ofro lado, se sabe que estas células presentan canales de sodio
sensibles a tetrodotoxina (Bosma y Hille, 1993}, por lo gue la estimulacidn
con veratidina debe causar una despolarizacion de la membrana
plasmdatica debida a comrientes entrantes de sodic {Brazil vy Fontana,

1993), lo cual deberia activar a su vez a los canales de calcio

h
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dependientes de voltgje y producir también un incremento en ia [Ca?t.
Las células oT3-1 presentan también varios fipos de canales de potasio
(Bosma vy Hille, 1992). En la célula en reposo, la permeabilidad de! potasio
es alta, por lo que al incrementar la concentfracion exiracelular de éste,
el ion puede enfrar a la céluia, acarreando una comiente de carga
posiiiva que provoca la despolarizacidn de la membrana. Esto activa
también a los canales de calcio dependientes de voltaie (Tse y Hille,
1993), io que produce una enfrada de calcic a la célula, con el
consiguiente incremento en la [Ca?']. En este frabgjo demostramos que
efectivamente la aplicacidon de cioruro de potasio 50 mM en el medio
extracelular provoca un incremento en la {Ca?*}, que depende de la
activacidn de canales de caicio dependientes de volidje, ya que es
bloqueada por la nifedipina, un blogqueador selectivo de estos canales.
Sin embargo, a pesar de que tanto la veratridina como el alto potasic
incrementan la [Caz ], ambos fueron completamente inefectivos para
estimular la secrecidn en las células ol3-1.

Por el conirario, el fratamiento con ionomicing, un iondforo de
calcio, estimuld claramente la secrecidn de proteinas en esta linea
celuiar de manera dependiente de la dosis.

Fl hecho de que se pueda deteciar secrecidn después de la
estimulacidn con ionomicina sugiere gue la maguinaria necesaria para
ilevar a cabo la exocitosis en las células oT3-1 es capaz de funcionar
adecuadamente en respuesta a determinados estimulos. Sin embargo la
GnRH, el estimulo fisioldgico que regula la secrecidn en los
gonadotropos, es incapaz de activar esta respuesta. Los resultados
obtenidos sugieren que hay algin defecto en el mecanismo de
acoplamiento del estimulo producido por la GnRH y la secrecion, que

aparentemente puede ser sustituido por la accién de la ionomicina. Se



sabe que la ionomicina ejerce su accidn a través de ia apertura de poros
en la membrana plasmatica por los que puede entrar calcio a la celula,
y también es éapoz de provocar la liberacidn de calcic de las pozas
infracelulares. Dado gque e efecto conocide de ia ionomicing es
Unicamente el incremento de la [Ca?t), vy dado que en las células
excitables, como los gonadoiropos, se considera que ei incremento de
[Ca?*) es necesario y suficiente para activar la exccitesis, la pregunta que
surge de estos resultados es si existe alguna diferencia en cuanto a las
respuestas de calcio infraceluiar que producen la GnRH o la
despolarizacion y aquellas producidas por la ionomicina. Por esta razdn
se redlizaron determinaciones de los cambios en la [Ca)i producidos por
estos fratamientos.

Utilizando el INDO-1 como fluordforo para medir la [Ca*] en las
células al3-1, encontramos que la aplicacidn de GnRH produce una
respuesia bifdsica en la [Ca?], que consiste en una elevacion répida y
de gran amplitud pero de corta duracion, seguida por una meseta de
pequefia amplitud pero sostenida por varios minutos. La respuesta rdpida
es inhibida por el pretratamiento con thapsigargina, que produce [a
liperacion pasiva de las pozas infracelulares de calcio, pero ia respuesia
no es blogueada por la ausencia de calcio en el medio exiracelular ni
por blogueadores de canales de calcio de la membrana plasmatica,
aungue con estas Ultimas dos condiciones la amplitud del pico de Ca?*
disminuye. Ademds, la amplitud de esta respuesta es claramente
dependiente de la dosis de GnRH, lo cual es consistente con la fiberacion
de caicio de [as pozas infracelulares, ya que la cantidad de IP3
producido es también dependiente de la dosis del agonista que activa al
receptor. La meseta, por el conirario, se presenta aun despues del

prefratamiento con thapsigargina, pero es eliminada completamente



por el bloqueo de canales de calcio y por la ausencia de caicio
extracelular. Todo esfo sugiere que la respuesta rapida (pico) depende
en su mayor parte de la liberacion de calcio de las pozas intracelulares,
aungue tembién puede estar involucrada la entrada de calcio del
medio exiracelular, mieniras qgue la respuesia sostenida {meseta)
depende completamente del influjo de calcio a través de canales de
membrana.

