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II. INTRODUCCIÓN 
 

1. Hipófisis y sistema portal hipofisiario. 

1.1 Historia de la hipófisis 

  El término “pituitaria” tiene su origen etimológico en la palabra griega 

“pituita” y en la palabra latina “ptuo” que significan “flema” o “moco”. Se le asignó 

este nombre debido a las observaciones de Galeno (130-200 d.C.) quien creyó 

que las impurezas del cerebro drenaban a la nasofaringe a través de la pituitaria 

también llamada hipófisis debido a su posición inferior con respecto al cerebro 

(Murray y Melmed, 2006). No fue sino hasta el siglo XVII que Schneider y Lower 

propusieron que la hipófisis producía sustancias que llegaban al sistema 

circulatorio y en 1905 Bayliss y Starling denominaron hormonas a estas sustancias 

producidas por la hipófisis. En la actualidad sabemos que la hipófisis es una 

glándula endócrina considerada por algunos autores como la “glándula maestra”, 

ya que regula la función y la secreción de otros órganos endócrinos.  

 

1.2 Localización y división anatómica de la hipófis is. 

Anatómicamente la hipófisis se localiza por debajo del cerebro, en la zona 

ventral del cráneo, donde ocupa una estructura que forma parte del hueso 

esfenoides, llamada silla turca. La figura 1 ilustra las principales divisiones 

anatómicas de la hipófisis: la neurohipófisis y la adenohipófisis. La neurohipófisis 

está constituida por el infundíbulo que está dividido a su vez en eminencia media y 

en el tallo infundibular, estructuras que mantiene a la hipófisis unida al piso del 

diencéfalo. Por su parte la pars nervosa ó proceso infundibular se origina del 

engrosamiento ventral del tallo infundibular y constituye la mayor parte de la 

neurohipófisis, ésta estructura está constituida principalmente por terminales 

nerviosas de neuronas que se localizan en el hipotálamo (Moguilevsky y Schiaffini, 

1972). Como se muestra en la figura 1, la adenohipófisis tiene tres componentes 

principales, la pars intermedia que está adyacente a la pars nervosa, y que, en el 



caso de los mamíferos se encuentra muy reducida, la pars tuberalis que es una 

pequeña porción del lóbulo la cual se extiende hacia arriba para adosarse en 

forma de collar al piso del diencéfalo y, finalmente, la pars distalis que está 

constituida por diferentes tipos de células secretoras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 . Esquema de las divisiones anatómicas de la neurohipófisis y la adenohipófisis según 
Moguilevsky y Schiaffini en 1972. 

 

1.3 Sistema portal adenohipofisiario o sistema port a hipotálamo-
adenohipófisis. 
  

La secreción hormonal de las células de la adenohipófisis está regulada 

principalmente por el hipotálamo, el cual ejerce sus acciones sobre la hipófisis a 

través del sistema portal adenohipofisiario también llamado sistema portal 

hipotálamo-adenohipófisis. Este complejo sistema de circulación sanguínea, 

ilustrado en la figura 2, fue descrito por Popa y Fielding en 1930. El sistema portal 

hipofisiario comienza a nivel de las arterias hipofisiarias, las cuales se 

anastomosan y se hacen capilares a nivel de la eminencia media constituyendo el 

plexo capilar primario del sistema portal adenohipofisiario. En este plexo capilar 

primario los axones provenientes de las neuronas hipotalámicas hacen contacto y 

vierten sus neurohomonas. Los capilares vuelven a unirse en los vasos portales 

largos que corren a través de la pars tuberalis y se dirigen a la pars distalis donde 



nuevamente forman capilares que pasan muy cerca o contactan directamente con 

las células secretoras de la pars distalis, constituyendo el plexo capilar secundario 

del sistema portal hipofisiario. Posteriormente, la sangre de los capilares de la 

adenohipófisis se drena en venas cortas que terminan en los senos venosos que 

rodean la pars distalis (Moguilevsky y Schiaffini, 1972). Este eficiente sistema de 

circulación permite la liberación pulsátil o episódica de factores sintetizados en el 

hipotálamo, los cuales regulan de forma positiva (factores ú hormonas liberadoras 

hipotalámicos) ó negativa (factores ú hormonas inhibidoras hipotalámicos) la 

secreción de una o más hormonas específicas, según el tipo celular de la 

adenohipófisis que posea receptores para dicho factor hipotalámico (revisado por 

Norman y Litwack, 1997).  

 

Sistema portal 

hipotálamo-

adenohipófisis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 . Esquema del sistema portal hipotálamo- adenohipófisis 



Finalmente, la sangre que proviene de la circulación del sistema portal 

hipofisiario y que contiene las hormonas secretadas por las células 

adenohipofisiarias es distribuida por la circulación sistémica a través de la cual 

dichas hormonas alcanzar su órgano blanco. 

 

 1.4 Tipos celulares presentes en la adenohipófisis . 

La primera identificación de los distintos tipos de células en la 

adenohipófisis se basó en la tinción diferencial de hematoxilina-eosina, de tal 

forma que la primera clasificación de las células adenohipofisiarias fueron: 

basófilas, acidófilas y cromófobas (Moguilevsky y Schiaffini, 1972). 

Posteriormente, el uso de la microscopía electrónica y la microscopía de 

fluorescencia, así como la aplicación de técnicas cómo la citoquímica y la 

inmunohistoquímica permitieron diferenciar los diferentes tipos de células 

secretoras presentes en la adenohipófisis según su ultraestructura celular y su 

contenido hormonal. La tabla 1 hace un resumen general de los diferentes tipos de 

células secretoras presentes en la adenohipófisis que incluye el porcentaje 

poblacional de cada tipo celular, la hormona u hormonas que secreta cada tipo de 

célula, el factor hipotalámico que regula su secreción, así como las principales 

funciones fisiológicas reguladas por cada hormona. Cabe mencionar que la tabla 1 

es un resumen genérico en el cual se incluye información de animales que se 

encuentran en distinta edad, sexo y la condición fisiológica de cada animal. La 

aclaración anterior es de suma importancia ya que el porcentaje de cada tipo 

célula presente en la adenohipófisis varia ampliamente según el estadio fisiológico 

del animal. En años recientes y con el avance de las técnicas de biología 

molecular, el uso de ratones transgénicos ha permitido la expresión de proteínas 

fluorescentes acopladas a las hormonas secretadas por algunos tipos celulares de 

la adenohipófisis. Tal es el caso del ratón GH-GFP en el cual la hormona del 

crecimiento GH está acoplada a la proteína GFP (Magoulas y cols., 2000) y del 

ratón modificado que expresa YFP acoplada a la hormona prolactina (PRL) 

(Castrique y cols., 2010). Recientemente se publicó un estudio en el que se 

modificó el receptor de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) al cual 



se le incorporó la proteína fluorescente YFP (Wen y cols., 2008). Estos avances 

han permitido no solo la identificación de algunos tipos celulares presentes en la 

adenohipófisis sino además el estudio funcional enfocado a un tipo de célula 

específica. En general, se asume que la regulación de la secreción hormonal de 

cada tipo celular presente en la adenohipófisis está regulada por su factor 

hipotalámico específico, como se ilustra en la tabla 1. Sin embargo, tal 

aseveración no es del todo cierta ya que algunos estudios han demostrado que 

algunas células son capaces de responder fisiológicamente a más de un factor 

hipotalámico (Villalobos y cols., 1997). Sin embargo en términos generales, los 

factores ú hormonas hipotalámicas son considerados como el principal mecanismo 

regulatorio de la secreción hormonal de las células de la adenohipófisis. 

 

Tabla comparativa de los diferentes tipos de célula s secretoras presentes en 
la adenohipófisis 

Tipo de 

célula 

Porcentaje Hormona sintetizada  Factor 

Hipotalámico 

Principal 

función 

fisiológica 

Somatotropos 50% GH   Hormona del crecimiento GHRH 

 

Crecimiento 

somático 

 

Lactotropos 10-25% PRL   Prolactina TRH 

 

Lactancia 

Corticotropos 10-20 ACTH   Hormona 

        Adenocorticotrópica 
 

 

Síntesis y 

secreción de 

glucocorticoides 

Tirotropos 10-20% TSH   Hormona tirotrópica TRH 

 

Síntesis y 

secreción de 

hormona 

tiroideas 

Gonadotropos 10-15% LH   Hormona luteinizante 

FSH   Hormona 

foliculoestimulante 

GnRH 

 

Regulación de la 

función 

reproductiva 

Melanotropos Pars 

 intermedia 

 

MSH  Hormona estimulante de 

melanocitos 
MHRH Pigmentación de 

la piel en 

anfibios y 

reptiles 

 



Tabla 1. Cuadro comparativo general de los diferentes tipos de células presentes en la 
adenohipófisis. GHRH. (Factor liberador de la hormona del crecimiento), TRH (factor liberador de la 
hormona tirotrópica), GnRH (Factor liberador de las gonadotropinas, MHRH Factor liberador de la 
hormona melanotrópica) (Modificado de Yeung y cols., 2006). 

2. El Eje hipotálamo-adenohipófisis-testículo. 

 En la primera parte de la introducción describí de forma general la vía 

anatómica que permite la llegada de los factores hipotalámicos a las células 

adenohipofisiarias. El eje hipotálamo-adenohipófisis-gónadas regula, como se 

muestra en la tabla 1, la función reproductiva en el organismo, evento fisiológico 

indispensable para la perpetuación de las especies. Ya que la gran mayoría de 

nuestro estudio se llevó a cabo en animales machos a continuación haré una 

breve descripción de cada uno de los elementos que constituyen el eje 

hipotálamo-adenohipófisis-testículo. 

 

 2.1 La GnRH 

 La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es el regulador central 

del eje hipotálamo-adenohipófisis-gónadas. Este polipéptido se sintetiza en una 

población discreta del hipotálamo basal (Lee y cols., 2008), en el núcleo arcuato 

en el ratón (Navarro y cols., 2009) y en el área preóptica media. La GnRH es un 

decapéptido (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly.-NH2) del cual han sido 

identificadas 24 variantes, las cuales se encuentran desde los animales 

protocordados hasta los vertebrados (Kraus y cols., 2001, Lee y cols., 2008). En 

los mamíferos existen principalmente dos isoformas de la GnRH, la isoforma 

GnRH I, aislada del mamífero y la isoforma GnRH II aislada del cerebro de pollo, 

estas dos isoformas tienen un 70% de similitud entre sí (King y Millar, 1995, Neill y 

cols., 2004), sin embargo, son codificadas por genes distintos. Por otro lado, a 

pesar de que la GnRH II es ubicua en el organismo y su secuencia de 

aminoácidos se encuentra altamente conservada, la GnRH I es expresada 

preferentemente en el cerebro (Jennes y cols., 1997, Lee y cols., 2008). La GnRH 

es liberada de forma pulsátil (Wheaton y Cann, 1976) cada 30-120 minutos 

aproximadamente (Millar y cols., 2004) y el mantenimiento de la frecuencia y la 



amplitud de los pulsos de estimulación de la GnRH, es indispensable para 

mantener la regulación de la función reproductiva. La modificación del ritmo 

pulsátil de secreción de la GnRH altera el funcionamiento reproductivo y trae como 

consecuencia la infertilidad (Counis y cols., 2005). La expresión de la GnRH en las 

neuronas hipotalámicas incrementa de forma gradual durante el desarrollo 

posnatal y pubertad siendo crucial para el inicio de la pubertad (Wray y Hoffman, 

1986, revisado por Lee y cols., 2008). 

 

2.2 El receptor a la GnRH.  

Existen varios tipos de receptores para la GnRH (GnRH-R), sin embargo los 

GnRH-R tipos I y II son los que se expresan principalmente en mamíferos. El 

GnRH-R I fue clonado y secuenciado por primera vez en mamífero (Tsutsumi y 

cols., 1992), mientras que el GnRH-R tipo II se clonó por primera vez en el pez 

bagre (Neill y cols., 2004). Los dos tipos de GnRH-R difieren en su patrón de 

distribución, mientras que el RNAm del GnRH-R II tiene una expresión ubicua en 

el organismo (Neill y cols., 2002, Millar y cols., 2004), el GnRH-R I se localiza 

mayoritariamente en los gonadotropos en la adenohipófisis (Naor y cols., 1988, 

Rispoli y Nett, 2005), por lo cual el GnRH-R I ha sido relacionado principalmente 

en el control de la función reproductiva. El GnRH-R I está constituido por una 

secuencia de 327 aminoácidos que cruza siete veces la membrana plasmática y 

pertenece a la superfamilia de los receptores acoplados a las proteínas G (GPCR 

por sus siglas en inglés). El GnRH-R-I posee residuos de cisteínas conservadas 

que participan en la estabilización de la configuración tridimensional del receptor 

así como en el reconocimiento del ligando (Probst y cols., 1992, Anderson, 1996). 

Por otro lado se ha reportado que los dominios amino (NH2) y carboxilo (COOH) 

terminal son importantes en la unión de la GnRH al GnRH-R así como para la 

activación de este último (Sealfon y Millar, 1995, Sealfon y cols., 1997). 

En general, los receptores acoplados a proteínas G poseen 

desensibilización homóloga, este mecanismo le permite al receptor autoregular su 

tiempo de activación al disminuir su respuesta cuando es estimulado en repetidas 



ocasiones por su ligando. En los GCPR este tipo de desensibilización es mediada 

por el extremo COOH el cual es el blanco de unión para las cinasas que fosforilan 

al receptor en residuos específicos de serina y treonina. Esta fosforilación 

desencadena una secuencia de eventos que culminan en la internalización del 

receptor (Counis y cols., 2005, Millar y cols., 2004). Sin embargo, no todos los 

GnRH-R poseen este mecanismo de desensibilización. De manera interesante, 

mientras el GnRH-R I del pez, la rana y el pollo poseen una secuencia dentro del 

COOH terminal en su estructura que participa en el proceso de desensibilización 

homóloga (Heding y cols., 2000), el GnRH-R I del mamífero incluyendo el del ratón 

carecen de ésta secuencia en su COOH terminal (Tsutsumi y cols., 1992), lo que 

implica que el GnRH-R del roedor carece de desensibilización. Estas 

observaciones fueron confirmadas experimentalmente en 1994 por Davidson y 

colaboradores quienes reportaron en la línea celular de gonadotropos de ratón 

αT3 en que la estimulación continua del GnRH-R I por GnRH 100 nM no produce 

una desensibilización rápida (10 minutos) (Davidson y cols., 1994). 

 

2.3 Los gonadotropos y las hormonas LH y FSH. 

Los gonadotropos son las células blanco de la GnRH en la adenohipófisis. 

El 80% de este tipo celular posee el receptor al secretagogo (Childs, 1997). 

Estudios estructurales utilizando principalmente técnicas de inmunocitoquímica e 

inmunohistoquímica han mostrado que existen diferentes subpoblaciones de 

gonadotropos que se diferencian por su tamaño y forma, así como por el tamaño y 

número de sus gránulos de secreción. (Fellmann y cols.,1982 , Inoue y Kurosumi, 

1984, Inoue y Hagino, 1984, Childs, 1997). Se ha reportado que estas 

subpoblaciones de gonadotropos varían según el estado fisiológico del animal. 

Estas variaciones son evidentes por ejemplo, en el caso de la rata hembra durante 

el ciclo estral (Childs, 1997, Childs y cols., 1992, Dada y cols., 1983).  

 Los gonadotropos sintetizan y secretan las hormonas luteinizante (LH) y 

folículo estimulante (FSH) las cuales son denominadas en conjunto 

gonadotropinas y son de naturaleza glucoproteíca. Estas hormonas están 



formadas por dos cadenas polipeptídicas denominadas α y β las cuales están 

unidas por enlaces no covalentes. Mientras que la subunidad α es común para las 

dos gonadotropinas (Rathnam y Saxena, 1971), la subunidad β es específica para 

cada hormona y es la responsable de la actividad biológica específica de cada 

gonadotropina (Pierce y cols., 1976, Kacsoh, 2000). Cabe mencionar que la 

mayoría de los gonadotropos contienen ambas gonadotropinas (Fellmann y cols., 

1982, Inoue y Kurosumi, 1984, Dada y cols., 1983, Childs, 1997). La GnRH 

promueve la secreción de las hormonas LH y la FSH en los gonadotropos 

(Schally, 1970, Ishizaka y cols., 1992, Tilbrook y Clarke, 2001). Sin embargo, 

experimentos en roedor han mostrado que mientras un pulso de la GnRH 

promueve paralelamente la secreción de la hormona LH en los gonadotropos, la 

secreción de la hormona FSH no está estrictamente ligada temporalmente a la 

liberación de la GnRH y algunos trabajos han reportado que la mayor parte de la 

secreción hormonal de la hormona FSH podría llevarse a cabo de forma 

constitutiva (Farnworth, 1995, McNeilly y cols., 2003)  

 

 2.4 Las gonadotropinas en el testículo. 

 En el adulto la fertilidad del macho requiere de la espermatogénesis, el 

proceso por el cual las espermatogonias inmaduras se dividen y se diferencian en 

espermátidas maduras, las cuales sufren cambios que les permite llegar a ser 

espermatozoides motiles y capaces para la fertilización. Este proceso se lleva a 

cabo en el testículo. Los testículos están constituidos por tejido intersticial el cual 

contiene vasos sanguíneos y capilares que permiten el movimiento de hormonas y 

nutrientes dentro y fuera del testículo. Dentro del intersticio se encuentran las 

células de Leydig, las cuales poseen receptores para la hormona LH, y su principal 

función es la síntesis de andrógenos, principalmente la testosterona. La hormona 

LH regula la producción de la testosterona y la expresión de las enzimas 

relacionadas en la biosíntesis de esta hormona esteroidea, además de participar 

en la diferenciación y en el mantenimiento funcional de las células de Leydig 

(Moyle y Ramachandran, 1973, Sriraman y cols., 2005). La importancia fisiológica 

de la hormona LH ha sido corroborada en estudios de ratones macho transgénicos 



carentes de la subunidad β de la hormona LH. Estos ratones transgénicos 

presentan deficiencias en la diferenciación de las células de Leydig y una 

reducción en los niveles de testosterona intratesticulares, además, estos animales 

presentan defectos en el crecimiento de los testículos que conllevan finalmente a 

la infertilidad (Xiaoping y cols., 2004, Rajendra, 2007). Por otro lado, la hormona 

FSH tiene su principal efecto en las células de Sertoli, las cuales se localizan 

dentro de los túbulos seminíferos del testículo y se extienden desde la lamina 

basal a través del lumen tubular formando una estructura que provee de anclaje y 

nutrición a las células germinales (Murphy, 1965, Sairam y Krishnamurthy, 2001). 

Las células de Sertoli poseen receptores tanto para la FSH como para la 

testosterona, hormonas que, en conjunto, promueven los mecanismos de 

señalización intracelular necesarios para regular y promover la espermatogénesis 

(Walker y Cheng, 2005). El ratón transgénico carente del receptor a FSH presenta 

pubertad atrasada y defectos en la producción de células espermatogénicas, 

mientras que los ratones adultos muestran una reducción en los niveles de la 

testosterona y como consecuencia, una reducción en la producción y en la calidad 

del esperma que trae como consecuencia una disminución del índice de fertilidad. 

(Sairam y Krishhnamurthy, 2001). La testosterona no solo es indispensable para la 

espermatogénesis, sino que además es responsable de la libido, así como 

desarrollo y mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios (Sairam y 

Krishhnamurthy, 2001, Sriraman y cols., 2005).  

 
 2.5 Otros mecanismos de regulación del eje hipotál amo-
adenohipófisis-testículo. 

  Además de ser el producto final regulador de la función reproductiva, la 

testosterona ejerce una regulación negativa en la secreción de las hormonas 

gonadotropinas en la adenohipófisis (Darmassa, 1976, Nicol y cols., 2004) así 

como en la síntesis y/o secreción de la GnRH, ya que es capaz de alterar la 

frecuencia y la amplitud de sus pulsos de liberación (Tilbrook y Clarke, 2001) 

Además de la testosterona los testículos producen otros péptidos involucrados en 

la regulación de la secreción de las gonadotropinas, tal es el caso de la activina e 

inhibina que son consideradas miembros de la superfamilia de los factores de 



crecimiento transformante TGF-β. La activina está constituida por dos subunidades 

β, mientras que la inhibina es un heterodímero constituido por una subunidad 

α ligada a una o a dos subunidades β (Winters y Moore, 2004). A ambos péptidos 

se les ha conferido un papel regulatorio en la secreción de la hormona FSH en los 

gonadotropos (Bilezikjian y cols., 2004). La activina estimula la liberación de la 

FSH e incrementa la síntesis del GnRH-R y se ha reportado que puede 

incrementar el número de gonadotropos que responden a la GnRH (Winters y 

Moore, 2004). Además, la activina puede ejercer un efecto directo sobre el 

promotor de la subunidad β de la hormona FSH, alterando su sensibilidad a la 

GnRH (Bilezikjian y cols., 2004). Por su lado, la inhibina suprime la síntesis de 

FSH (Childs, 1997) antagonizando el efecto de las activinas uniéndose a su 

receptor con baja afinidad. Aunque las activinas e inhibinas fueron purificadas 

primero en las gónadas (Bilezikjian y cols., 2004), experimentos de doble 

inmunohistoquímica demostraron que las subunidades de activina e inhibina 

también están presentes en los gránulos que contienen las subunidades β de las 

hormonas LH ó FSH dentro de los gonadotropos. Aunado a esto, se ha reportado 

que además de los gonadotropos otros tipos de células adenohipofisiarias pueden 

secretar activina, lo que sugiere que este péptido podría tener un efecto 

regulatorio local en la adenohipófisis (Kaiser y cols., 1993, Rispoli y Nett, 2005, 

Bilezikjian y cols., 2004). En cambio, la secreción de la inhibina por las células de 

la adenohipófisis no ha sido demostrada (Childs, 1997), lo cual hace suponer que 

el principal modo de acción de las inhibinas en los gonadotropos es la 

retroalimentación negativa proveniente de las gónadas. 

 

3. La GnRH y el calcio en los gonadotropos. 

3.1 Importancia del incremento en la [Ca 2+]i en la secreción del 
gonadotropo. 

 El ión calcio (Ca2+) es responsable del control de una serie de procesos 

celulares entre los que se encuentra la secreción hormonal. En condiciones 

basales, la concentración del calcio intracelular ([Ca2+]) en el citoplasma de una 



célula es de aproximadamente 100 nM, pero en condiciones estimuladas los 

niveles en el citoplasma de la célula pueden alcanzar concentraciones del orden 

micromolar (Berridge y cols., 2000). En 1968 Douglas acuñó el concepto de 

“acople estímulo-secreción” para las células endócrinas y demostró que las 

elevaciones transitorias u oscilaciones en la [Ca2+]i son indispensables para que 

se lleve a cabo la secreción hormonal (Scherubl y Hescheler, 1995). Estudios 

encaminados a entender cuáles son los mecanismos moleculares que son 

dependientes de la elevación de [Ca2+]i durante la exocitosis han demostrado que 

en las células endócrinas, como en otros tipos celulares, el Ca2+ regula la 

participación de una serie de proteínas que participan en el anclaje, preparación y 

fusión de las vesículas secretoras durante la exocitosis (Elferink y Scheller, 1993, 

Martin, 2003). Una de las técnicas más empleadas para estudiar la correlación 

temporal del incremento en la [Ca2+]i y la secreción hormonal es a través del uso 

de mediciones simultáneas de los cambios en la [Ca2+]i usando 

espectrofluorometría y de la detección de los cambios en la capacitancia de la 

membrana plasmática de la célula. La detección de cambios de capacitancia 

permite la detección y cuantificación de la incorporación de nueva membrana que 

corresponde a los gránulos de secreción durante la exocitosis. Utilizando esta 

metodología se ha demostrado que la elevación de [Ca2+]i promueve un aumento 

en la capacitancia de la membrana de las células adenohipofisiarias en cultivo 

primario (Zorec, 1996). Experimentos similares en gonadotropos en cultivo de rata 

hembra ovarectomizada (ver figura 3) mostraron que la cantidad de hormona 

secretada por los gonadotropos es dependiente del patrón de fluctuaciones de 

[Ca2+]i promovido por la GnRH (Thomas y Waring, 1997). Otros experimentos en 

los cuales se hicieron registros simultáneos del cambio en la [Ca2+]i y de la 

cuantificación de la secreción hormonal por perifusión en células de adenohipófisis 

de rata en cultivo primario, mostraron que la elevación de la [Ca2+]i promueve la 

secreción las hormonas GH, PRL y LH, en somatotropos, lactotropos y 

gonadotropos respectivamente (Van Goor y cols., 2001). Estos trabajos confirman 

el requerimiento de las elevaciones de [Ca2+]i en la secreción hormonal de las 

células adenohipofisiarias. 



 

 

 

 

Mediciones simultáneas de capacitancia y secreción hormonal en  
gonadotropos en cultivo 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 3. La aplicación de 1nM de GnRH promueve cambios en la capacitancia de la membrana 
simultáneos al aumento en la [Ca2+]i en gonadotropos en cultivo primario (Thomas y Wearing 
1997). 

 

3.2 La GnRH activa un mecanismo de señalización intrace lular que 
promueve un aumento en la [Ca 2+]i de los gonadotropos. 

 Las células adenohipofisiarias incluyendo los gonadotropos son células 

excitables que poseen diferentes tipos de canales iónicos en su membrana 

plasmática (Van Goor y cols., 2001b). En condiciones basales el potencial de 

membrana de las células adenohipofisiarias es inestable y fluctúa entre -40 y -60 

mV (Bonnefont y Mollard, 2003). Las oscilaciones espontáneas del voltaje en la 

membrana plasmática de las células de la adenohipófisis pueden promover una 

despolarización del potencial de la membrana plasmática y generar potenciales de 



acción en condiciones no estimuladas. Estos potenciales de acción espontáneos 

promueven la apertura de canales de Ca2+ sensibles al voltaje (Cav) (Stojilkovic y 

cols., 1988) lo que trae como consecuencia la elevación de la [Ca2+]i que, aunada 

a los mecanismos de homeostasis propios de las células (los cuales son descritos 

más adelante) producen oscilaciones de la [Ca2+]i en el 50% de las células 

adenohipofisiarias. Estas oscilaciones han sido denominadas oscilaciones 

espontáneas de la [Ca2+]i ya que suceden en ausencia del estímulo de su 

secretagogo (Kwiecien y Hammond, 1998, Stojilkovick y Tómic, 1996). Se ha 

demostrado que algunos tipos celulares de la adenohipófisis dependen de este 

mecanismo espontáneo para secretar de manera basal su hormona. Sin embargo, 

observaciones previas sugieren que este mecanismo no participa de manera 

importante en la secreción hormonal en los gonadotropos como se ha demostrado 

para otros tipos celulares (Van Goor, 2001).  

La vía de señalización que activa la GnRH en los gonadotropos se ilustra en 

la figura 4: La GnRH se une a su GnRH-R en la membrana plasmática de la célula 

activando a la enzima PLC (fosfolipasa C) (Millar, 2005) a través de la activación 

de la proteína Gα (Gαq y Gα11) (Pawson y McNeilly, 2005). La PLC entonces 

hidroliza a un fosfolípido de la membrana plasmática, el fosfatidil inositol 4,5 

bifosfato (PIP2), a partir del cual se forman dos segundos mensajeros, el inositol 

1,4,5,- trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DG). Mientras que el DG activa a la PKC 

(cinasa de proteinas C) cuya principal función es la fosforilación proteica que 

puede promover la apertura de canales de Ca2+ en la membrana plasmática del 

gonadotropo, el IP3 se une a su receptor-canal en el retículo endoplásmico, 

promoviendo la salida de Ca2+ hacia el citoplasma de la célula (Anderson, 1996). 

Una vez liberados los iones Ca2+ que salen de la poza interna, aunado al que 

pueda entrar a través del canal de Ca2+ membranal, actúan sinérgicamente con el 

IP3 liberando aún mas Ca2+ hacia el citoplasma, una vez que se alcanza una 

mayor concentración de la [Ca2+]i, por el contrario ahora el Ca2+ ejerce un efecto 

inhibitorio que frena la salida de este ión al citoplasma (Kwiecien y Hammond, 

1998). Una vez terminada la estimulación de la GnRH, los mecanismos de 

homeóstasis de Ca2+ tales como la bomba ATPasa de Ca2+, y el intercambiador 



Na2+/Ca2+ remueven el Ca2+ del interior de la célula hacia el retículo endoplásmico 

y al medio extracelular respectivamente para volver a las concentraciones de Ca2+ 

basales (Berridge, 1984, Berridge y cols., 2000). 

 

 

Principal vía de señalización intracelular promovid a por la GnRH en los 
gonadotropos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Figura 4. Esquema general de la principal vía de señalización promovida por la GnRH en el 
gonadotropo que promueve un aumento en la [Ca2+]i. 

 

   

3.3 La concentración de la GnRH determina el patrón  de los cambios 
de la [Ca 2+]i  en los gonadotropos. 

 El hecho de que la GnRH promueva un aumento en la [Ca2+]i citoplásmico 

de los gonadotropos, el cual es indispensable para la secreción hormonal, motivó 

por varios años el estudio de la dinámica de la [Ca2+]i que promueve la GnRH en 



este tipo celular de la adenohipófisis. Estos estudios en gonadotropos en cultivo 

primario ó disociados mostraron que la concentración del secretagogo determina 

el patrón dinámico de la respuesta de Ca2+. Los experimentos mostraron que la 

aplicación de dosis bajas de la GnRH (0.1-1nM) en gonadotropos de ratas 

ovarectomizadas promueve una serie de oscilaciones de Ca2+, lo cual fue 

confirmado por trabajos posteriores. A este tipo de respuesta se le denominó 

respuesta oscilatoria (Iida y cols., 1991, Guérineau y cols., 1992, Stojilkovic y cols., 

1993) la cual también fue observada en gonadotropos de rata macho (Tobin y 

Canny, 1996). Por otro lado, la aplicación de dosis altas de la GnRH (10-100nM) 

promueve una respuesta bifásica-oscilatoria de la [Ca2+]i que consiste en una 

primera parte transitoria y una segunda parte oscilatoria sostenida (Guérineau y 

cols., 1992). Experimentos adicionales reportaron que la aplicación de dosis altas 

de la GnRH genera además de la respuesta bifásica- oscilatoria un segundo tipo 

de respuesta, la cual está constituida por una primera fase transitoria y una 

segunda fase no oscilatoria que se mantiene en una meseta (bifásica no 

oscilatoria) (Iida y cols., 1991, Stojilkovic y cols., 1993). Este tipo de respuesta se 

presenta en aproximadamente el 60% de los gonadotropos de ratas 

ovarectomizadas (Stojilkovic y Catt, 1992) y en el 76% de los gonadotropos de rata 

macho (Tobin y Canny, 1996). Los patrones diferenciales según la dosis de la 

GnRH [GnRH] se ilustran en la figura 5. La manifestación de los diferentes 

patrones según la dosis del secretagogo ha sido explicada por la presencia de un 

modelo oscilador de las membranas plasmática y del retículo endoplásmico que 

actúan de manera coordinada en respuesta a la GnRH (ver Stojilkovick y Tómic, 

1996). 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Patrones de Ca 2+ promovidos por dosis crecientes de la GnRH en 
gonadotropos en cultivo primario 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Tipos de patrones oscilatorios y bifásicos de la [Ca2+] que presentan los gonadotropos en 
cultivo primario en respuesta a la aplicación de diferentes dosis de la GnRH (Tomic y cols.,1996).  

 
 

 4. Interacción de los gonadotropos con otras célul as en 
la adenohipófisis. 

 4.1. Factores parácrinos presentes en la adenohipóf is que modifican la 
secreción de las gonadotropinas. 

  Se ha demostrado la presencia de varios factores parácrinos presentes en 

la adenohipófisis los cuales son capaces de modificar la secreción de las 



hormonas gonadotropinas por los gonadotropos. Como se mencionó con 

anterioridad, la activina, péptido involucrado en la regulación del eje hipotálamo-

adenohipófisis- testículo se sintetiza y se secreta además de en los gonadotropos 

en otros tipos celulares dentro de la adenohipófisis, lo cual lo convierte en un 

factor parácrino capaz de regular la secreción en los gonadotropos (Schwartz, 

2000). Además de la activina se han descrito la presencia de otros factores 

parácrinos secretados en la adenohipófisis los cuales se sabe participan en la 

regulación de la secreción de las gonadotropinas. El ATP, por ejemplo, se co-

secreta junto con algunas de las hormonas en distintos tipos celulares de la 

adenohipófisis, e incrementa la entrada de Ca2+ del medio extracelular 

promoviendo la secreción de la hormona LH (Tomic y cols., 1996) en los 

gonadotropos. Otro factor parácrino descrito en la adenohipófisis es el 

neuropéptido Y (NPY), el cual puede modular los niveles de las gonadotropinas 

aumentando la secreción de la LH en respuesta a la GnRH; de igual manera, se 

ha reportado que la oxitocina que es sintetizada por los lactotropos dentro de la 

adenohipófisis puede actuar sinergísticamente con el NPY para promover una 

mayor secreción de la homona LH promovida por la GnRH (Evans y cols., 2001). 

Se han descrito además otros factores parácrinos secretados en la adenohipófisis 

que pueden regular la secreción de los gonadotropos, tal es el caso del péptido 

activador de la adenilato ciclasa de la hipófisis (PACAP) (Winters y Moore, 2007), 

así como la galanina, prolactina β  y endorfinas entre otros (Denef, 2008).  

 

 4.2 Otros tipos de comunicación intercelulares pres entes en 
adenohipófisis. 

Como se mencionó anteriormente, todos los estudios de la respuesta de 

Ca2+ promovida por la GnRH en los gonadotropos hasta el momento se habían 

llevado a cabo en gonadotropos en cultivo primario ó en gonadotropos disociados, 

preparaciones que, al utilizar enzimas digestivas, destruyen la estructura tisular y 

por ende las diversas formas de comunicación intercelular propias de la glándula. 

Además de los factores parácrinos, la hipófisis posee conexiones intercelulares, 

como lo demuestran estudios anatómicos, los cuales utilizando microscopía 



electrónica mostraron que las células folículoestrelladas (FS) (un tipo de células no 

secretoras presentes en la adenohipófisis) poseen prolongaciones citoplasmáticas 

las cuales se encuentran comunicadas a larga distancia a través de uniones 

comunicantes (Soji y Herbert, 1989, Mabuchi y cols., 2004, Shirasawa y cols., 

2004), lo anterior fue confirmado recientemente en un estudio anatómico en el cual 

se mostró la distribución tridimensional de las células FS en la rata transgénica 

S100-GFP (Horiguchi y cols., 2008, Devnath e Inoue, 2008). De igual forma, 

registros electrofisiológicos de las células FS mostraron que estas células son 

capaces de generar y transmitir ondas de Ca2+, así como de permitir la difusión de 

moléculas entre una célula y otra a lo largo de la glándula (Fauquier y cols., 2002). 

Además, algunos trabajos anatómicos han mostrado que las células FS pueden 

encontrarse en contacto con los gonadotropos. Por otro lado también se ha 

sugerido la presencia de uniones comunicantes entre gonadotropos (Fletcher y 

cols., 1975, Morand y cols., 1996, Yamamoto y cols., 1993), lo que sugiere que los 

gonadotropos podrían estar funcionalmente acoplados en la glándula.  

 Ya que todos los estudios de la respuesta de Ca2+ promovida por la GnRH 

en los gonadotropos se hicieron en células aisladas y dadas las múltiples 

posibilidades de comunicación intercelular presentes en la adenohipófisis, es 

posible que la información desprendida de tales experimentos no refleje 

necesariamente lo que sucede cuando los gonadotropos se encuentran en su 

entorno nativo. La preparación de la rebanada, en la cual se mantienen muchas de 

las propiedades intrínsecas funcionales de la adenohipófisis (Guerineau y cols., 

1998, Bonnefont y cols., 2000, Fauquier y cols., 2002) es un excelente modelo 

para abordar por primera vez el estudio de la respuesta de Ca2+ de las células 

adenohipofisiarias promovida por la GnRH, en un entorno más parecido al nativo 

fisiológico lo cual no se había explorado anteriormente. 

 

 



 

I. RESUMEN 
 

 En este trabajo usamos la técnica de imagenología para monitorear las 

respuestas de Ca2+ intracelular inducidas por la GnRH en las células de la 

adenohipófisis en rebanadas de hipófisis del ratón macho. Aproximadamente el 

20% de las células que responden a la GnRH in situ despliegan oscilaciones de 

[Ca2+]i que incrementan su frecuencia conforme aumenta la dosis del 

secretagogo. Estas células cambian de un patrón oscilatorio a un patrón bifásico 

no oscilatorio de [Ca2+]i. Este orden de progresión de las respuestas, 

previamente reportada en gonadotropos en cultivo primario, es diferente en el 

55% de las células en la rebanada. Además, cerca del 30% de las células en 

nuestra preparación solo presentan un patrón transitorio a cualquiera de las 

dosis de la GnRH aplicadas, probablemente debido a una inmadurez de las 

células ó a que la respuesta corresponde a otro tipo celular. Cuando se aplica de 

forma repetitiva la misma dosis de la GnRH cada célula responde de forma 

prácticamente idéntica tanto en latencia, patrón de oscilación y duración; este 

fenómeno ha sido previamente denominado ‘Ca2+ fingerprint’. Además, las 

células in situ forman arreglos de pequeños grupos de células dentro de los 

cuales, se observa con frecuencia, pares de células que responden a la 

aplicación de la GnRH con un patrón de Ca2+ con valores de correlación mayores 

a 0.75. Sin embargo, las respuestas sincrónicas no son afectadas por el uso de 

bloqueadores específicos de las uniones comunicantes, mientras que, la 

aplicación de alto potasio disminuye el acople de la respuesta de manera 

significativa, lo que sugiere la posible participación de un factor parácrino en la 

respuesta acoplada. Sin embargo, el uso de suramina, un bloqueador de los 

receptores purinérgicos P2X expresado en los gonadotropos no disminuyó 

significativamente la respuesta acoplada de Ca2+ promovida por la GnRH. Lo 

anterior sugiere que el ATP no es el responsable de las respuestas acopladas, 

por lo que sería necesario llevar a cabo experimentos adicionales en el futuro 

encaminados a conocer la identidad del factor parácrino involucrado. Por otro 

lado la hipótesis de una posible pseudo-sincronización también es discutida en 



este trabajo. En resumen, las células in situ despliegan respuestas con 

características similares a lo reportado en los gonadotropos en cultivo primario, 

sin embargo, las respuestas in situ poseen también características particulares 

no reportadas hasta ahora, como la existencia de diferentes patrones de 

respuesta, así como nuevos aspectos en la organización funcional, lo cual 

amerita futuros estudios no solo en animales macho sino también en diferentes 

condiciones fisiológicas. La técnica y los hallazgos encontrados en este trabajo 

podrían ser potencialmente usados en el futuro para abordar el estudio de la 

respuesta de la GnRH en los gonadotropos de una manera más integral y 

fisiológica en ratones transgénicos en los cuales se modifique ya sea el receptor 

a la GnRH o las hormonas gonadotrópicas para ser identificados por marcadores 

fluorescentes, lo que permitiría el estudio de la respuesta en los gonadotropos 

plenamente identificados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

I. SUMMARY 
 

In this study we used [Ca2+]i imaging to monitor GnRH-induced intracellular 

Ca2+ signalling from dozens of gonadotrophs in mouse male pituitary slices. 