Ademds de los cambios en la amplitud v en el perfil de las
respuestas, el efecto del pretratamiento con thapsigargina © con
bloqueadores de canales de calcio o la eliminacion del caicio
extracelular fue anatizado mediante la comparacion de las dreas bajo a
curva de la respuesta a GnRH con v sin estos tratamientos. Et cdlculo de
las dareas bagjo la curva de estas respuestas muesira claramente que hay
una disminucidn en la cantidad total de calcio involucrada en Ia
respuesta a GnRH después del pretratamiento con thapsigargina o con
blogueadores de canales de calcio, asi como por la aplicacidon de EGTA
al medio extracelular. Esta Ulima maniobra produce una disminucion
mayor de la cantidad de calcio involucrada en la respuesta a GnRH que
el tratamiento con gadolinio ¢ nifedipina. En experimentos preliminares
observamos que la incubacidn por un tiempo mayor con EGTA producia
una eliminacidn completa de la respuesta, por o que pensamaos que esto
puede ser debido a gue al quelar el calcio extraceluiar puede haber
también una pérdida de calcio en los compartimentos intracelulares, ya
que se requiere de la enfrada de calcio extracelular para mantener las
pozas llenas {Pozzan, 1994). Esta disminucion en la cantidad de calcio
que puede ser liberada de las pozas infracelulares podria ser la causa de
gue la respuestia a GnRH en ausencia de calcio libre extracelular sea

menor que cuando se bloguean los candles de calcio. Cabe mencionar
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que para asegurarnos de que la concentracidon de EGTA aplicada
quelaba todo el calcio extracelular en el tiempo en que se observaron
las respuestas a GnRH vy a ionomicina (30 seg), se realizaron controies
aplicando maitotoxing, una toxinag gque produce el influio de calcio
extracelular. Al aplicar maitotoxina 30 segundos después del EGTA no se
observd ningin incremento en la [Ca?}, lo que demuesfra que no
quedaba calcio libre exfracelular, y que las respuestas observadas en ias
figuras 8 v 10 D se deben a la liberacién de calcio de las pozas
intracelulares.

Las respuestas de [Ca?} a GnRH que se obtuvieron en este trabgjo
coinciden con las reportadas previamente en la literatura para esta linea
celular {Anderson et al., 1992 ; Perin et al., 1993) asi como con las
respuestas de tipo bifdsico observadas en gonadotropos primarios (Leong
y Thorner, 19%1).

Dado gue a pesar de presentarse un incremento en la [Caz} en
respuesta a la GnRH esta hormona no fue capaz de estimular la
secreciodn, parece evidente que |a forma en que ccurrg este incremento
de calcio infracelular en esias célula no es suficiente para activar la
exocitosis.

Las respuestas a la ionomicina que se obluvieron fueron muy
similares a las producidas por la GnRH, fanto en el perfil de los trazos, su
duracién y sus caracteristicas como en cuanto a la canfidad de caicio
total involucrada en las respuestas. Los trazos de [Cazt) en respuesia a la
ionomicina fueron también bifdsicos, con un pico rapido vy de corta
duracién que depende aparentemente de la liberacion de calcio de las
pozas intracelulares, seguido de una meseta que depende de la entrada
de calcio exiraceluiar. Cabe mencionar que hay una consistencia entre

las concentraciones de ionomicina que produjeron una esfimulacion de



la secrecion v las que tuvieron una respuesta de [Ca?+) de amplitud mds
notoria.

La figura 12 muesfra que no hay diferencias significativas entre las
dreas bajo la curva de las respuestas a las concentraciones de
ionomicina que estimularen la secrecion (100 nM & TuM) y a la GnRH {100
nM), 1o que sugiere que la cantidad total de Ca?t involucrada en estas
respuestas es similar. Por o tanto, a grosse modo no parece haber
ninguna diferencia cuantitativa entre ellas. Las respuestas secretoras de
las células oT3-1 a estos dos farmacos son sin embargo completamente
distintas. Esto hace pensar que puede haber aiguna diferencia
cudlitativa entre estas respuestas y de nuevo sugiere que el incremento
en la concentracion infracelular de calcio no es suficiente para activar la
secrecion, aungue probablemente si es necesario {Setrmn et al., 1981;
Marian y Conn, 1979; Hopkins et al, 1978). La diferencia cualitafiva mds
evidente que se podria observar seria la procedencia del calcio que
eleva la conceniracién citopldsmica. En este sentido, la respuesta en
[Ca?] a la ionomicina parece tener un componente mucho mayor de
influjo de calcio exfracelular que el componente de cdlcio infracelular
liberado de las pozas, mientras que la respuesta a GnRH parece fener un
componente de calcio de pozas infracelulares mucho mds importante.
Probablemente, para activar la exocitosis se requiera una concentracion
de calcio alta localizada cerca de la membrana plasmatica, en los sitios
de secrecidén vy Unicamente la ionomicina, introduzea una cantidad de
calcio transmembranal suficiente para hacer que la [Ca?]i en estos sifios
alcance el umbral necesarico para activar la exocitosis, mientras que et
calcio lberado de ias pozas infracelulares en respuesta a ia GnRH no
pudiera difundir hasta los sitios de localizacidén de las vesiculas, y la