Responses of individual cells vary in magnitude, latency, duration and frequency of 

oscillation. Approximately 20% of gonadotrophs in situ display Ca2+ oscillations of 

increasing frequency at higher [GnRH] and biphasic (peak-plateau) responses at 

saturating [GnRH]. Nevertheless, this orderly progression, previously reported in 

cultured cells, is less well organized in 55% of cells. Furthermore, approximately 

30% cells display non-oscillatory GnRH responses, reminiscent of immature 

gonadotrophs. When the same dose of GnRH is applied repeatedly, individual cell 

responses are almost identical both in latency, oscillatory pattern and duration 

resembling the ‘Ca2+ fingerprint’ phenomenon. In addition, gonadotrophs in situ are 

arranged in small clusters with similar GnRH-induced intracellular Ca2+-signalling 

patterns. Neighbouring gonadotrophs within clusters often display synchronized 

GnRH-induced responses with high correlation indices (>0.75). Nevertheless, 

synchronized responses between pairs of gonadotrophs are unaffected by 

incubation with blockers of gap-junction channels or P2X receptor channels, 

suggesting that they are not mediated by gap junctions or ATP. Alternative 

explanations are discussed, including pseudo-synchronization. In summary, while 

gonadotrophs in situ display GnRH-induced responses similar to those observed in 

cultured cells, different patterns and novel aspects of functional organization were 

found which deserve further investigation. This study on GnRH-induced Ca2+ 

signalling in the acute mice pituitary gland might be of potential relevance for 

characterizing GnRH actions in gonadotrophs in transgenic and knockout animals. 

 



III. HIPÓTESIS 

La respuesta en la [Ca2+]i promovida por la GnRH en la rebanada de 

hipófisis de ratón macho tendrá algunas características diferentes en los patrones 

de respuesta con respecto a lo reportado en los gonadotropos en cultivo primario o 

disociados. 

Al estar preservadas las interacciones celulares en la rebanada es posible 

encontrar evidencias de un posible arreglo anatómico en las células que 

respondan a la GnRH, lo cual podría reflejarse en una organización funcional de la 

respuesta de [Ca2+]i promovida por el secretagogo. 

 

IV. OBJETIVO GENERAL. 

 
Caracterizar la respuesta de la [Ca2+]i promovida por la GnRH en las células 

de las rebanadas de adenohipófisis de ratón macho.  

  

 1. Objetivos Particulares 

 1) Implementación de la técnica de obtención de rebanadas de hipófisis de 

ratón macho así como del registro y análisis de las oscilaciones de la [Ca2+]i tanto 

espontáneas como estimuladas por la aplicación de la GnRH en las células de la 

adenohipófisis en la rebanada.  

 2) Registrar a bajo aumento (5x) la respuesta poblacional de los 

gonadotropos promovida por la aplicación de cuatro dosis de la GnRH: 0.1, 1, 10, 

y 100 nM aplicadas en el mismo campo de registro para determinar la localización 

espacial de los gonadotropos en la rebanada, así como para determinar el número 

de gonadotropos estimulados a las distintas dosis del secretagogo. 

 3) Registrar con mayor aumento (20x) los patrones de respuestas de la 

[Ca2+]i promovidos por la aplicación de hasta cinco dosis crecientes de la GnRH: 

0.01, 0.1, 1, 10 y 100 nM en la misma rebanada de adenohipófisis de ratón macho 

para obtener una curva dosis-respuesta del número de células que responde a 



cada dosis del secretagogo. Además, los patrones de respuesta de la [Ca2+]i 

generados, serán analizados y finalmente comparados con los patrones de 

respuesta reportados en trabajos previos en los gonadotropos en cultivo primario.  

 4) Analizar la repuesta poblacional de los gonadotropos en la rebanada de 

adenohipófisis con el propósito de estudiar las características temporales y 

espaciales de la respuesta de Ca2+ generada por las distintas dosis de la GnRH 

con el propósito de identificar un posible arreglo anatómico-funcional en la 

respuesta.  

 5) Evaluar los posibles mecanismos responsables de la organización 

funcional de la respuesta de Ca2+ en respuesta a la GnRH en los gonadotropos en 

la rebanada de hipófisis de ratón macho. 

 



V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 1. Preparación de rebanadas de hipófisis. 

 Todos los experimentos llevados a cabo en este trabajo cumplieron los 

lineamientos establecidos por la Guía del Uso y Cuidado de los Animales de 

Laboratorio: USPHS. Así como de la Guía Oficial Mexicana de la Secretaría de 

Agricultura (SAGARPA NOM-062-Z00-1999). Para este trabajo se utilizaron 

Ratones Balb-c macho adultos de 8 semanas de edad y para los experimentos 

adicionales ratones Balb-c hembras adultas de 8 semanas de edad, ciclantes y 

ovarectomizadas. Los ratones se mantuvieron con alimentación y bebida ad 

libitum. Después de decapitar a los ratones con anestesia, el cráneo fue removido 

por manipulación quirúrgica y la hipófisis fue cuidadosamente extraída y embebida 

en agarosa 3.0% (Invitrogen Catlab, CA, USA) disuelta en una solución fisiológica 

que contiene: 125 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 2mM CaCl2, 1mM MgCl2, 1.25 mM 

NaH2PO4, 26mM NaHCO3 y 12 mM de glucosa. La solución fisiológica se mantuvo 

burbujeada con 5% de CO2 y 95% de O2 durante todo el experimento para 

mantener el pH fisiológico 7.4. La agarosa con la hipófisis embebida es endurecida 

en solución fisiológica helada, y el bloque de agar fue pegado en la base del 

Vibratome 3000 (St. Louis, MO, USA). La cámara de vibrátomo se llenó con 

solución fisiológica la cual es mantenida a 3 °C co n la unidad de enfriamiento 

(Vibratome VB900R). Posteriormente, se procedió a la obtención de rebanadas 

coronales de 150 µm de grosor, las cuales, inmediatamente al ser obtenidas se 

colocaron en una cámara de incubación con solución fisiológica a temperatura 

ambiente. Las rebanadas permanecieron viables hasta por 6 horas después de su 

obtención. 

 2. Registros y análisis de las señales de calcio i ntracelular en las 
rebanadas de hipófisis 

 Las rebanadas de hipófisis son pegadas en cubreobjetos previamente 

tratados con 0.1% de poly-L-lysina (Sigma, St. Louis, MO, USA), y una de las 

rebanadas es incubada con 500 µl de solución fisiológica que contiene 20 µM de 

Fluo-4 AM (TEF Labs, Austin, TX, USA) y 0.5% de ácido plurónico. El cargado del 



colorante se lleva acabo a temperatura ambiente durante 30 minutos. Una vez 

cargada con el colorante, la rebanada se monta en una cámara de registro de 

Plexiglas que es colocada en la platina del microscopio donde es continuamente 

perfundida con la solución fisiológica burbujeada a temperatura ambiente. La 

rebanada es registrada en un microscopio vertical (Nikon Eclipse 80i, Melville, NY, 

USA) y se utilizaron objetivos de inmersión en agua de Nikon (20X 0.5 A.N, 10X 

0.3 A.N). En algunos casos se usó un lente C reductor (Lente TV C-0.45X, Nikon), 

el cual se colocó en frente de la cámara digital para agrandar el campo de registro 

al reducir la magnificación. El Fluo-4 es excitado a 488 nm con un monocromador 

de luz (Polychrome V, Ilumination System, TILL Photonics, Munich, Alemania), y la 

luz de emisión fue colectada con un set de filtros de banda Nikon aB-2E /C (ver 

figura 6). Las imágenes de fluorescencia se adquirieron con una cámara digital 

enfriada (Imago QE, TILL Photonics, Munich, Alemania) con protocolos escritos en 

el software de TILL visiON 4.0.  

El protocolo de adquisición consistió en 3 imágenes por segundo donde 

cada imagen tuvo una exposición de 10 ms y se tomaron 600 imágenes por 

experimento. El campo de registro se escogió de forma aleatoria en uno de los 

hemilóbulos de la adenohipófisis correspondiente a un diámetro de 1.0 mm 

(Objetivo 10X con el lente reductor 0.45x = magnificación 0.45. y un diámetro de 

0.2 mm (Objetivo 20X). Los registros se llevaron a cabo tomando 30 s de actividad 

basal, mientras la rebanada se perfundió con la solución fisiológica burbujeada. 

 

 

 

 

 

 



Dispositivo de registro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Esquema dispositivo empleado para el registro de oscilaciones de calcio intracelular en 
rebanadas de hipófisis de ratón. 

 

La perfusión fue entonces cambiada a solución fisiológicaconteniendo la 

concentración deseada de la GnRH. La [GnRH]) se aplicó utilizando un sistema de 

perfusión de gravedad que consiste en 5 jeringas de 5ml y una 60 ml, cada una de 

ellas separada en una válvula de dos vías y conectada con el uso de Tygon a una 

entrada común dentro de la cámara de registro. Se llevaron a cabo experimentos 

control con una solución fluorescente (Alexa 1µM) para determinar el momento de 

la llegada y del lavado de la GnRH durante los experimentos. La GnRH tiene un 

retraso en el sistema de perfusión de 12 s y alcanza la concentración deseada 

dentro de la cámara de registro y por lo tanto, en la rebanada de la hipófisis, en 10 



segundos más. El estimulo de la GnRH duró 30 segundos aproximadamente. Se 

estableció un periodo de 30 minutos entre la aplicación de una dosis de la GnRH y 

la siguiente aplicación de la GnRH en la misma rebanada (ver figura 7). Cabe 

mencionar que a pesar de la larga duración de los experimentos la cuantificación 

de la fluorescencia en las células individuales no cambia de forma significativa al 

inicio con respecto del último registro obtenido, lo cual indica que la fuga del 

colorante no es un problema en nuestros experimentos.  

Protocolo y análisis de registro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Esquema del protocolo de aplicación de la GnRH y del registro de las señales de Ca2+ 
intracelular en un mismo campo de la adenohipófisis en la rebanada de hipófisis de ratón macho. 

 

El Fluo-4 no penetra mas allá de 40-50 µm aproximadamente en el tejido, por lo 

que es posible observar de una a dos capas de células dentro de la rebanada las 

cuales han incorporado el indicador. Con la práctica, es posible enfocar una capa 

de células sanas debajo de la superficie de la rebanada, por lo que la 

contaminación de la fluorescencia fuera de foco de las células que se encuentran 

en otras capas de células no es un problema aún a relativa baja magnificación. 

Para facilitar la identificación de las células que respondieron a un aumento en la 



fluorescencia a la aplicación de la GnRH, se obtuvieron imágenes de la desviación 

estándar (DS) de los segmentos de interés de las películas. En las imágenes DS, 

las áreas con valores altos de intensidad correspondieron a las células con 

grandes cambios de fluorescencia (F), mientras que las áreas con valores bajos 

de intensidad corresponden a células que tuvieron menor actividad o 

permanecieron silentes. La intensidad de los cambios de fluorescencia se 

marcaron con un código de color con propósitos ilustrativos. Las regiones de 

interés (ROIs) correspondientes a las células que se activaron en respuesta a la 

aplicación de la GnRH, fueron dibujadas en la imagen DS y transferidas a la 

película F (ver figura 10). De este modo se obtienen los cambios en la 

fluorescencia de cada célula durante el registro. Usando esta aproximación, es 

posible el registro de los cambios de las señales de fluorescencia con respecto al 

tiempo (F(t)) de hasta cientos de células individuales. Sin embargo, cabe 

mencionar que la selección de células se verificó además analizando de forma 

manual cada una de las células de la rebanada con el fin de no excluir ningún tipo 

de respuesta que no fuera detectada por el análisis DS. Una forma conveniente de 

representar la gran cantidad de información obtenida en una rebanada es una 

gráfica donde sea posible expresar los cambios de F(t) para muchas células, es a 

través de un una gráfica multicelular. Este tipo de gráfica (multi-cell F(t) plot) fue 

generada con aplicaciones de Igor Pro 5.03 (Wavemetrics Inc., OR, USA, escritos 

por el Dr. León Islas, Profesor Asociado de tiempo completo en la Facultad de 

Medicina de la UNAM. Estas gráficas representan en la absisa el tiempo, mientras 

que los valores de F se encuentran en código de color. De estas graficas, los 

trazos individuales de la fluorescencia pueden ser extraídos para cada célula. Las 

líneas horizontales de las áreas sombreadas representan el tiempo aproximado de 

llegada y duración de la GnRH en la cámara (ver figura 12). Las curvas dosis 

respuestas del número de células activas en función de la concentración de la 

GnRH, fueron evaluadas utilizando la función: 

 

                                                             
 



 

donde (A1: valor inicial, A2: valor final, p= pendiente). Las células fueron 

cuantificadas cuando su incremento correspondió a dos veces o más la desviación 

estándar del ruido y de la fluorescencia basal. Los datos numéricos fueron 

graficados en Origin 3.8 (MicroCal Software, Northampton, MA, USA) o Igor Pro.  

 

 

VI. RESULTADOS 

 1. Implementación de la técnica de obtención de re banadas de 
hipófisis de ratón. 

 La primera parte de este trabajo consistió en la implementación de la 

técnica de la obtención de rebanadas de hipófisis de ratón en el laboratorio. Esta 

técnica fue implementada por primera vez en el grupo de Patrice Mollard del 

Institute de Genomique Fonctionelle en Montpellier, Francia, (Guérineau y cols., 

1998, Fauquier y cols., 2002) y fue necesario realizar varias modificaciones a la 

técnica para obtener con éxito rebanadas de hipófisis de ratón en el laboratorio. 

Por tal motivo durante mi doctorado hice una estancia en el laboratorio del Dr. 

Mollard con el fin de optimizar la técnica, lo que me permitió mejorar la 

preparación hasta lograr la obtención de registros por largos periodos de tiempo, 

necesarios para alcanzar los objetivos de este trabajo. Uno de los parámetros 

útiles para la evaluación de la vitalidad de las células adenohipofisiarias en la 

rebanada son las características del cargado del indicador fluorescente. El 

colorante debe incorporarse a las células de forma homogénea y moderada, lo 

que indica que los niveles basales de la [Ca2+]i están siendo regulados de forma 

fisiológica por las células. Es común encontrar algunas células con niveles de 

fluorescencia muy alto en condiciones basales, sin embargo estas células deben 

ser pocas y la fluorescencia presenta una distribución normal en la rebanada. La 

figura 8 ilustra un ejemplo de un campo de la rebanada de hipófisis viable. Por otro 

lado, la presencia de oscilaciones espontáneas de la [Ca2+]i, las cuales han sido 

previamente reportadas tanto en células adenohipofisiarias en cultivo primario 

(Kwiecien y Hammond, 1998), como en la rebanada de hipófisis (Guérineau y 



cols., 1998), son también un indicativo de la viabilidad fisiológica de las células en 

rebanada. Como se muestra en la figura 9 en nuestra preparación es posible 

registrar oscilaciones espontáneas de la [Ca2+]i, las cuales se manifiestan con 

diferentes parámetros tanto en amplitud como en frecuencia.  

 

Imagen DS de un campo de registro cargado con el in dicador Fluo-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.  Imagen de un campo de la rebanada de hipófisis cargado con el indicador fluorescente 
Fluo 4 AM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ejemplo de oscilaciones espontáneas en las células 
adenohipofisiarias en rebanada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.  Ejemplos de algunas células de la adenohipófisis en la rebanada que muestran 
oscilaciones espontáneas de la [Ca2+]i, las oscilaciones varían tanto en amplitud como en 
frecuencia.  

 

2. Protocolo de registro y análisis de la respuesta  de la [Ca 2+]i en la 
rebanada de hipófisis. 

 Una vez implementado con éxito la obtención de los registros de la [Ca2+]i 

en las células de la adenohipófisis en las rebanadas de hipófisis de ratón el 

siguiente objetivo fue evaluar la respuesta de la [Ca2+]i promovida por la aplicación 

de la hormona hipotalámica GnRH. Como se explica detalladamente en la sección 

de materiales y métodos, durante todos los registros la rebanada fue mantenida en 

perfusión constante de solución salina burbujeada, vía a través de la cual se aplicó 

la GnRH. Los registros consistieron en la obtención de una secuencia de 

imágenes (película), la cual incluye la actividad antes durante y después de la 

aplicación de la GnRH. La película es procesada como se indica en la sección de 

materiales y métodos e ilustrada en la figura 7, una vez obtenida la imagen 

desviación estándar (DS) (ilustrada en la figura 10), se identificaron las células en 

la rebanada de hipófisis que respondieron a la aplicación de la GnRH con un 



cambio en la [Ca2+]i.  

 

Figura DS antes y después de la aplicación de la Gn RH 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.  Imagenes DS pseudocolor del mismo campo de la rebanada en condiciones basales (A) 
y en respuesta a la aplicación de 100nM de GnRH (B). 

 

Como ilustra la figura anterior, las imágenes DS permite la visualización de 

las células que responden a la aplicación de la GnRH. Este ejemplo ilustra 5 

células que en ausencia de la estimulación con la GnRH no presentaron cambios 

en la fluorescencia (A), mientras que las mismas 5 células muestran un claro 

aumento de la fluorescencia reportada por la imagen DS (B). Del análisis obtenido 

de seleccionar las células en las imágenes DS, así como de la selección manual 

de todas las células en el campo registrado, se desprende la presencia de cuatro 

poblaciones de células en respuesta a la aplicación de la GnRH, las cuales son 

ejemplificadas en la figura 11. El panel 11A muestra un ejemplo de las células que 

carecen de oscilaciones de Ca2+ previas a la aplicación de la GnRH y permanecen 

silentes antes, durante y después de la aplicación del secretagogo. En la figura 

11B se muestra un ejemplo de las células que manifiestan oscilaciones de Ca2+ en 

ausencia de estímulo alguno, y la aplicación de la GnRH no modifica el patrón de 

oscilaciones de la [Ca2+]i previo a su aplicación. Por otro lado, el panel 11C ilustra 

la población de células que carece de oscilaciones espontáneas de la [Ca2+]i en 

las cuales la aplicación del secretagogo promueve un aumento en la [Ca2+]i. 

Finalmente, el panel 11D muestra un ejemplo de las células que tienen transitorios 



espontáneos de la [Ca2+]i y que además responden a la aplicación de la GnRH 

con un aumento en la concentración de [Ca2+]i. Cabe mencionar que de estas 

cuatro poblaciones de células antes descritas, se eligieron para el estudio las 

poblaciones de células que responden con un aumento en la [Ca2+]i a cualquiera 

de las dosis de la GnRH aplicadas, ejemplificados en los paneles C y D de la 

figura 11. 

 Con el fin de evaluar las respuestas generadas por dosis crecientes de la 

GnRH (las mismas que había sido previamente utilizadas para el estudio de 

gonadotropos disociados o en cultivo primario), y tomando ventaja del hecho de 

que el receptor a la GnRH en el ratón (Davidson y cols., 1994) carece de 

desensibilización. Implementamos un protocolo que nos permitiría evaluar las 

respuestas de la [Ca2+]i a diferentes [GnRH] en la misma rebanada. Este protocolo 

que está descrito con detalle en materiales y métodos consistió en la aplicación de 

hasta cinco dosis crecientes: 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 nM de la GnRH, con intervalos 

de 30 minutos entre aplicaciones subsecuentes del secretagogo (ver figura 7), 

este tiempo fue considerado para evitar algún efecto acumulativo entre 

aplicaciones de la GnRH. Cabe mencionar que este protocolo es especialmente 

difícil, ya que requiere de que a pesar de la continua perfusión de la solución 

fisiológica burbujeada en la rebanada para mantenerla viva, sea posible evaluar a 

las mismas células, lo cual requiere que la rebanada no se mueva de posición por 

3 hrs aproximadamente.  

El análisis de células individuales en cinco registros por rebanada, significa 

analizar y trabajar con una gran cantidad de datos. Lo anterior creó la necesidad 

de contar con un método que nos permitiera la evaluación de varias respuestas de 

Ca2+ de la misma rebanada al mismo tiempo. Para tal fin el Dr. León Islas 

(Facultad de Medicina UNAM) creó una aplicación en el programa Igor 5.03, esta 

herramienta hizo posible la visualización de los cambios de intensidad de 

fluorescencia en función del tiempo durante cada uno de los experimentos 

realizados. Como se muestra en la figura 12, este método permite visualizar la 

respuesta de decenas de gonadotropos en una misma gráfica y al mismo tiempo 

visualizar el patrón de respuesta de cada célula de manera individual. 



Ejemplos de los tipos de células en respuesta a la aplicación de la GnRH 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.  Ejemplo de los 4 tipos de patrones de Ca2+ presentes en la rebanada de hipófisis de 
ratón macho antes durante y después de la aplicación del GnRH. A. Ejemplo de una célula que 
permanente silente durante todo el registro. B. Ejemplo de una célula con oscilaciones 
espontáneas de la [Ca2+]i que permanecen durante todo el registro. C. Registro de una célula 
silente en condiciones basales que responde a la aplicación de la GnRH con un aumento de la 
[Ca2+]i. D. Ejemplo de una célula que presenta oscilaciones espontáneas de la [Ca2+]i y responde a 
la aplicación de la GnRH 10nM con un aumento en la [Ca2+]i. La barra negra indica la duración de 
la aplicación de la GnRH. 

 

 

 

 

 



Ejemplo de una gráfica multicélula 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.  Ejemplo de una gráficas multi-célula (multi-cell plot). A. Método de análisis que permite 
la visualización de los cambios de las intensidades de fluorescencia durante un experimento en 
decenas de células. Las líneas horizontales ilustran los periodos basales y estimulados con la 
GnRH. La línea horizontal azul, denota el momento en que la GnRH está presente en la cámara de 
registro a la dosis deseada, en este caso 100nM. B. Este método permite al mismo tiempo la 
visualización de los trazos promovidos durante el experimento, ejemplo de 5 células que 
respondieron a la aplicación de la GnRH. 

 

3. Distribución espacial de las células que respond en a la GnRH en la 
rebanada 

La rebanada es una preparación que permite la visualización de las células 

que responden a la GnRH en su posición anatómica nativa en la adenohipófisis, lo 

que permite la exploración de la distribución espacial de las células. Para cumplir 

ese objetivo hicimos experimentos utilizando una baja magnificación (5x), lo cual, 

como muestra el panel de la figura 13C, permite el registro de casi la totalidad del 

hemilóbulo de la adenohipófisis. Estos experimentos consistieron en la aplicación 



de dosis crecientes de [GnRH]: 0.1, 1, 10 y 100 nM en el mismo campo de la 

rebanada. 

 

Campo de registro de la adenohipófisis 5x 

 

Campo de registro de la adenohipófisis 5x 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 . Ejemplo de un campo de la adenohipófisis registrado con bajo aumento (5x). A. Un 
campo de la hipófisis visto en contraste de fases, el círculo amarillo enmarca la zona del registro. B 
Imagen SD de la fluorescencia del mismo campo registrado después del análisis de la respuesta a 
la GnRH. C. Esquematización del área de la hipófisis que se registra con el aumento 5x. N= 
Neurohipófisis, PI= Pars intermedia, PD= Pars distalis. 

 

Para el análisis de los datos se construyó un mapa con las coordenadas de 

la posición en x y y de cada célula que respondió a la dosis de la GnRH aplicada. 

Como se ilustra en la figura 14 se construyó un mapa por cada dosis del 

secretagogo aplicada. Como se observa, el número de células se incrementa 

conforme aumenta la [GnRH]. De esta forma el número de células que responde a 

la dosis de 1 nM de la GnRH se incrementa 0.6 veces con respecto a la GnRH 0.1 

nM, el incremento es de 2.3 veces cuando el estímulo de la GnRH es de 10 nM y 

aumenta casi 4 veces (3.8 veces) cuando la concentración de la GnRH es 100 nM, 



con respecto a la aplicación del GnRH 0.1 nM. Las diferencias en las respuestas 

promovidas por las dosis 1 nM, 10 nM y 100 nM son estadísticamente 

significativas con respecto a la menor dosis aplicada de la GnRH (0.1 nM) (p< 

0.001). Por otro lado, los mapas de la figura 12 ilustran además que las células 

que responden a la GnRH no se localizan en un área específica del hemilóbulo, si 

no que, independientemente de la dosis de la GnRH aplicada, se localizan de 

forma heterogénea en la rebanada. Nuestros resultados difieren de trabajos 

previos hechos en cortes fijados de la adenohipófisis, en los que, utilizando 

técnicas de inmunohistoquímica se ha reportado que algunos gonadotropos se 

localizan en zonas específicas de la glándula (regionalización) (Dada y cols., 1984, 

Shirasawa y cols., 2004).  

 

  4. Reclutamiento de células según la [GnRH]. 

 Para saber si el incremento en el número de células que responde a dosis 

altas de la GnRH se debe a un reclutamiento de células que se adicionan a las 

células que respondieron a dosis bajas del secretagogo, hicimos registros a mayor 

aumento (20x). Para el análisis de los datos construimos nuevamente mapas de la 

localización de cada célula que respondió a la aplicación de la GnRH con un 

aumento en la [Ca2+]i. Los mapas obtenidos a las diferentes dosis de la GnRH 

fueron sobrelapados, los cuales, al ser del mismo campo de registro, permiten la 

comparación de las mismas células a las distintas aplicaciones de la GnRH. La 

figura 14 muestra un ejemplo de cuatro mapas, cada uno obtenido de la aplicación 

de una dosis de la GnRH en el mismo campo de registro. Como muestra el 

ejemplo ilustrado en la gráfica 15, el 62% de las células que responden a 0.01nM 

de la GnRH responden a las subsiguientes dosis aplicadas de la GnRH y la 

mayoría de las células remanentes responden solamente a la dosis de 0.01nM del 

la GnRH. Por otro lado, cerca del 100% de las células que responden a la dosis de 

1nM de la GnRH vuelven a responder a las siguientes dosis del secretagogo. 

 

 



Mapas de la localización de las células individuale s que respondieron a la 
GnRH.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Mapas que ilustran la posición de los gonadotropos que responden a la aplicación de 
dosis crecientes de la GnRH en el mismo campo de adenohipófisis 5x.  

 

 Lo anterior indica que la mayoría de la población de células responde a la 

aplicación de la GnRH 1, 10 y 100 nM. Sin embargo, de manera interesante, 

algunas de las células que responden a 0.01nM no vuelven a responder a dosis 

mayores de la GnRH. El patrón de respuesta de estas células es oscilatorio o 

transitorio y la amplitud tamaño de la respuesta promovida por estas células no 

sugiere que se trate de una respuesta saturada. Lo anterior sugeriría la presencia 

de células que poseen umbrales diferentes de respuesta de Ca2+ según la dosis 



del secretagogo y/ó la presencia de algunas células que posean algún mecanismo 

de desensibilización en su respuesta. 

Mapas sobrelapados de las células que responden a l a aplicación de dosis  

crecientes de la GnRH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.  Mapas sobrelapados que ilustran la posición de las células que responden a la 
aplicación de dosis crecientes de la GnRH en el mismo campo de adenohipófisis (20x).  

 

5. Curva dosis- respuesta de las células que respon den a la GnRH en 
la rebanada 

 Los experimentos anteriores muestran que, como era de esperar, el número 

de células que responden a la aplicación de dosis crecientes de la GnRH 

aumentan con la dosis del secretagogo y posteriormente calculamos la curva 

dosis-respuesta de las células que respondieron a la aplicación de cinco dosis 

crecientes de la GnRH. La curva dosis respuesta de siete experimentos 

independientes se ilustran en la figura 16, los resultados muestran dos tipos de 

comportamientos, por un lado, cinco de siete casos rebanadas presentaron los 

siguientes valores de dosis efectiva 50 (DE50): 0.24, 0.16, 0.10, 0.66 y 0.8nM, las 

dos restantes presentan una DE50 de: 2.48 y 2.22nM.  

 



Curva dosis respuestas del número de células que re sponde a la GnRH  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16.  Curvas dosis-respuesta comparativas. Cada curva dosis- respuesta representa el 
número de células que responden a la aplicación de cada dosis de la GnRH aplicada. Cada curva 
está indicada por un color distinto y el promedio de las curvas dosis- respuesta está representado 
en cuadros vacíos azules. 

 

Los resultados anteriores indican que, aunque la mayoría de las rebanadas 

presentan una sensibilidad relativamente alta a la aplicación del secretagogo, dos 

rebanadas presentan una menor sensibilidad al secretagogo con respecto al grupo 

anterior, las diferencias entre estas dos poblaciones es significativa (p= 0.0005 t de 

Student, muestra no pareada). Sin embargo la presencia de esta segunda 

población no fue observada en experimentos adicionales por lo que no es posible 

concluir si la existencia de esta población puede tener una explicación fisiológica. 

Por otro lado, la curva dosis-respuesta promedio de todos los experimentos 

presenta una DE50= 0.56 nM. 

 

 



6. Patrones en la respuesta de la [Ca 2+]i promovidos por las diferentes 
dosis de la GnRH. 

 A continuación decidimos estudiar si los patrones de Ca2+ promovidos por la 

GnRH en la rebanada de hipófisis de ratón eran similares a los patrones 

observados previamente en los gonadotropos en cultivo primario. Como se 

mencionó en la introducción de este trabajo, las respuesta de Ca2+ promovidas por 

la GnRH se han categorizado según su dinámica en: oscilatorias, bifásicas mixtas 

oscilatorias y bifásicas no oscilatorias. En la rebanada, como se muestra en la 

figura 17 es posible identificar los tres tipos de patrones de Ca2+ previamente 

reportados en respuesta a la GnRH en los gonadotropos en cultivo. Así mismo, los 

reportes previos suponen que los diferentes patrones de Ca2+ promovidos por la 

GnRH están determinados por la concentración del secretagogo. Sin embargo, 

como muestra la figura 17, en la rebanada de hipófisis es posible producir los tres 

tipos de patrones reportados en cultivo primario con la aplicación de una sola 

dosis de la GnRH. El resultado del análisis porcentual para determinar la 

proporción de células que responden con la secuencia ˝canónica˝ reportada en 

gonadotropos en cultivo o disociados en nuestra preparación se muestra en la 

figura 18. La figura ilustra el ejemplo de una célula que responde de forma 

canónica cambiando su patrón de respuesta de subumbral, oscilatoria, oscilatoria-

bifásica a finalmente bifásica simple o bifásica no oscilatoria al aumentar la 

[GnRH], conforme se ha reportado. De manera interesante estas células 

corresponden solamente al 20% del total de las células que responden a la GnRH. 

A continuación, en la figura 18, se observa el ejemplo de una célula que respondió 

de manera ˝no canónica˝, la cual, aunque responde con los patrones de Ca2+ 

reportados previamente, carecen de los cambios canónicos que acompañan el 

incremento en la [GnRH] reportados en los gonadotropos aislados, esta población 

correspondió al 54% de la población de las células en nuestro trabajo. Finalmente, 

el 27% de la población responde de manera atípica con patrones transitorios que 

aumentan en amplitud conforme aumenta la [GnRH], pero que carecen de la fase 

oscilatoria a cualquiera de las dosis de la GnRH aplicadas.  

 



Tipos de patrones de Ca 2+ promovidos por la GnRH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Tipos de patrones de la [Ca2+]i promovidos en este ejemplo por la aplicación de la 
GnRH 10nM, la barra negra indica los 30 segundos de la aplicación de la GnRH. 

 

 



Tipos de secuencias de la respuestas de Ca 2+ promovidas por  
la aplicación de dosis crecientes de la GnRH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.  Tipos de secuencias de la respuesta de Ca2+ promovidas por la aplicación de diferentes 
dosis de la GnRH en la rebanada. La figura ilustra en la parte superior el ejemplo de una célula en 
la rebanada que tuvo una respuesta “canónica” según a lo reportado en los gonadotropos en 
cultivo primario, la figura de en medio ejemplifica una célula que, aunque responde con los 
patrones de Ca 2+ reportados, la secuencia de los patrones no cambia con la dosis conforme a lo 
observado en los gonadotropos en cultivo primario, a esta secuencia la denominamos “no 
canónica”. Finalmente se ilustra el ejemplo de una célula que responde con un patrón de Ca 2+que 
carece de oscilaciones, ésta secuencia es llamada atípica. En la parte inferior de la figura la gráfica 
de pastel ilustra la proporción de células que responde con cada uno de los patrones en nuestros 
experimentos. 

 

 

 



 7. Las células que responden a la GnRH poseen un p atrón de Ca 2+ 
específico que se mantiene constante por periodos l argos de tiempo. 

 Para estudiar si la aplicación repetida de una sola concentración de GnRH 

generaba un cambio en los patrones de la respuesta de Ca2+, decidimos llevar a 

cabo experimentos en los cuales se aplicó hasta cuatro veces la misma 

concentración del secretagogo en las mismas células, de manera interesante los 

resultados mostraron, como se ilustra en la figura 19 que la aplicación de una 

misma dosis de la GnRH promueve patrones de Ca2 sorprendentemente similares. 

Las respuestas promovidas por la aplicación repetida de la GnRH 10 nM, con un 

intervalo de 30 minutos entre los estímulos, muestra que, a pesar del tiempo 

transcurrido en el experimento (más de 2 horas), las células responden con un 

patrón de Ca2+ que se mantiene constante por periodos largos de tiempo. Esta 

información se visualiza fácilmente en los paneles Ay B de de la figura 19, en la 

cual se observan los registros de las respuestas de Ca2+ a la GnRH en células 

individuales de la rebanada, los cuales se mantienen estables a lo largo de todo el 

registro. La cuantificación de estos resultados, resumido en el panel C de la misma 

figura muestra que la magnitud de la integral de la repuesta bajo la curva a cada 

aplicación de la GnRH se mantiene sin cambios estadísticamente significativos 

para cada célula (ANOVA p=0.21)  

 

 8. La organización anatómica y funcional de las cé lulas que responden 
a la GnRH en la rebanada de hipófisis de ratón. 

 Los resultados obtenidos hasta este momento indican que las células que 

responden a la aplicación de la GnRH presentan algunas características similares 

a lo observado en cultivo primario, por ejemplo los patrones de Ca2+ de la 

respuesta promovida por el secretagogo. Sin embargo, nuestra preparación deja 

ver también diferencias importantes. En este punto del trabajo nuestro propósito 

era explorar la posibilidad de encontrar algún tipo de arreglo multi-celular funcional 

en la respuesta de Ca2+ promovida por la GnRH in vitro. Nuestra primera 

aproximación consistió en el análisis de la localización de las células que 

responden con un determinado patrón de respuesta de Ca2+ a la GnRH en los  

 



Respuestas de Ca 2+ a la aplicación sucesiva de la misma dosis de la G nRH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19.  Las respuestas de Ca2+ promovidas por la aplicación de la misma dosis de la GnRH 
presentan patrones de respuesta similares a largo plazo. El panel A muestra la gráfica multicélula, 
en la cual se ilustra con pseudocolor los patrones de 13 células en respuesta a las 4 veces repetida 
aplicación de la GnRH 10nM. El panel B, ilustra los patrones de respuestas de 3 células incluidos 
en el panel A. Los patrones de Ca2+ muestran una estabilidad notoria. El panel C muestra la 
cuantificación de la integral de la respuesta. 

 

mapas de coordenadas en xy que ilustran la posición de las células individuales en 

la rebanada. Para tal efecto, marcamos cada célula con un color distintivo según el 

tipo de patrón de la Ca2+ con el cual respondió cada célula: La figura 20 muestra 



un ejemplo de los mapas resultantes. Como se puede observar, los resultados 

muestran que, independientemente de la dosis de la GnRH aplicada, las células 

que responden con un mismo patrón de Ca2 tienden a formar grupos (cúmulos o 

filas). Los mapas muestran que a dosis baja de la GnRH (panel A), las pocas 

células que responden a la aplicación de la GnRH parecen encontrarse cerca de 

otras células que responden con el mismo patrón. Este tipo de organización 

funcional según el tipo de patrón de respuesta parece volverse más evidente 

conforme se incrementa la dosis de la GnRH, de tal forma que la aplicación de 

dosis altas del secretagogo (GnRH 10 y 100nM) parecen promover respuestas de 

grupos robustos de células que responden con el mismo patrón de respuesta en la 

rebanada (figura 20, panel C y D). Como se observa en la figura 20 y la imagen 

DS de la figura 21 algunas de las células que responden a la GnRH en la 

rebanada se distribuyen en grupos de hasta 8 ó 9 células contiguas, sin embargo, 

en algunos casos la similitud de los patrones se circunscribe a pares o tripletes de 

células. El ejemplo de la figura 22 muestra que a pesar de pertenecer al mismo 

grupo, las células a1, a2 y a3 presentan un patrón bifásico de respuesta. Mientras 

que las células enmarcadas en rojo (b1, b2 y b3) presentan un patrón oscilatorio. 

Nuestras anteriores observaciones, meramente descriptivas, nos llevaron a 

realizar un análisis más detallado de este fenómeno, para lo cual utilizamos un 

análisis de correlación. Este análisis aporta información cuantitativa de la similitud 

de las respuestas. El análisis de la correlación lineal se llevó a cabo en pares de 

células contiguas así como en pares de células que no se encontraban en 

contacto. Para la obtención de esta información graficamos el ∆ F(t) de la célula A 

vs ∆ F(t) B antes y después de la aplicación de la GnRH en un determinado par de 

células que respondió a la GnRH. 

Un ejemplo de este análisis se muestra en la figura 23, en este ejemplo se 

puede observar que mientras el coeficiente de correlación (R), en condiciones 

basales es de R=0.02, la aplicación de la GnRH promueve una respuesta de Ca2+ 

con un valor de correlación que aumenta a R= 0.87. Lo anterior indica que el valor 

de correlación incrementa drásticamente con la aplicación de la GnRH. El análisis  

 



Mapas de la posición de las células que ilustra la distribución de los 
patrones de respuesta de Ca 2+ generadas por la GnRH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20.  Distribución espacial de los tipos de respuestas acopladas de la [Ca 2+]i promovidas por 
diferentes dosis de la GnRH. Ejemplo de los mapas de un experimento que muestra la posición de 
las células que responden a la aplicación de diferentes dosis de la GnRH en una rebanada de 
adenohipófisis de ratón. Cada célula está marcada con un color distintivo según el tipo de patrón 
de Ca 2+ con el cual respondieron al la GnRH. La escala de los mapas está calibrada en micras.  

 

de la correlación promedio de 51 pares de células analizadas dentro de un grupo 

en la rebanada fue de 0.75 ± 0.02 (promedio ± ES). En contraste, cuando se 

analizaron pares de células aisladas, el coeficiente de correlación permaneció 

relativamente bajo (0.45 ± 0.09; promedio ± ES; n = 23 pares de células). 

 

 

 



Imagen DS de los grupos de células que responden a la GnRH  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21.  Imagen DS resultante de un experimento en el cual la rebanada de hipófisis fue 
estimulada por 10nM de la GnRH. Las flechas señalan ejemplos de células aisladas que fueron 
estimuladas por la GnRH, mientras que en formas asimétricas se enmarcan los grupos o cúmulos 
de células 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22.  Ejemplo de un grupo de células estimuladas por la GnRH en la rebanada de hipófisis. El 
recuadro de la derecha muestra la localización de seis células contiguas, las cuales presentan una 
respuesta funcional en arreglos de tripletes. Marcados en rojo y verde. 



La GnRH promueve respuestas de Ca 2+ con un valor elevado de correlación 
lineal en células contiguas 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Figura 23. Ejemplo de un par de células que aumentan su correlación después de la aplicación de 
la GnRH estimuladas por la GnRH en la rebanada de hipófisis. 