cantidad de calcio transmemiranal que enfra en respuesta a Ia
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hormona no sea suficiente para alcanzar el umbral de activacion de ia
EXOCITosis.

Una posibilidad compiementaria para explicar 1a diferencia en la
respuesta secretora a GnRH y a iohomicina es que [as pozas intracelulares
de calcio dependientes de IP3 tengan una localizacion aiejada de la de
los canales de calcio dependientes de volige en la membrana
plasmatica y/o de los sitios donde se encuentran las vesicuias de
secrecion. De esta manera, aungue la GnRH active los dos mecanismos
de incremento de calcio, la concentracién local en el sitio donde se
encuentran las vesiculas podria no ser suficiente para activar la
exocitosis. £s bien conocida la importancia de la localizacion subcelular
de las respuestas de calcio infracelular para activar el proceso de
secrecion {Neher y Augustine, 1990; Tse et al.,, 1997). Es probable también
que en estas células las proteinas que intervienen en el transporte de los
grdnulos de secrecion hacia la membrana y en su fusion con ésta tengan
una sensibilidad al calcio disminuida y por esto la concentracidén de
caicio que se alcanza con la estimulacion de los receptores a GnRH no
seq suficiente para desencadenar el proceso de exocitosis. Por su parte
se espera que la ionomicina provogque la enfrada de calcio a la célula
de manera homogénea por toda la membrana plasmdtica, de modo
que al sumarse esta entrada de calcio con el calcio liberado de las
pozas infracelulares, podria alcanzarse una concentracidon regional
mayor en el siio donde estdn las vesiculas de secrecion y esto ser
suficiente para activar la secrecion. i sste fuera el caso, este sistema
seria un claro ejemplo de que ila [Car} local requerida para
desencadenar la exocitosis s mucho mayor de 1o que se cree
actualmente por mediciones globales de la [Ca#]. La dificultad para

detectar gradientes subcelulares en la [Ca?} ha llevado a pensar que las
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conceniraciones necesarias para activar procescs celulares como la
secrecion son refafivamente peqguefos. Esto puede ser resuelio
actualmente con el uso del microscopio confocal, que permite una gran
resolucion espacial y el uso de células vivas para observar respuestas
fisioldgicas. Las determinaciones de la [Ca?] en el presente trabagjo
fueron realizadas en poblaciones celulares, por lo que las diferencias en
las regiones subcelulares no son detectables, v Unicamente se mide el
promedio de la [Ca2*} en la poblacion. Esto podria explicar ia similitud en
las respuestas de [Ca? a GnRH y ionomicina que se cbservan tanto en
los trazos como al comparar las dreas bajo la curva de los trazos

obtenidos con cada fratamiento.
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VI. CONCLUSIONES

Tanto la GnRH como la ionomicina producen un incremento
bifdsico en la concentracion intracelular de calcio, que consiste en una
respuesta répida y de corta duracion que depende principalmente de Ia
liberacién de calcio de las pozas infracelulares seguida de una meseta
sostenida que depende de la entrada de calcio extraceiular.

La GnRH vy la ionomicina, que presentan und respuesta muy similar
en la [Ca?T, producen sin embargo una respuesta muy distinta en
cuanio o secrecidn: mienfras que la ionomicina o esfimula
significativamente, la GnRH es incapaz de activarla.

Estas observaciones sugieren que:

£l incremento en ta [Ca%} es necesario pero no &s suficiente para
la activacién de la exocitosis v

Existe una diferencia cudlitativa enfre ia respuesta de [Ca?;
producida por la ionomicing y la producida por ia GnRH, que se traduce

en una respuesta secretora distinta.
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