 

 

Por otro lado, cuando hicimos un análisis de la distribución del grado de 

acople de las respuestas, para lo cual categorizamos a las células como no 

acopladas cuando el valor de entre estas es de R < 0.60, acopladas débilmente 

cuando el coeficiente de correlación es 0.60 ≤ R < 0.80 y acopladas fuertemente 

cuando el valor de R entre pares de células es R ≥ 0.80. El estudio de la 

distribución de los diferentes grados de acople en los mapas de coordenadas x y y 

de las células muestra, como ilustran los mapas de la figura 24, que la aplicación 

de dosis bajas de la GnRH promueve la respuesta de Ca2+
 de pocas células las 

cuales, además, presentan un acople bajo o nulo y que, conforme aumenta la 

dosis de la GnRH, se incrementa el grado de acople entre ellas. De tal manera 

que las células que presentan un acople relativamente fuerte (R ≥0.80) aumentan 

de 11.7% a la dosis de 0.1nM de la GnRH hasta un 62.9% a la dosis de 100nM de 

la GnRH. Lo anterior sugiere que la aplicación de dosis relativamente altas de la 

GnRH (10-100 nM) promueve la respuesta de grupos de células que parecieran 

formar múltiples unidades locales acopladas funcionalmente . 



 9. Posibles mecanismos involucrados en la respuest a acoplada de la 
[Ca2+]i promovida por la GnRH. 

Se ha reportado que en la rebanada de hipófisis las uniones comunicantes 

intercelulares se mantienen funcionales, y además, se ha demostrado, que las 

oscilaciones de la [Ca2+]i sincrónicas espontáneas entre algunas células de la 

adenohipófisis se debe al acople funcional de las uniones comunicantes 

(Guérineau y cols., 1998). Este mecanismo podría participar en la respuesta 

acoplada de [Ca2+]i promovida por la GnRH en las células de la rebanada. Aunque  

 
 

Distribución espacial de los tipos de acople promov idos por  
la GnRH en la rebanada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24.  Distribución espacial de los tipos de respuestas acopladas de Ca2+ promovidas por 
dosis crecientes de la GnRH. Ejemplo de los mapas de un experimento que muestra la posición de 
las células que responden a dosis crecientes del secretagogo. Los círculos vacíos ilustran las 
células que responden con un patrón no acoplado, los círculos azules representan a las células 
que presentan un acople débil (0.60 ≤ R < 0.80) y el rojo a las células con un acople fuerte (R ≥ 
0.80). 



no se ha reportado el acople de las oscilaciones de la [Ca2+]i en los gonadotropos, 

se sabe que estas células expresan uniones comunicantes (gap junctions) 

(Yamamoto y cols., 1996) las cuales son funcionales a decir de experimentos 

hechos con difusión de colorantes que permean a través de las uniones 

comunicantes (Morand y cols., 1996). Para saber si una proporción importante de 

las células que respondieron de forma acoplada a la GnRH lo estaban 

previamente de forma espontánea, de tal forma que el acople en respuesta a la 

GnRH fuese, al menos en algunos casos, una continuidad del acople de las 

oscilaciones espontáneas de Ca2+, hicimos un análisis del acople de las 

oscilaciones espontáneas de Ca2+ de los pares de células que responden de forma 

acoplada a la GnRH. La figura 25 muestra un ejemplo de cada uno de los cuatro 

tipos de dinámicas espontáneas de Ca2+ encontradas en los pares de células 

analizados, los resultados obtenidos muestran que previamente al acople 

promovido por la GnRH las células pueden encontrarse: silentes, es decir carentes 

de actividad de Ca2+ de forma espontánea, una célula silente y otra célula activa 

de forma espontánea, ambas células con oscilaciones de Ca2+ no acopladas y 

finalmente ambas células activas y acopladas espontáneamente. Como muestra la 

gráfica de pastel al pie de la figura 25, el 62% de los pares analizados son 

silentes, el 14% de los pares de células presentan una célula con oscilaciones 

espontáneas de la Ca2+, solamente el 2.7% de los pares de células tienen 

actividad espontánea de Ca2+ no acoplada, y, de manera interesante, un 22% de 

los pares de células muestran oscilaciones espontáneas de Ca2+ con una dinámica 

acoplada previa a la aplicación de la GnRH. Por un lado estos resultados 

muestran que al menos una parte de las células que responde de manera 

acoplada a la GnRH lo estaba previamente y, por otro lado nuestro análisis previó 

mostró que las células que responden de forma acoplada a la GnRH se 

encuentran visualmente contiguas. Estos dos hechos aunados podrían sugerir que 

las uniones comunicantes pudieran estar involucradas en las respuestas 

acopladas de la [Ca2+]i promovidas por la GnRH. El estudio de la participación de 

las uniones comunicantes en la respuesta acoplada ameritaba el uso de fármacos 

específicos que desacoplan funcionalmente a las uniones comunicantes. 



Tipos de actividad espontánea en los pares de célul as acopladas por la 
GnRH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 . Tipos de oscilaciones espontáneas de Ca2+ que presentan las células que responden de 
forma acoplada a la aplicación de dosis altas de la GnRH (10nM) y el porcentaje de cada tipo de 
patrón espontáneo. 

 

Para realizar este estudio era indispensable primero llevar a cabo 

experimentos control que nos permitieran determinar si la respuesta de Ca2+ 

promovida por la GnRH en un par de células se repetía con una segunda adición 

de la misma dosis del secretagogo. Tales experimentos nos permitirían evaluar el 

efecto de un determinado fármaco en la respuesta promovida por la GnRH en el 

mismo par de células. 

 



Experimento control del acople de la respuestas de de Ca2+ en respuesta a la 
aplicación de la misma dosis de la GnRH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 . Ejemplo de un experimento control de la aplicación de dos veces la misma dosis de la 
GnRH en la rebanada de hipófisis. El panel A muestra en la parte superior la respuesta de [Ca2+]i 
promovida en un par de células estimulada por la primera aplicación de la GnRH, la parte inferior 
del panel A muestra el valor de R obtenida durante la aplicación de la GnRH en estas células. El 
panel B en su parte superior muestra la respuesta de la [Ca2+]i promovida por la segunda 
aplicación de la misma dosis de la GnRH en el mismo par de células del panel A, mientras que la 
parte inferior del panel B ilustra el valor de R de esta segunda respuesta. 

 

Los experimentos control consistieron en la aplicación repetida de la misma 

[GnRH] con un intervalo de 30 minutos entre dosis, la figura 26 ilustra un ejemplo 

de los resultados obtenidos en este tipo de experimentos. Como se muestra en la 

figura, a pesar de que hay una reducción en la amplitud de la segunda respuesta 

de [Ca2+]i promovida por la GnRH con respecto a la primera a respuesta, la GnRH 

promueve respuestas con patrones de Ca2+ notablemente similares y con un valor 

de R prácticamente idéntico en ambos experimentos. Tales resultados permitieron 

la evaluación del efecto de fármacos específicos en la respuesta acoplada de Ca2+ 



con el propósito de encontrar alguna evidencia del posible mecanismo 

responsable del acople en la respuesta de Ca2+ promovida por la GnRH en pares 

de células.  

Para evaluar la posible participación de las uniones comunicantes en la 

respuesta acoplada de Ca2+ generada por la GnRH en la rebanada de hipófisis 

utilizamos halotano un fármaco inespecífico desacoplante de las uniones 

comunicantes que ha sido utilizado previamente para modificar el acople de las 

oscilaciones espontáneas de la [Ca2+]i en células de la rebanada de hipófisis 

(Guérineau y cols., 1998). Los experimentos consistieron en la incubación de la 

rebanada de hipófisis con 1mM de halotano durante 5 minutos previamente a la 

segunda aplicación de 10 nM de la GnRH. Un ejemplo de los resultados obtenidos 

se muestran en la figura 27, en la cual se observa que la aplicación de halotano 

promueve una modificación drástica en la dinámica de la respuesta de Ca2 

promovida por la GnRH aunque no en el acople de la respuesta. La aplicación del 

halotano causó efectos secundarios en las señales de fluorescencia de algunos 

experimentos lo que nos llevó a pensar que este agente pudiera tener un efecto 

inespecífico a nivel de las membranas o de otras estructuras celulares. A 

continuación evaluamos el efecto del ácido 18-alpha glicirretínico (AGA), un 

fármaco que desacopla las conexinas de las uniones comunicantes. Este fármaco 

ha sido utilizado previamente para desacoplar uniones comunicantes presentes en 

hepatocitos de rata (Tordjmann y cols., 1997), células adrenales (Munari-Silem y 

cols., 1995), y recientemente en túbulos seminíferos in vitro (Gilleron y cols., 

2009), entre otros tejidos. El protocolo experimental consistió en la incubación de 

10-100 µM de AGA por periodos de 10-30 minutos después de la aplicación control 

de 10 nM de la GnRH. La figura 28 ilustra un ejemplo de los resultados obtenidos, 

en los cuales, se observa que, aunque el AGA promueve un cambio en la 

frecuencia de las oscilaciones de [Ca2+]i, promovidas por la aplicación de la GnRH, 

este cambio en la dinámica no desacopla las respuestas de Ca2+ promovidas por 

la GnRH. 

 



Efecto de la aplicación de 1 mM de halotano en la r espuesta acoplada 
de Ca2+ promovida por la GnRH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 . Análisis del efecto de 1mM de halotano en la respuesta de [Ca2+]i promovida por la 
GnRH en las células de a rebanada de hipófisis. El panel A muestra en la parte superior la 
respuesta de [Ca2+]i promovida en un par de células estimulada por la primera aplicación de la 
GnRH, la parte inferior del panel A muestra el valor de R obtenida durante la aplicación de la GnRH 
en estas células. El panel B en su parte superior muestra la respuesta de la [Ca2+]i promovida por 
la segunda aplicación de la misma dosis de la GnRH después de la incubación con halotano. 

 

 

 Los resultados obtenidos con los dos bloqueadores de uniones 

comunicantes se resumen en la figura 29 en la cual se muestra que el halotano 

promovió una disminución del valor promedio R de 0.91 ± 0.01 a 0.74± 0.08 

(n=14). Para su evaluación se utilizó la prueba no paramétrica Mann-Whitney 

Rank Sum, debido a que la muestra no está distribuida normalmente, la prueba 

estadística mostró que la disminución no es estadísticamente significativa (P = 

0.077). Por otro lado la aplicación del AGA (n=16) promovió una disminución del 



valor de R= 0.91 ± 0.01 (ES) en condiciones controles a R= 0.88 ± 0.02 (ES) 

después del tratamiento con AGA. Sin embargo esta disminución del valor de R no 

es significativa (p = 0.54 t de Student). 

Hasta este momento los resultados obtenidos sugieren que las uniones 

comunicantes no participan de manera importante en el mecanismo de acople de 

las respuestas de Ca2+ promovidas por la GnRH. Estos resultados concuerdan con 

reportes anatómicos en los cuales se mostró que aunque los gonadotropos 

expresan algunas de las subunidades de las uniones comunicantes (Yamamoto y 

 

Efecto del AGA en la respuesta acoplada de Ca 2+ promovida por la GnRH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 . Análisis del efecto de 100 µM de AGA en la respuesta de [Ca2+]i promovida por la GnRH 
en las células de a rebanada de hipófisis. El panel A muestra en la parte superior la respuesta de 
[Ca2+]i promovida en un par de células estimulada por la primera aplicación de la GnRH, la parte 
inferior del panel A muestra el valor de R obtenida durante la aplicación de la GnRH en estas 
células. El panel B en su parte superior muestra la respuesta de la [Ca2+]i promovida por la 
segunda aplicación de la misma dosis de la GnRH después de la incubación con AGA. 

 



Efecto de los bloqueadores de las uniones comunican tes en la respuesta 
acoplada de Ca 2+ promovida por la GnRH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29 . Resumen del efecto de los bloqueadores de uniones comunicantes en el coeficiente de 
correlación lineal de las respuestas acopladas de [Ca2+]i promovidas por la GnRH en las células de 
la rebanada de hipófisis.  

 

cols., 1993), estas no se encuentran extensivamente interconectadas (Soji y 

Herbert, 1989, Shirasawa y cols., 2004). Por lo tanto el papel que juegan las 

uniones comunicantes en las respuestas acopladas de la [Ca2+]i deberá ser 

probado utilizando bloqueadores de las uniones comunicantes más específicos en 

trabajos futuros. 

 

10. Evaluación de las comunicaciones parácrinas com o probable 
mecanismo responsable de las respuestas fuertemente  acopladas. 

Además de las comunicación eléctrica o química a través de las uniones 

comunicantes, existe la posibilidad de que la liberación de alguno de los factores 

parácrinos presentes en la hipófisis pudieran estar participando en el acople de las 

las respuestas de Ca2+ promovidas por la GnRH. Para evaluar esta posibilidad 

utilizamos dos protocolos, el primero consistió en la aplicación de colchicina, un 

fármaco que despolimeriza a los microtúbulos del citoesqueleto y el cual ha sido 



empleado previamente para inhibir la secreción hormonal de los gonadotropos en 

cultivo primario (Khar y cols., 1979). El segundo protocolo consistió en la 

aplicación de 140 mM de KCl para despolarizar la membrana plasmática de las 

células y promover una secreción masiva de los gránulos de secreción hormonal. 

La aplicación la colchicina consistió en hasta 1 hora de incubación con el fármaco 

previamente a la segunda aplicación de la GnRH, un ejemplo de los resultados 

obtenidos se muestra en la figura 30. Como muestra el ejemplo de la figura 31 la 

incubación con la colchicina promueve un cambio en el patrón de [Ca2+]i generado 

por la segunda aplicación de la GnRH con respecto a la primera aplicación. Sin 

embargo el acople promovido por la GnRH no parece verse afectado por este 

fármaco, el análisis estadístico generado en 14 pares de células muestra que la 

colchicina disminuyó el valor de R de 0.90 ± 0.01 (ES) en condiciones basales a 

0.87± 0.02 (n= 14 pares de células) después de la aplicación de la colchicina, sin 

embargo el análisis estadístico muestra que esta diferencia no es significativa, (p= 

0.29, t de Student). 

Por otro lado, los experimentos con alto potasio consistieron en la 

aplicación de 140 mM de KCl durante 30 segundos, después de los cuales se lavó 

con medio Ringer la rebanada con el fin de permitir a las células retomar sus 

niveles basales de [Ca2+]i y al mismo tiempo eliminando cualquier posible factor 

parácrino liberado durante la estimulación con el alto potasio. Un ejemplo de estos 

experimentos se muestra en la figura 31, los resultados promovidos con el alto 

potasio indican que el valor basal de R de 0.91 ± 0.01 (ES) disminuyó a R=0.74 ± 

0.04 (ES) (n= 19 pares de células). El análisis estadístico de estos datos 

muestraque la reducción del valor de correlación es significativa (p < 0.001, t de 

Student), lo cual sugiere la posible participación de un factor parácrino en las 

respuestas acopladas generadas por la GnRH en las células de la rebanada de 

hipófisis. 

Uno de los factores parácrinos más estudiados en la adenohipófisis es el 

ATP, este factor se libera junto con las gonadotropinas, así como con otras 

hormonas en las vesículas de secreción, además se ha reportado que el ATP 

incrementa la entrada de calcio del medio extracelular, a través del receptor 



Efecto de la colchicina en la respuesta acoplada de  Ca2+ promovida por la 
GnRH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30 . Análisis del efecto de colchicina en la respuesta de [Ca2+]i promovida por GnRH en las 
células de a rebanada de hipófisis. El panel A muestra en la parte superior la respuesta de [Ca2+]i 
promovida en un par de células estimulada por la primera aplicación de la GnRH, la parte inferior 
del panel A muestra el valor de R obtenida durante la aplicación de la GnRH en estas células. El 
panel B en su parte superior muestra la respuesta de la [Ca2+]i promovida por la segunda 
aplicación de la misma dosis de la GnRH después de la incubación con colchicina. 

 

ionotrópico purinérgico tipo P2, en los gonadotropos (Tómic y cols., 1996). Por otro 

lado se ha reportado la participación del ATP en las oscilaciones de Ca2+ 

acopladas entre las células β del páncreas (Hellman y cols., 2004). Dado lo 

anterior decidimos evaluar si la aplicación de un fármaco bloqueador de los 

canales purinérgicos podría disminuir el acople de Ca2+ generado por la GnRH, 

tales experimentos aunados al resultado del alto potasio podrían ayudarnos a 

explicar un posible mecanismo de acople generado por la GnRH. 

 



Efecto del alto potasio en la respuesta acoplada de  Ca2+ promovida por la 
GnRH 

 

Figura 31 . Análisis del efecto de la aplicación de 140 mM de KCl en la respuesta de [Ca2+]i 
promovida por la GnRH en las células de a rebanada de hipófisis. El panel A muestra en la parte 
superior la respuesta de [Ca2+]i promovida en un par de células estimulada por la primera 
aplicación de la GnRH, la parte inferior del panel A muestra el valor de R obtenida durante la 
aplicación de laGnRH en estas células. El panel B en su parte superior muestra la respuesta de la 
[Ca2+]i promovida por la segunda aplicación de la misma dosis de la GnRH después de la 
incubación con 140 mM de KCl. 

 

Para explorar la posible participación del ATP como posible factor parácrino 

involucrado en las respuestas acopladas entre pares de células, utilizamos 

suramina, un antagonista del receptor tipo P2 sensible a ATP (Tomic y cols., 1996). 

Un ejemplo de los resultados obtenidos se muestra en la figura 32. La aplicación 

de este fármaco disminuyó el valor del acople de R= 0.91 ± 0.01 (ES) en 

condiciones control a R= 0.86 ± 0.01 (ES) después del tratamiento con suramina, 

sin embargo, la reducción del acople no fue significativa (P= 0.3385). Los 

resultados anteriores sugieren que el ATP no participa en la respuesta acoplada de 

los gonadotropos promovida por su secretagogo. 

La gráfica de barras de la figura 33 ilustra el resumen de los resultados 



obtenidos de la aplicación de los diferentes fármacos en la respuesta acoplada de 

Ca 2+ generada por la GnRH en las células en la rebanada. 

 

Efecto de la suramina en la respuesta acoplada de C a2+ promovida por la 
GnRH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 . Análisis del efecto de la aplicación de suramina en la respuesta de [Ca2+]i promovida 
por la GnRH en las células de a rebanada de hipófisis. El panel A muestra en la parte superior la 
respuesta de [Ca2+]i promovida en un par de células estimulada por la primera aplicación de la 
GnRH, la parte inferior del panel A muestra el valor de R obtenida durante la aplicación de la GnRH 
en estas células. El panel B en su parte superior muestra la respuesta de la [Ca2+]i promovida por 
la segunda aplicación de la misma dosis de la GnRH después de la incubación con suramina. 

 

 

 

 

 



Resumen de los fármacos aplicados en la respuesta a coplada de Ca 2+ 
promovida por la GnRH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33 . Resumen del efecto de fármacos en el coeficiente correlación lineal de las respuestas 
acopladas de [Ca2+]i promovidas por la GnRH en las células de la rebanada de hipófisis.  

 
 

VII. DISCUSIÓN 

La GnRH induce respuestas de Ca 2+ intracelular en las células de la 
rebanada de adenohipófisis. 

Nuestros experimentos muestran que la aplicación de la hormona 

hipotalámica GnRH promueve respuestas de Ca2+ en las células 

adenohipofisiarias en la rebanada. Esta preparación hace posible el estudio de 

manera simultánea de la respuesta de decenas y hasta centenas de células, 

teniendo la ventaja además, de que la organización anatómica de las células en el 



microambiente del tejido no ha sido perturbada. Las ventajas anteriormente 

mencionadas se pierden en las técnicas como el cultivo primario y las células 

disociadas, técnicas en las que hasta este momento se habían utilizado para el 

estudio y la caracterización de las respuestas de la [Ca2+]i promovidas por la 

GnRH. Además nuestra preparación cuenta la resolución de señales adecuada 

para permitir el análisis de las respuestas a nivel de célula individual dentro de la 

rebanada.  

El estudio de las respuestas de Ca2+ generadas por la GnRH en la 

rebanada es una opción que permitiría el abordaje del estudio de los gonadotropos 

en un preparación biológica más fisiológica para trabajos futuros en ratones 

transgénicos. De hecho, recientemente se reportó la expresión de un ratón 

transgénico en el cual acoplaron la proteína YFP con el receptor de la GnRH (Wen 

y cols., 2008). Nosotros creemos que nuestra preparación sería una excelente 

opción para abordar el estudio fisiológico en ese modelo. 

En la rebanada la GnRH promueve cambios en la [Ca2+]i con diferentes 

dinámicas. Este estudio está hecho en macho, sin embargo, experimentos 

preliminares (ver perspectivas) mostraron que el estudio de las respuestas 

promovidas por la GnRH en animales en diferentes condiciones fisiológicas 

podrían aportar valiosa información con respecto a la diferente regulación de las 

respuestas evocadas por el secretagogo. Por ejemplo, se sabe que las ratas 

hembras (particularmente durante el proestro), presentan un aumento de hasta 4 

veces en la secreción de la hormona LH con respecto al macho, (Loughlin y cols., 

1984, Krieg y cols., 1990), por lo que este trabajo en macho podría servir como un 

parámetro de comparación de las posibles variaciones encontradas en animales 

en condiciones fisiológicas diferentes.  

 

La distribución espacial de las células que respond en con un aumento 
en la [Ca 2+]i en respuesta a la aplicación de diferentes dosis  de la GnRH. 

 Otra ventaja de estudiar a la adenohipófisis en la rebanada es la posibilidad 

de estudiar a las células que responden a la aplicación de la GnRH en su posición 

original en la glándula y su localización con respecto a otras células estimuladas. 



Nuestros experimentos permiten visualizar por primera vez la respuesta espacial 

de Ca2+ generada por la GnRH en un segmento de la adenohipófisis. La 

generación de mapas con la ubicación en las coordenadas x,y de cada célula en la 

rebanada nos permitió contar con una manera de expresar la distribución de las 

células que responden a la aplicación de dosis crecientes de la GnRH en la 

rebanada de hipófisis. Nuestros resultados indican que, independientemente de la 

dosis aplicada de la GnRH, las células que responden al secretagogo se 

distribuyen de manera homogénea en el campo de registro. Tales resultados 

difieren a lo reportado previamente por estudios en los cuales, utilizando técnicas 

de inmunohistoquímica, se reportó que los gonadotropos en tejido fijado tienden a 

agruparse en una zona denominada “zona del sexo” la cual se encuentra cerca del 

ala posterolateral de la glándula (Dada y cols., 1984, Shirasawa y cols., 2004). 

Además, otros estudios de la distribución anatómica de los gonadotropos en la 

rata macho, también en tejido fijado reportan una distribución dorso-ventral de los 

gonadotropos en la glándula y mencionan que la distribución de los gonadotropos 

puede ser uniforme ó periférica en algunas zonas de la glándula. Las 

discrepancias encontradas en nuestros resultados con respecto a los reportes 

previos deben radicar principalmente en el hecho de que nuestros cortes de la 

glándula fueron aleatorios por lo que no tenemos una referencia para comparar 

con las zonas reportadas en el tejido fijado. Por otro lado es probable que las 

diferencias en el grosor de los cortes de ambas preparaciones (los cortes fijados 

de la glándula tienen un grosor de 7 µM, mientras que la rebanada es de 150 µM 

de grosor) altere de manera importante nuestra visualización de los gonadotropos. 

Además, trabajos previos en gonadotropos aislados mostraron que la respuesta 

de Ca2+ no está necesariamente ligada a la secreción hormonal (Leong, Thorner, 

1991), de hecho aproximadamente el 50% de la población de los gonadotropos en 

los cuales se marcó el receptor de la GnRH con la proteína YFP (Wen cols., 2008) 

no secretan gonadotropinas en respuesta al secretagogo. Lo cual hace probable 

que las células que nosotros estamos identificando en este trabajo sea un 

porcentaje parcial de los gonadotropos identificados en trabajos previos con 

técnicas de inmunohistoquímica para las hormonas de secreción. Determinar el 



porcentaje de células que responden con un aumento en la [Ca2+
]i que a su vez 

contengan la hormona LH y/ó la hormona FSH requerirá experimentos adicionales. 

 

Reclutamiento de las células en la rebanada de hipó fisis que 
responden con un aumento en la [Ca 2+]i en función de la concentración de la 
GnRH. 

Los mapas obtenidos utilizando objetivos de bajo (10x) y alto aumento (20x) 

coincidieron en mostrar que el número de células en la rebanada se incrementan 

conforme se adiciona una mayor concentración de la GnRH. El ajuste de la curva 

dosis-respuesta de siete experimentos independientes reporta una Dosis efectiva 

50 (DE50) de 0.56 nM. Este valor es similar al dato de DE50 obtenido en estudios 

de la medición de la producción de inositol trifosfato en la línea de células COS-7 

que expresa el receptor de la GnRH de rata DE50 = 1.5 ± 0.48 nM (Leaños-

Miranda y cols., 2006), y es similar a la DE50 calculada en cultivos primarios de 

gonadotropos aislados de rata hembra ovariectomizada (Apfelbaum, 1992), así 

como del número de células que secretan la hormona LH en cultivo primario de 

gonadotropos de ratas en metaestro DE50 ~ 0.8nM (Leong y Thorner, 1991). Por 

otro lado, la comparación de las DE50 obtenidas del ajuste de las curvas dosis-

respuesta de hipófisis distintas, resulta en dos tipos de comportamientos: algunas 

rebanadas con alta afinidad a la GnRH (promedio de DE50 = 0.39nM) y un grupo 

de baja afinidad (promedio DE50 = 2.35nM). Sin embargo, aunque los datos 

anteriores muestran una diferencia de sensibilidad de seis veces entre ambos 

grupos, el hecho de que el segundo grupo se presentó únicamente en dos 

animales hace difícil concluir si esta diferencia pudiera deberse a variaciones inter-

especie como la capacidad reproductiva de cada animal, o el tamaño del individuo.  

 

La GnRH promueve secuencias canónicas y no canónica s de las 
respuestas de Ca 2+ en las células adenohipofisiarias en la rebanada a dosis 
crecientes del secretagogo. 

Como observamos en los resultados de este trabajo es posible identificar, 

en respuesta a la aplicación de la GnRH, los patrones de Ca2+ oscilatorio, bifásico-

oscilatorio (mixto) y bifásico no oscilatorio antes reportados en gonadotropos 



aislados en cultivos primarios o disociados. Sin embargo, estos trabajos previos 

reportaron una secuencia dinámica de los patrones de respuesta, los cuales se 

modifican según el aumento en la dosis del secretagogo. Esta secuencia canónica 

es manifestada solamente por un 20% de las células de la rebanada que son 

estimuladas por dosis crecientes de la GnRH. Por otro lado, las células que 

responden con un patrón no canónico corresponden al 55% del total de las células 

que responden a la GnRH. El razonamiento que pudiese explicar estas 

discrepancias no es simple, sobre todo si tomamos en cuenta que se ha reportado 

que la transición de un patrón a otro patrón de respuesta de Ca2+ promovido por la 

GnRH es determinado por la cantidad de calcio liberado por las diferentes dosis 

del secretagogo y la manera en que las células regula estos cambios con sus 

mecanismos de homeóstasis. Una posibilidad es que los factores parácrinos 

(Schwartz y Cherny, 1992) secretados por las células del mismo o de otro tipo 

celular que se encuentran en la vecindad de las células en la rebanada pudieran 

tener un efecto directo en el patrón de respuesta de Ca2+ intracelular, modificando 

el patrón canónico. De igual manera se sabe de la existencia de ondas de Ca2+
 

que viajan a través de las células foliculoestrelladas (FS), lo que podría tener una 

participación en la respuestas de Ca2+ promovida por la GnRH. Además se sabe 

que las células FS liberan folistatina y activina, dos factores que podrían tener una 

participación local en la integración de la respuesta de Ca2+ intracelular promovida 

por la GnRH (Fauquier y cols., 2002, Winters y Moore, 2004, Mabuchi y cols., 

2004). Finalmente, de manera interesante, el 30% de las células en la rebanada 

despliegan respuestas que carecen de oscilaciones (respuestas no oscilatorias) 

independientemente de la dosis aplicada. Este tipo de respuestas ha sido 

reportada en gonadotropos en cultivo de animales inmaduros (Zemkova y 

Vanecek, 2000) y en una línea celular de gonadotropos (Merelli y cols., 1992). 

Además, existe la posibilidad de que las células con respuesta atipicas no sean 

gonadotropos, sino que podrían corresponder a la población de células multi-

funcionales reportadas en otros trabajos, se trata de células que a pesar que 

expresan el receptor de la GnRH, no contienen las hormonas gonadotropinas en 

su interior, si no que contienen gránulos de secreción de otras hormonas. Por 



ejemplo se han reportado los somato-gonadotropos, los cuales de manera 

interesante cambian de proporción según el estadio fisiológico del animal (Childs, 

1997) y los cuales responden muy poco a la GnRH (Villalobos y cols., 2004).  

 

 La mayoría de las células vuelven a responder a do sis intermedias de 
la GnRH. 

Tomando en cuenta reportes previos (Iida y cols., 1991, Leong y Thorner, 

1991, Tomic y cols., 1994) sería razonable esperar que las células que responden 

a bajas dosis de la GnRH continúen respondiendo a la aplicación subsiguiente de 

dosis mayores del secretagogo. Sin embargo, como muestra la figura 15, no 

siempre sucede de esta manera. Aunque un 62% de las células que responden a 

la aplicación de 0.1nM de la GnRH también responden a 1, 10 y 100 nM de la 

GnRH, la mayoría de las células restantes responde exclusivamente a 0.1nM. Una 

posible explicación es que se trate de gonadotropos inmaduros o que sea un tipo 

de célula multifuncional con una sensibilidad completamente diferente al 

secretagogo. Por otro lado, tampoco podemos descartar la posibilidad de que 

exista una población de células con una menor capacidad de generar segundos 

mensajeros o Ca2+ intracelular, los podrían agotarse desde estímulos bajos de la 

GnRH. Otra posible explicación es que exista una subpoblación de células que no 

carezcan de desensibilización del receptor, lo cual explicaría porque algunas 

células no respondan a las dosis subsiguientes del secretagogo. El punto antes 

mencionado es muy interesante porque este sería el primer reporte de un 

mecanismo de desensibilización del receptor a GnRH en el ratón, por lo que no 

podemos descartar que en nuestra preparación, al preservar el tejido, se 

mantenga algún componente biológico de la célula que se pierde en el cultivo 

primario, preparación en la cual se ha estudiado la carencia de desensibilización 

en los gonadotropos. Lo anterior apuntaría entonces a que los estudios en 

rebanada podrían aportar información funcional a nivel celular que harían 

importante hacer una reevaluación de los mecanismos de transducción de señales 

promovidos por la GnRH para saber si estos son los mismos que los reportado 

previamente en células disociadas o en cultivo primario.  



En contraste, prácticamente el 100% de las células que respondieron a 1nM 

de la GnRH también responden 10 y 100 nM de la GnRH. Esta información por 

otro lado se contrapone con la posibilidad de la presencia de un mecanismo de 

desensibilización del receptor a la GnRH en nuestros experimentos. Estos 

resultados coinciden con observaciones previas en las cuales se reporta que un 

intervalo de 30 minutos entre las aplicaciones de la GnRH es suficiente para abolir 

una posible desensibilización del receptor (Loughlin y cols., 1981). Aunque, como 

se mencionó en la introducción, el receptor para la GnRH del ratón carece de 

desensibilización rápida (Davidson y cols., 1994). 

 

 Las células responden con patrones de Ca 2+ estables por largos 
periodos de tiempo. 

 Experimentos previos en células de adenohipófisis de rata macho han 

mostrado que la GnRH induce picos de secreción de la hormona LH pequeños y 

estables después de aplicaciones repetitivas del secretagogo entre intervalos de 

una hasta nueve horas (Loughlin y cols., 1984). Por otro lado, como se mencionó 

anteriormente, los trabajos hechos en gonadotropos en cultivo muestran que el 

patrón de respuesta de Ca2+ cambia con la dosis de la GnRH aplicada. De manera 

interesante, cuando aplicamos la misma dosis de la GnRH de forma repetida (con 

intervalos de 30 minutos entre aplicaciones) hasta por 4 veces, las células 

responden con un patrón característico y prácticamente idéntico. El fenómeno de 

que células individuales dentro de la rebanada puedan responder a la aplicación 

repetida de un agonista de forma tan similar tanto en latencia como en el patrón de 

oscilación y duración ha sido denominado “firma” y ha sido reportado en 

gonadotropos en cultivo. Este fenómeno llamado “huella digital de Ca2+” fue 

descrito por primera vez por Prentki y colaboradores (Prentki y cols., 1998, 

Thomas y cols., 1996) quienes lo observaron en células de insulinoma. 

 El análisis y comparación de las respuestas de células individuales se 

muestra en la figura 19, en la cual se observa el cálculo del valor de la integral de 

la señal de Ca2+ para fines de la cuantificación en la similitud de las respuestas. 

Cabe mencionar que la medición de la integral de la respuesta de Ca2+ ha sido 



utilizada en trabajos previos como una correlación de la cantidad de hormona 

secretada más que con la amplitud u oscilaciones de la respuesta de Ca2+ en los 

gonadotropos (Tóth y cols., 2006). Nuestros resultados muestran que los 

incrementos promedio producidos por un estimulo de la GnRH se mantienen 

estables con subsiguientes estimulaciones del secretagogo a pesar del paso del 

tiempo (cerca de 2 horas) (p= 0.21, ANOVA de una vía). El hecho de que las 

respuestas de Ca2+ sean robustas y se mantengan estables por periodos de 

tiempo considerables contradice nuestro supuesto de que los patrones no 

canónicos pudieran deberse a posibles factores parácrinos que modifiquen las 

respuestas de los patrones canónicos. Sin embargo, aunque no tenemos una 

explicación para este fenómeno es posible que la regularidad de las respuestas a 

la GnRH a través de largos periodos de tiempo refleje un mecanismo de 

regulación fino a nivel de células individuales, que podría traducirse en el hecho de 

un mismo estimulo promueva una cantidad idéntica de secreción de las hormonas 

gonadotrópicas. 

 

 Respuestas coordinadas de Ca 2+ en grupos de células en la rebanada. 

 El hecho de que nuestra preparación mantenga la distribución nativa de las 

células en el tejido nos permitió observar por primera vez la presencia de grupos 

de células dentro de la rebanada que responden de manera sincronizada a la 

aplicación de la GnRH. Nuestros resultados concuerdan con estudios histológicos 

en los cuales utilizando técnicas de microscopía se ha reportado que las células 

adenohipofisiarias no se encuentran dispersas sino que forman estructuras en 

forma de racimos de uvas, las cuales se encuentran delineadas por 

prolongaciones citoplásmicas provenientes de células foliculoestrelladas, las 

cuales poseen uniones comunicantes entre sí y forman redes que comunican a las 

células secretoras (Mabuchi y cols., 2004, Shirasawa y cols., 2004). 

Específicamente algunos estudios han reportado que algunos gonadotropos 

forman grupos o cúmulos (Shirasawa y cols., 2004, D´Este y cols., 2005) 

especialmente cerca de zonas donde se encuentran capilares del sistema vascular 

portahipofisiario (D´Este y cols., 2005). La presencia de arreglos de grupos o 



cúmulos de gonadotropos coinciden con nuestras observaciones. Estos arreglos 

podrían estar relacionados con la distribución de la llegada de la GnRH y otros 

factores hipotalámicos a través de la microcirculación del sistema porta-

hipofisiario. Aunque en este trabajo no nos fue posible ratificar la identidad de los 

gonadotropos para confirmar nuestras observaciones, es evidente que a relativa 

alta magnificación las células que responden a la GnRH forman grupos o cadenas. 

De forma interesante como lo muestra la figura 19 estos grupos se manifiestan 

organizados también funcionalmente según el tipo de patrón que despliegan en 

respuesta a la aplicación de la GnRH y es evidente que esta organización se hace 

mas evidente conforma aumenta la concentración del secretagogo. Asimismo, se 

ha reportado que las células pancreáticas dentro de los islotes de Langerhans 

también despliegan oscilaciones de Ca2+ de forma sincrónica (Nunemaker y cols., 

2005, Jonas y cols., 1998, Ravier y cols., 2005) debido a un acople eléctrico.  

 

 Las uniones comunicantes como mecanismo de acople d e las 
respuestas de Ca 2+ promovidas por la GnRH. 

  La aplicación de la GnRH promueve la sincronización de las respuesta de 

Ca2+ entre dos células que se encuentran aparentemente contiguas que se 

encontraban desacopladas de forma basal, este fenómeno no parece explicarse 

por la llegada del secretagogo al mismo tiempo ya que en nuestros experimentos 

las células de una misma rebanada tienen un rango de respuesta que difiere por 

28 segundos con una latencia media de 53.3 segundos y con una desviación 

estándar de 4.5 segundos.  

 La cuantificación del grado de acople de las respuestas, medida como el 

valor del coeficiente de correlación lineal (ver figura 23), se da de forma preferente 

entre pares de células que se encuentran contiguas, y cuando se obtuvo el valor 

de R en respuesta a la aplicación de la GnRH entre pares de células alejadas, 

este valor permaneció bajo. Ya que los valores relativamente altos de R de la 

respuesta promovida por la GnRH se relaciona con la cercanía de las células en la 

rebanada, y dado que cerca del 25% de las células se encontraban acopladas de 

manera espontánea (figura 25), nuestra primera hipótesis fue que las respuestas 



de Ca2+ pudieran acoplarse a través de uniones comunicantes, la cuales se ha 

visto acoplan las oscilaciones espontáneas de la [Ca2+]i en los somatotropos en la 

rebanada de adenohipófisis (Gúerineau y cols., 1998). Se sabe que las uniones 

comunicantes permiten el libre intercambio de moléculas citoplasmáticas de hasta 

1,000 Daltones de tamaño y a través de ellos pueden pasar moléculas o iones 

incluyendo segundos mensajeros como el Ca2+ y el IP3, dando una continuidad 

citoplasmática entre las células que las comparten (Spray y Bennet, 1985). 

Además el uso de anticuerpos específicos para uniones comunicantes ha 

demostrado que los gonadotropos poseen uniones comunicantes del tipo Cx 43 

(Morand y cols., 1996, Yamamoto y cols., 1993) este tipo de conexina también se 

ha reportado que participa en el acople de otras células secretoras como las 

células de Leydig en el testículo, las células corticales adrenales, las células de la 

tiroides, y las células pancreáticas, entre otras (Serre-Beinier y cols., 2002).  

 El halotano es un anestésico volátil que ha sido usado previamente para 

desacoplar uniones comunicantes de células cardiacas (Burt y Spray, 1989) y que 

hasta ahora es el único agente que se ha reportado como desacoplante eficaz de 

las oscilaciones de la [Ca2+]i en las células adenohipofisiarias en la rebanada 

(Guerineau y cols., 1998). En nuestro trabajo, este anestésico promovió una 

reducción en el acople de las respuestas de Ca2+ promovidas por la GnRH, sin 

embargo, el desacople no fue estadísticamente significativo. Además, cabe 

mencionar que algunas de las respuestas en la que se pudo visualizar el 

desacople estaban evidentemente deterioradas. Estas observaciones podrían ser 

el resultado de posibles efectos secundarios del halotano en las células, ya que 

sea reportado que el uso de anestésicos tales como el halotano y el isofluorano 

promueven efectos inhibitorios en canales de CaV
 y KV dependientes en 

cardiomiocitos atriales de humano (Hüneke y cols., 2001) además, experimentos 

electrofisiológicos usando la técnica de patch clamp, mostraron que el uso de 

anestésicos volátiles inhibe la corriente de calcio tipo T en neuronas y en células 

neuroendocrinas. (McDowwel y cols., 1999). La inespecificidad del halotano nos 

llevó a utilizar AGA, un bloqueador específico desacoplante de las conexinas en 

las uniones comunicantes. Sin embargo, a pesar de que el AGA promueve una 



reducción en el valor de R con respecto al control, esta reducción no fue 

estadísticamente significativa. Estos resultados coinciden con reportes anatómicos 

en el cual muestran que aunque los gonadotropos expresan las subunidades de 

las conexinas 43 (Yamamoto y cols., 1993), estas no se encuentran 

interconectadas ampliamente (Soji y Herbert, 1989, Shirasawa y cols., 2004). 

Además otros trabajos han reportando que las conexinas se encuentran alrededor 

de los gonadotropos pero no entre ellos (Shirasawa y cols., 2004). Por otro lado se 

ha observado que a la misma concentración usada en este trabajo el AGA no 

desacopla las oscilaciones espontáneas de Ca2+ entre pares de somatotropos en 

el ratón transgénico GH-GFP (Sánchez-Cárdenas y Mollard, observaciones no 

publicadas). El papel de las uniones comunicantes en las respuestas acopladas de 

Ca2+ promovidas por la GnRH necesitará ser evaluada en un futuro con el uso de 

bloqueadores de uniones comunicantes más específicos. Sin embargo dado los 

resultados obtenidos en este trabajo las uniones comunicantes no parecen tener 

un papel protagónico como mecanismo de acople entre las células que responden 

a la GnRH.  

 

  La liberación de un factor parácrino como mecanism o de acople de 
las respuestas de Ca 2+ promovidas por la GnRH. 

 Dado que nuestros resultados sugieren que las uniones comunicantes no 

participan en la respuesta de Ca2+ inducida por la GnRH entre pares de células 

adyacentes, una posibilidad que podría explicar el acople entre células contiguas 

podría ser la liberación local de un factor parácrino. El uso de fármacos los cuales 

se sabe modifican al citoesqueleto de las células inhibiendo su secreción hormonal 

como es el caso de la colchicina, la cual despolimeriza a los microtúbulos del 

citoesqueleto y ha sido previamente utilizada para inhibir la secreción hormonal de 

los gonadotropos en cultivo primario (Khar y cols., 1979), no disminuyó la 

respuesta acoplada generada por la GnRH en nuestro trabajo. De manera similar 

el uso de otros desacoplantes del citoesqueleto tales como vincristina y 

citocalasina los cuales también han sido utilizados para inhibir la secreción 

hormonal de las células de la adenohipófisis (Khar y cols., 1979) no disminuyeron 



el acople de la respuesta de Ca2+ inducida por la GnRH. Estos compuestos 

además parecen tener un efecto tóxico en las células en algunos experimentos 

haciendo imposible la evaluación de algunos datos. Por tal razón decidimos utilizar 

otra estrategia que pudiera ser menos agresiva y con la cual fuera posible alterar 

la secreción de un posible factor parácrino. La aplicación de una concentración 

despolarizante del potencial de membrana de KCl 140 mM (alto K) promovería la 

secreción masiva de las vesículas listas para ser liberadas previamente a la 

segunda aplicación de la GnRH. De manera interesante si bien este protocolo 

modifica de manera importante la respuestas de Ca2+ evocada por la GnRH, 

también disminuye de forma significativa el acople de la respuesta entre pares 

células promovida por el secretagogo. Las observaciones anteriores podrían 

sugerir la presencia de algún factor parácrino co-liberado con las vesículas de 

secreción del mismo tipo celular o de algún otro tipo de célula. Sin embargo, 

cuando evaluamos la participación del ATP como un posible factor parácrino 

involucrado en las respuestas de Ca2+ acopladas por la GnRH utilizando suramina, 

un antagonista del receptor tipo P2 sensible a ATP (Tomic y cols., 1996) los 

resultados no muestra una disminución significativa del acople del las respuestas 

promovida por la GnRH. Los resultados anteriores sugieren la posible participación 

de un factor parácrino liberado en las respuestas acopladas por la GnRH, sin 

embargo, la evaluación de las decenas de factores parácrinos que han sido 

reportados por tener un efecto en la secreción de los gonadotropos (Denef, 2008) 

hace impráctico tal estudio. 

 Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que el posible 

mecanismo responsable del acople de las respuestas este mediado 

probablemente por un factor parácrino más que a través de la participación de las 

uniones comunicantes. La identidad del posible factor parácrino involucrado en las 

respuestas acopladas requerirá de exhaustivos estudios que permitan su 

identificación plena.  

 Por otro lado tampoco podemos descartar la posibilidad de que las células 

contiguas no estén realmente en contacto sino que podría estar presente algún 

otro tipo celular que esté en contacto con las dos células acopladas. Un ejemplo 



de esto podría ser las células FS, las cuales se sabe poseen prolongaciones 

citoplásmicas y son capaces de propagar señales de Ca2+ dentro de la 

adenohipófisis (Fauquier y cols., 2002), por lo que las células FS podrían estar 

involucradas en la respuesta de Ca2+ acoplada promovida por un par de células 

que se observen como contiguas. 

 

  Una hipótesis alternativa de la respuesta acoplada . 

 Dada la amplia complejidad de los tipos celulares y factores secretados, así 

como los mecanismos de comunicación intercelular presentes en la adenohipófisis 

es difícil imaginar que un sólo mecanismo sea el responsable de la respuesta 

acoplada de Ca2+ en las células de la adenohipófisis. Por tal razón en este trabajo 

quisimos proponer una explicación alternativa que permitiría que la actividad de 

dos células se sincronice en respuesta al secretagogo. Existe la posibilidad de que 

no se trate de una sincronización real, es decir podría solamente parecerlo 

(pseudo-sincronización), de tal forma que si ambas células vecinas dentro del 

mismo grupo deriven de la otra o tengan una célula precursor común, entonces 

estas células podrían contener información genética idéntica. De tal manera que 

su fenotipo podría ser muy similar, así como su respuesta a la GnRH en este caso.  

 



 

VIII. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO 

 Finalmente se llevaron a cabo experimentos preliminares encaminados a 

estudiar la respuesta de Ca2+
 
promovida por la GnRH en animales de diferente 

sexo y con alteraciones de la función reproductiva. Los resultados de la 

cuantificación del número de células que responden a las diferentes dosis de la 

GnRH en las diferentes condiciones fisiológicas se muestran en la gráfica de 

barras de la figura 34.  

 La gráfica ilustra el número de células que respondió a la aplicación de las 

dosis 0.1, 1, 10 y 100 nM de la GnRH en ratones hembra en los diferentes 

estadios del ciclo estral (diestro, estro y proestro), así como en ratones hembra 

ovarectomizadas, comparados con los resultados obtenidos en el ratón macho. 

Los resultados muestran diferencias importantes tanto en el número de células 

como en la sensibilidad a las diferentes dosis del secretagogo, parámetros que 

varian de manera importante aparentemente según el requerimiento fisiológico del 

animal. De manera interesante, mientras que en el macho el número de células 

aumenta con la dosis del secretagogo, en el caso de los ratones hembra en dies-- 

tro y estro la saturación de la respuesta se alcanza a dosis menores, aunque el 

número de células que responde es mayor a dosis bajas y menor a dosis altas del 

secretagogo con respecto al macho. Por otro lado, en el caso del ratón hembra en 

el proestro (el cual es un estadio interesante ya que en esta etapa del ciclo estral 

se presenta el pico de secreción de la hormona LH en los gonadotropos), el 

número de células que responde aumenta significativamente desde dosis bajas de 

la GnRH con respecto al macho y alcanza una saturación de la respuesta a la 

dosis de 10 nM de la GnRH. Finalmente en el caso de las hembras 

ovarectomizadas y que por lo tanto carecen de los mecanismos de 

retroalimentación proveniente de los ovarios que regulan la secreción de la 

hormona LH, el número de células se dispara más que en otra condición 

fisiológica.  



 Si bien estos resultados son preliminares, son muy interesantes y abren la 

posibilidad de una serie de estudios futuros encaminados a evaluar no solamente 

el número de células que responden al secretagogo sino además conocer si los 

parámetros mostrados en animales macho, tales como los patrones de respuesta 

y los arreglos anatómicos y funcionales pudieran encontrarse modificados en las 

distintas condiciones fisiológicas del animal. Creemos que la preparación de la 

rebanada es un modelo ideal para este tipo de experimentos. 

 

 

 

 

Gráfica que ilustra el número de células que respon den a la aplicación de la 
GnRH evaluado en animales en distintas condiciones fisiológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34 . Resumen de la evaluación del número de células que responden a la aplicación del 
GnRH en distintas condiciones fisiológicas. 

 



IX. CONCLUSIONES 

 Este trabajo muestra por primera vez la respuesta de Ca2+ promovida por la 

GnRH en las células de la rebanada de hipófisis. La DE50 de la respuesta se 

encuentra en un rango de concentración similar a lo reportado en trabajos 

anteriores en gonadotropos en cultivo primario. Solamente el 19% de las células 

en nuestro estudio responden a la aplicación del la GnRH con la secuencia 

canónica reportada para los gonadotropos en cultivo, mientras que el 54% de las 

células presentan una secuencia no-canónica y el 27% de las células presentan 

un patrón de respuesta atípico en respuesta a la GnRH. Nuestros resultados 

muestran que las células estimuladas por la GnRH no se encuentran restringidas a 

zonas específicas del tejido y estas células están arregladas anatómicamente en 

grupos organizados funcionalmente. La GnRH promueve respuestas de Ca2+ 

acopladas entre pares de células aparentemente contiguas y el mecanismo 

responsable parece estar relacionado con la liberación de un posible factor 

parácrino más que con un acople eléctrico mediado por uniones comunicantes, 

aunque la posibilidad de una pseudo-sincronización también se contempla en este 

trabajo. Experimentos preliminares abren una puerta a la exploración en animales 

en condiciones fisiológicas diferentes que podría aportar información relevante en 

la biología de la reproducción. 
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responses between pairs of gonadotrophs are unaffected by 
incubation with blockers of gap-junction channels or P2X 
receptor channels, suggesting that they are not mediated by 
gap junctions or ATP. Alternative explanations are discussed, 
including pseudo-synchronization. In summary, while go-
nadotrophs in situ display GnRH-induced responses similar 
to those observed in cultured cells, different patterns and 
novel aspects of functional organization were found which 
deserve further investigation. This study on GnRH-induced 
Ca 2+  signalling in the acute mice pituitary gland might be of 
potential relevance for characterizing GnRH actions in go-
nadotrophs in transgenic and knockout animals. 

 Copyright © 2010 S. Karger AG, Basel 

 Introduction 

 Gonadotrophs from the anterior lobe of the pituitary 
synthesize and secrete LH and FSH (luteinising and fol-
licle-stimulating hormones, respectively). These hor-
mones are essential for folliculogenesis, ovulation and 
steroidogenesis in females, and for testicular growth, 
spermatogenesis and steroidogenesis in males. LH and 
FSH are synthesized and secreted in response to stimu-
lating concentrations of gonadotrophin-releasing hor-
mone (GnRH), a decapeptide that is synthesized in the 
soma of neurons form the arcuate nucleus of the hypo-

 Key Words 

 Gonadotrophs  �  Pituitary slices  �  Calcium imaging  � 
GnRH actions 

 Abstract 

 In this study we used [Ca 2+ ] i  imaging to monitor GnRH-in-
duced intracellular Ca 2+  signalling from dozens of gonado-
trophs in mouse male pituitary slices. Responses of individ-
ual cells vary in magnitude, latency, duration and frequency 
of oscillation. Approximately 20% of gonadotrophs in situ 
display Ca 2+  oscillations of increasing frequency at higher 
[GnRH] and biphasic (peak-plateau) responses at saturating 
[GnRH]. Nevertheless, this orderly progression, reported in 
cultured cells, is less well organized in 55% of cells. Further-
more, approximately 30% cells display non-oscillatory GnRH 
responses, reminiscent of immature gonadotrophs. Dose-
response curves of slices from different animals suggest 
 inter-individual differences in GnRH sensitivity. When the 
same dose of GnRH is applied repeatedly, individual cell re-
sponses are almost identical both in latency, oscillatory pat-
tern and duration resembling the ‘Ca 2+  fingerprint’ phenom-
enon. In addition, gonadotrophs in situ   are arranged in small 
clusters with similar GnRH-induced intracellular Ca 2+ -signal-
ling patterns. Neighbouring gonadotrophs within clusters 
often display synchronized GnRH-induced responses with 
high correlation indices ( 1 0.75). Nevertheless, synchronized 
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thalamus, stored in axon terminals of the median emi-
nence and released into the hypophyseal portal circula-
tion.

  As shown by numerous studies, isolated gonadotrophs 
in culture can display both spontaneous intracellular 
Ca 2+  transients and robust and stereotyped dose-depen-
dent intracellular Ca 2+  signals in response to supra-
threshold GnRH concentrations  [1–3] . Although funda-
mental information regarding gonadotroph physiology 
has been obtained from cells in tissue culture, it is diffi-
cult to predict to what extent this information can be ex-
trapolated to cells in their native milieu. For instance, it 
is not known if gonadotrophs in situ display the same se-
cretagogue sensitivity as those under tissue culture con-
ditions  [2] . Moreover, Ca 2+ -signalling patterns from go-
nadotrophs in situ could vary from those recorded from 
their cultured counterparts. For one part, synchronous 
activity of somatotrophs mediated by gap junctions has 
been demonstrated in anterior pituitary slices  [4, 5]  and 
rat pituitary gonadotrophs express connexin 43, a gap-
junction-forming subunit  [6] . Propagation of electrical or 
chemical signals between gonadotrophs or between go-
nadotrophs and other cell types via gap junctions could 
affect responses to agonists in various ways. Another po-
tential source of deviation from tissue culture conditions 
is the network of folliculo-stellate (FS) cells, which pro-
vide pathways for electrical and Ca 2+  signalling through-
out the gland  [7] , and secrete activin and follistatin which 
can influence the responses of gonadotrophs to secreta-
gogues  [8] . Finally, it is likely that close cell packing in the 
pituitary parenchyma augments paracrine and autocrine 
interactions in comparison with tissue culture conditions 
 [9–11] .

  The acute slice preparation is amenable for physiolog-
ical studies because cells are accessible in their native en-
vironment, in which cell-cell interactions are maintained. 
Here we combine acute pituitary slices with fast intracel-
lular Ca 2+  imaging techniques to visualize in real time 
the responses to GnRH of dozens of intact gonadotrophs 
simultaneously  [4, 12] . Since the architecture of the glan-
dular parenchyma is largely preserved, this preparation 
is ideally suited to reveal details of the anatomic and 
functional organization of the gonadotroph population 
following their activation by their natural secretagogues. 
For the most part, gonadotrophs in situ show the same 
type of responses to GnRH observed in cultured cells. 
Nevertheless, the progression of responses can differ 
from the ‘canonical’ behaviour. Interestingly, many cells 
display atypical (non-oscillatory) responses, regardless of 
the GnRH concentration. GnRH-induced responses of 

individual cells vary considerably, reflecting a range of 
dose-response properties in the population of gonado-
trophs. Conversely, when the same dose of GnRH is ap-
plied repeatedly, cells respond in an almost identical 
manner, both in latency, oscillatory pattern and duration 
(‘Ca 2+  fingerprint’). Gonadotrophs in situ are organized 
in small cell clusters with similar GnRH-induced Ca 2+ -
signalling patterns. In summary, the slice preparation re-
vealed aspects of functional organization within the pop-
ulation of gonadotrophs which deserve further investiga-
tion.

  Materials and Methods 

 Preparation of Acute Pituitary Slices 
 Animal studies were performed under an institutional proto-

col similar to the USPHS: Guide for the Care and Use of Labora-
tory Animals, and the Official Mexican Guide from the Secretary 
of Agriculture (SAGARPA NOM-062-Z00-1999). Young adult 
Balb-c mice (8 weeks old, sexually immature), were used for these 
studies. Mice were maintained in the institute’s animal facility 
and fed ad libitum. To rule out possible variations associated to 
fluctuating levels of oestrogen and progesterone during the pro-
gression of the oestrous cycle, our study was restricted to pituitary 
gonadotrophs from adult males. After decapitation under ether 
anaesthesia, the skull was opened and the brain was rapidly re-
moved. The pituitary gland was then carefully dissected and em-
bedded in 3.0% low-melting point agarose (Invitrogen Catlab, Ca-
lif., USA) dissolved in physiological solution at 37   °   C (125 m M  
NaCl, 2.5 m M  KCl, 2 m M  CaCl 2 , 1 m M  MgCl 2 , 1.25 m M  NaH 2 PO 4 , 
26 m M  NaHCO 3 , and 12 m M  glucose, gassed with 5% CO 2 –95% 
O 2  to pH  � 7.4). The agarose with embedded pituitary gland was 
hardened by immersion in ice-cold physiological solution, and 
the agar block was glued with cyanoacrylate onto the plate of a 
Vibratome �  (St. Louis, Mo., USA). Then, the slicing chamber was 
filled with physiological solution kept at 3   °   C with a bath refrig-
eration unit (VB900R Vibratome �  and coronal slices 150  � m in 
thickness were prepared using a vibrating blade microtome (Vi-
bratome �  Series 3000 plus). Freshly cut slices were immediately 
transferred to an incubation beaker containing physiological so-
lution at room temperature and continuously gassed (5% CO 2 –
95% O 2 ) to maintain pH near 7.4. Slices remained viable for up to 
6 h after preparation.

  Intracellular Ca 2+  Imaging of Living Pituitary Slices 
 Pituitary slices were allowed to adhere to small glass coverslips 

pretreated with 0.1% poly- L -lysine (Sigma, St. Louis, Mo., USA), 
and one of them was placed in a small plastic well filled with 0.5 
ml of physiological solution saturated with 5% CO 2 –95% O 2  and 
containing the cell-permeable fluorescent Ca 2+  indicator Fluo-4 
AM (TEF Labs, Austin, Tex., USA; 2 m M  stock solution in DMSO 
with 0.5% pluronic acid; final concentration 20  �  M ). Dye loading 
proceeded at room temperature for 30 min. Then the slice was 
placed in the bottom of a Plexiglas chamber attached to the stage 
of microscope and continuously perfused (2 ml/min) with gassed 
physiological solution at room temperature. The slice was viewed 
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with an upright microscope (Nikon Eclipse 80i, Melville, N.Y., 
USA) and water-immersion fluorescence Nikon objectives (20 ! , 
0.5 NA or 10 ! , 0.3 NA). In some cases, a reducing C-lens (TV lens 
C-0.45 X, Nikon) was placed in front of the digital camera to en-
large the field of view at the expense of reducing magnification. 
Fluo-4 was excited at 488 nm with monochromatic light (Poly-
chrome V, Illumination System, TILL Photonics), and emitted 
fluorescence was band-passed with a Nikon a B-2E/C filter set. 
Fluorescence images were acquired with a cooled digital CCD 
camera (Imago QE, TILL Photonics, Munich, Germany) under 
protocols written in TILL visION software 4.0. Fluo-4 fluores-
cence images (10 ms exposure, 300 ms interval) were acquired 
from a field of view centred on one of the hemi-lobes of the ante-
rior pituitary gland, corresponding to a diameter of approximate-
ly 1.0 mm (10 !  objective with 0.45 !  lens = 4.5 !  magnification; 
see  fig. 1 a) or 0.2 mm (20 !  objective). For simplicity, the region 
corresponding to the intermediate lobe of the slice was excluded 
from the analysis. Baseline activity was recorded for 30 s while the 
slice was perfused with normal physiological solution. The perfu-
sion was then switched to GnRH-containing physiological solu-
tion for 30 s and then switched back to normal physiological solu-
tion. GnRH was directly applied to the recording chamber by a 
gravity-fed perfusion system consisting of five 5-ml syringes and 
a 60-ml one, each with a separate two-way valve and connected 
by Tygon �  tubing to a common entry port near the chamber. Con-
trol experiments showed that slice exposure to GnRH was delayed 
by  � 12 s, reached its maximal concentration within 10 s, lasted 
30  8  2 s at its peak and decayed completely within 30–35 s. This 
was determined by perfusing a fluorescent test solution through 
the imaging chamber (1  �  M  Alexa 488, Molecular Probes) and 
measuring with the same imaging system the increase and de-
crease in fluorescence as the test solution washed in and out of the 
chamber. A resting period of 30 min was allowed before a new 
GnRH concentration was applied. The relatively long interval be-
tween GnRH applications was selected in order to prevent desen-
sitization or other cumulative effects of GnRH. Previous studies 
have shown that dispersed rat male pituitary cells can consistent-
ly secrete LH to repetitive administration of GnRH for up to 9 h 
 [13] .

  Image Recording and Analysis 
 Image sequences (movies) were obtained from a given field of 

view before, during and after GnRH exposure (Peninsula Labo-
ratories, Inc., Belmont, Calif., USA) and saved in TIFF format. 
Movies were processed and analyzed with macros written in Im-
age J (Version 1.38, National Institutes of Health). In a typical 
experiment, a pituitary slice was exposed up to five GnRH con-
centrations (in the range between 0.01 and 100 n M ) over a period 
of nearly 4 h. Movies  � 4 min in duration were obtained before, 
during and after bath application of GnRH. Occasionally, movies 
were also acquired during the resting (non-stimulation) periods. 
Since Fluo-4 is a single wavelength dye, its fluorescence emission 
is a function of dye concentration, illumination pathway and in-
tracellular [Ca 2+ ]. Our experimental conditions were designed so 
that only fluorescence changes related to fluctuations of intracel-
lular [Ca 2+ ] were significant. Raw movies were converted to  � F 
movies:  � F = F(i) – F0, where F0 is the fluorescence image formed 
by averaging the first 5 frames of the sequence, and F(i) represents 
each (i) fluorescence images of the set. No attempts were made to 
calculate absolute intracellular Ca 2+  concentrations from these 

data. Fluo-4 does not appear to penetrate deeper than 40–50  � m 
into the tissue. Underneath the layer of damaged cells at the sur-
face of the slice, it is possible to recognize one or two layers of 
healthy cells which have taken up the indicator. With practice, we 
can routinely image the layer of healthy cells by focusing 25–30 
 � m below the surface. Thus, contamination with out-of-focus 
fluorescence from superimposing cell layers is not a serious prob-
lem even at relatively low magnification.

  As an aid to identify cells that activate following GnRH appli-
cation, ‘standard deviation images’ (SD) were obtained from mov-
ie segments of interest (stack projection function; standard devia-
tion algorithm of Image J). In SD images, areas of high pixel values 
correspond to cells with large  � F changes, and areas with low 
pixel values correspond to cells that were less active or remained 
silent (see  fig. 2 a, b). Pixel intensity values were colour-coded for 
illustration purposes. Regions of interest (ROIs), corresponding 
to cells that activated after GnRH application (SD  1 5  8  0.5), were 
drawn on the SD image, and then transferred to the  � F movie 
stack for quantification (mean  � F over each ROI over time). Using 
this approach,  � F(t) records from tens to hundreds of individual 
cells can be readily obtained. A convenient way to represent this 
large amount of data is the multi-cell  � F (t) plot. These plots were 
generated with Igor Pro 5.03 macros (Wavemetrics, Inc., Oreg., 
USA) written by Leon Islas, PhD. Here, ordinates represent cell 
number (one cell per row), the time is represented in the abscissa, 
and  � F values are colour-coded. From these plots, traces from 
individual cells can be extracted for analysis. GnRH application 
is indicated excluding the 12 s delay caused by dead space in the 
perfusion system. Therefore, the horizontal lines or shaded areas 
intend to represent roughly the time of arrival of GnRH into the 
chamber.

  Dose-response curves of the number of active cells as a func-
tion of [GnRH] were evaluated with the power logistic function 
(F(x) = (A1 – A2)/{1 + (x/ED 50 ) p } + A2); (A1: initial value, A2: final 
value, p = slope). Cells were counted as responding when their 
fluorescence signal increased by more than twice the standard de-
viation of the noise at rest and between 50 and 85 s after switching 
on GnRH perfusion. Numerical data were plotted with Origin 3.8 
(MicroCal Software, Northampton, Mass., USA) or Igor Pro and 
final image composition was made with Microsoft �  PowerPoint.

  Results 

 Spatial Distribution of GnRH-Responding Cells in the 
Anterior Pituitary Slice 
  Figure 1  illustrates the procedure used to record simul-

taneously Ca 2+  signals from dozens of cells in a rodent 
pituitary slice. Using low magnification imaging (see 
Methods), visualization of a complete hemi-lobe of the 
mouse pituitary is possible. A bright-field illumination 
picture of the preparation is shown in  figure 1 a. The yel-
low circle indicates the area illuminated by the mono-
chromator fibre optics.  Figure 1 b shows a fluorescence 
image obtained from the same field of view. Movies 3–4 
min in duration were obtained before, during and after 
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bath application of the different doses of GnRH. By ana-
lysing movie segments obtained before and during GnRH 
application (see below), it is possible to identify all cells 
responding to a given GnRH concentration ([GnRH]). 
 Figure 1 c–f shows the position of cells in the pituitary slice 
which responded to the indicated [GnRH]. As expected, 
the number of responsive cells increases with increasing 
[GnRH]. The distribution maps of GnRH-responding 
cells shown in  figure 1 c–f demonstrate that cells recruited 
by increasing [GnRH] are distributed indiscriminately 
throughout the anterior pituitary hemi-lobe.

  GnRH-Induced Oscillatory Patterns of Intracellular 
Ca 2+  Recorded Simultaneously from Individual 
Gonadotrophs   in situ   
 Cells that became active after GnRH application were 

identified by comparing standard deviation (SD) images 
(see Methods) from the movie segment before GnRH was 
applied to the bath ( fig. 2 a) and during its presence 
( fig. 2 b). SD images are useful because active cells appear 
as areas of approximately 12–18  � m in diameter with 
high pixel intensity values representing large  � F changes. 
ROIs corresponding to active cells were drawn on the SD 
image (for examples, see  fig. 2 a, b), and then copied to the 
complete  � F movie stack for quantification of the mean 
 � F from each ROI over time. With this approach,  � F re-
cords from tens to hundreds of individual cells can be 
readily obtained. Multi-cell  � F (t) plots were then used to 
represent these data (see Methods). A multi-cell  � F (t) 
plot representing GnRH responses of 110 gonadotrophs 
from the same field of view is shown in  figure 2 c. In these 
plots, the ordinate represents cell number (one cell per 

row), the time is represented in the abscissa, and  � F val-
ues are colour-coded. GnRH responses of gonadotrophs 
labelled 1–5 in  figure 2 b are shown in  figure 2 d (traces 
1–5). GnRH-responsive cells display oscillatory patterns 
of [Ca 2+ ] i  very similar to those recorded from gonado-
trophs in vitro. Nonetheless, as demonstrated in  fig-
ure 2 c, d, individual cell responses vary in latency, mag-
nitude, duration and frequency of oscillation (see below). 
Spontaneous Ca 2+  transients observed in some gonado-
trophs in situ ( fig. 2 ) were completely and reversibly abol-
ished after perfusion with extracellular physiological so-
lution containing no added CaCl 2  (data not shown).

  Recruitment of GnRH-Responding Cells as a Function 
of [GnRH]: Dose-Response Curves 
 As illustrated in  figure 1 c–f, the number of GnRH-re-

sponding cells increases gradually in a dose-dependent 
manner. Experiments were conducted to determine, us-
ing the number of responding cells, the dose-response 
curve to GnRH in the population of gonadotrophs of the 
pituitary slice. In a typical experiment, a slice was chal-
lenged with up to five GnRH concentrations in the range 
between 0.01 and 100 n M . It should be mentioned that 
these experiments are difficult to complete because the 
field of view and the focal plane must remain stable over 
a period of nearly 4 h.  Figure 3  summarizes results ob-
tained from 7 different pituitary slices, each from a dif-
ferent animal. The number of responding cells was nor-
malized, and dose-response curves were fitted to each 
data set (coloured circles and continuous lines). A dose-
response curve was also fitted to the mean values of the 
7 experiments (blue open squares and dotted line). The 
dose-response curves from slices 1, 3, 5, 6 and 7, respec-
tively, were similar, with ED 50  = 0.24, 0.16, 0.10, 0.66 and 
0.8 n M , respectively, while the dose-response curves from 
slices 2 and 4 are quite different (red and blue circles and 
continuous lines), with ED 50  = 2.48 and 2.22 n M , respec-
tively. When these dose-response curves were separated 
in high and low affinity groups, with mean ED 50  values 
of 0.39 n M  (n = 5) and 2.35 n M  (n = 2), the difference be-
tween them is significant (p = 0.0005; Student’s non-
paired t test). A dose-response curve fitted to the mean 
data set (dotted blue line) gives an ED 50  = 0.56 n M .

  Canonical and Non-Canonical Patterns of 
Intracellular Ca 2+  Signalling in Response to Increasing 
Doses of GnRH 
 Many studies have shown that when adult cultured rat 

gonadotrophs are exposed to supra-threshold concentra-
tions of GnRH, they display high amplitude oscillations 

  Fig. 1.  Distribution of cells responding to increasing GnRH con-
centrations in the mouse pituitary slice preparation in vitro.
 a  Bright-field illumination photograph of an adult male pituitary 
slice. AL = Anterior lobe, IL = intermediate lobe, NL = neural 
lobe. The yellow circle indicates the area illuminated by the mono-
chromator fibreoptics.  b  Fluorescence image obtained from the 
same field of view as in  a . Images were obtained with a 10 !  ob-
jective and a 0.45 !  magnification lens.  c–f  Spatial distribution 
maps of GnRH-responding cells to the indicated concentrations 
of GnRH in the mouse anterior pituitary. Cells were counted as 
responding when their fluorescence signal increased by more 
than twice the standard deviation of the noise at rest and between 
50 and 85 s after switching on the GnRH perfusion. The positions 
of all cells responding at each GnRH dose are indicated.  c  0.1 n M , 
 d  1 n M ,  e  10 n M  and  f  100 n M . The number of responding cells 
increases with [GnRH]: 114, 177, 266 and 434, respectively. Cells 
recruited by increasing doses of GnRH appear to be randomly 
distributed throughout the anterior pituitary hemi-lobe. 
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in [Ca 2+ ] i  of increasing frequency at higher GnRH con-
centrations. At saturating [GnRH], these oscillations 
merge into a high-level plateau, producing the so-called 
biphasic (peak-plateau) response  [1, 14, 15] . Here, we 
termed this progression a ‘canonical’ dose-response pat-
tern. Gonadotrophs in situ also display high amplitude 
Ca 2+  oscillations and ‘canonical’ dose-response patterns 
at increasing GnRH concentrations. An example is illus-
trated in the upper row of  figure 4 . Approximately 20% 
of gonadotrophs in situ display canonical responses. Nev-
ertheless, most cells failed to show this orderly progres-
sion. For example, some cells produce oscillatory re-
sponses at a given [GnRH] but then non-oscillatory re-
sponses at both lower and higher concentrations. Also, 
biphasic responses can be seen at intermediate, sub-max-
imal doses (see  fig. 4 , middle record). We designate these 
response patterns ‘non-canonical’. About 55% of GnRH-
responding cells exhibit non-canonical response pat-
terns. Finally, about of third of the responsive cells in the 
pituitary slice show increases in [Ca 2+ ] i  associated with 
GnRH application which were not oscillatory, but tran-
sient. These atypical, non-oscillatory responses, none-
theless, often showed a dose-response progression: they 
became larger and the rate of rise and fall increased at 
increasing [GnRH] (see  fig. 4 , bottom record). It remains 

to be determined if cell-specific individual differences or 
intercellular interactions or both are responsible for this 
heterogeneity.

  Most Cells Responding to a Low Concentration of 
GnRH Also Respond to Higher GnRH Concentrations 
 As shown before ( fig. 1 c–f), an increasing number of 

GnRH-responding cells are recruited when higher con-
centrations of the secretagogue are applied indicating 
that the population of GnRH-responding cells display a 
range of threshold [GnRH]. From previous reports  [1–3] , 
it is reasonable to assume that cells with high sensitivity 
to GnRH will continue to respond at higher [GnRH]s (see 
 fig. 4 ). In the example shown in  figure 5 , the position of 
all cells responding to the four different [GnRH]s in a 
given field of view are plotted with different symbols. 
This experiment was chosen for analysis because indi-
vidual cells could be clearly distinguished and the slice 
position and plane of focus remained unusually constant 
throughout nearly 3 h of recording. Of 21 cells that re-
sponded to the lowest [GnRH] (0.1 n M ; black circles), 13 
(62%) also responded when challenged with 1, 10 and 100 
n M  [GnRH]. Seven of the remaining 8 cells, only respond-
ed to 0.1 n M . Nevertheless, when the 37 cells that re-
sponded to 1.0 n M  GnRH were identified, all of them re-
sponded again when challenged with 10 and 100 n M . 

  GnRH-Induced Ca 2+ -Signalling Patterns Are 
Invariant over Long Periods of Observation 
 In the experiment shown in  figure 6 a, the same dose 

of GnRH (10 n M ) was applied four times at 30-min inter-
vals, and Ca 2+  responses from 13 cells were recorded from 
the same field of view. It is clear that subsequent respons-
es remained comparable, illustrating the lack of desensi-
tization during repetitive secretagogue application, al-
though a minor facilitation of the second response can be 
observed in some cells. These cells were chosen because 
they generated signalling patterns characteristic of go-
nadotrophs. Besides the stability of the responses, it is 
notable that each cell responds to GnRH in a distinctive 
and almost identical manner, both in latency, oscillatory 
pattern and duration. This is further illustrated in  fig-
ure 6 b, where representative responses from three cells to 
successive GnRH applications are shown. In  figure 6 c, 
the time integral corresponding to the four GnRH re-
sponses from 13 cells recorded simultaneously in the slice 
are plotted as stacked bars. The magnitude of the time 
integral of GnRH-induced Ca 2+  signals over time vary 
considerably among cells (p  1  0.005, one-way ANOVA). 
Nevertheless, the time integral of the Ca 2+  signal for each 

  Fig. 2.  Method used to record Ca 2+  signals from dozens of GnRH-
responding cells in a mouse pituitary slice in vitro.  a  Standard 
deviation (SD) image corresponding to the movie segment ob-
tained before GnRH application.  b  SD image corresponding to 
the movie segment obtained when GnRH was present and re-
sponsive cells were producing Ca 2+  signals. SD values in  b  were 
normalized to 255 gray levels, and values in  a  were multiplied by 
the same factor for comparison. Images were colour-coded as in 
the scale shown on the left. Areas with high SD values in  b  were 
drawn and their contours were copied as ROIs to the correspond-
ing  � F movie stack for quantification.  c  Multi-cell  � F(t) plot sum-
marizing variations in [Ca 2+ ]i over time of 110 GnRH-responding 
cells in the field of view shown in  a  and  b . Ordinate represents cell 
number (one cell per row), time is represented in the abscissa, and 
 � F values are colour-coded according to the colour scale shown 
on the bottom. The horizontal black lines labelled A and B indi-
cate the length of the movie segments from which SD images 
shown in  a  and  b  were obtained.  d  Representative  � F(t) record-
ings from cells labelled 1–5 in  b  and indicated with a red bar in  c . 
The duration of GnRH (10 n M ) application is indicated by hori-
zontal blue lines in  c  and  d  excluding the 12 s delay caused by dead 
space in the perfusion system. Notice that GnRH responses have 
different latencies, amplitudes and signalling patterns. Cells la-
belled 2 and 5 displayed small spontaneous Ca 2+  fluctuations be-
fore GnRH application (images shown in  a  and  b  were acquired 
with a 20 !  objective). 
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cell increased in similar-sized increments with each 
GnRH application (except for the second step in some 
cells which, as mentioned earlier, shows some facilita-
tion). When the time integral increments produced by 
each GnRH application were averaged over all cells, it re-
sulted that the four means were not statistically different 
(p = 0.21; one-way ANOVA). These data support the ob-
servation that each cell possesses a distinguishing type of 
response, which is initiated consistently every time the 
same dose of GnRH is applied.

  Gonadotrophs in situ Form Cell Clusters Which 
Display Similar Ca 2+ -Signalling Patterns in Response 
to GnRH 
 As mentioned earlier, GnRH-responsive cells showed 

no obvious preference regarding their distribution 
throughout the anterior pituitary, and new cells recruited 
by increasing concentrations of GnRH also appeared 
randomly distributed. Nevertheless, when responding 
cells in situ were imaged at higher magnification (20 !  
objective), distinct forms of anatomical organization be-
gan to appear.  Figure 7 a–d illustrates the distribution 
maps of GnRH-responding cells at different [GnRH], 
plotted as in  figure 1 c–f. Here, cells were categorized ac-
cording to their Ca 2+ -signalling patterns as (a) oscillato-
ry, (b) transitory or biphasic, and (c) mixed (i.e. oscilla-

tory + transitory), and circles of different colour were as-
signed to each pattern. By inspection of these maps it is 
apparent that cells with a given response pattern tend to 
lie adjacent to one another. This predisposition of simi-
larly responding cells to spatially co-localize can be ob-
served most clearly when cells were challenged with 10 
and 100 n M  [GnRH] ( fig. 7 c, d).  Figure 8 a is the SD image 
representing the Ca 2+  oscillatory activity initiated during 
bath application of 100 n M  GnRH. It is clear that some 
gonadotrophs appear isolated (arrowheads), while others 
form clusters or chains of 2–7 cells. Examples of some of 
these clusters or chains are indicated by orange outlines 
in  figure 8 a. Green and red outlines in  figure 8 b (inset) 
indicate the contours of six gonadotrophs forming a cell 
chain (a1–b3). When  � F(t) records obtained from these 
cells are examined in detail ( fig. 8 b), they display similar 
Ca 2+ -signalling patterns in response to GnRH. Nonethe-
less, three neighbouring gonadotrophs (a1, a2, a3; green 
outlines) display mixed (plateau-oscillatory) Ca 2+  re-
sponses while the three other cells (b1, b2, b3; red out-
lines) display oscillatory Ca 2+  responses. These function-
al and anatomical associations are regularly observed 
throughout the mouse anterior pituitary in situ. On aver-
age, 9.4  8  1.25 (SE) clusters were identified per slice/ex-
periment (n = 5). Of these, 53% were formed by pairs and 
46% were formed by more than two cells.
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  Fig. 3.  Comparison of GnRH dose-re-
sponse curves from independent slices. 
Experiments were conducted in seven pi-
tuitary slices, each obtained from a differ-
ent adult male mouse, and the number of 
responding cells as a function of five 
[GnRH]s were normalized and plotted 
(coloured symbols labelled 1–7). Data from 
all datasets were averaged and plotted in 
the same graph (turquoise open squares). 
Dose-response curves were fitted to these 
data sets (continuous lines of correspond-
ing colours) and ED 50  values obtained 
were 0.24, 0.16, 0.10, 0.66 and 0.8 n                                       M  for 
slices 1, 3, 5, 6 and 7, respectively, and 2.48 
and 2.22 n M  for slices 2 and 4, respectively. 
When dose-response curves were separat-
ed into high and low affinity groups (see 
above), with mean ED 50  values of 0.39 n M  
(n = 5) and 2.35 n M  (n = 2) and compared, 
the difference between them was signifi-
cant (p = 0.0005; Student’s non-paired 
test). A dose-response curve fitted to the 
mean data (dotted turquoise line) gave an 
ED 50  = 0.56 n M .             
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  Correlated Activity of Pairs of Gonadotrophs from the
Same Cluster Increases during the Application of GnRH 
 It has been demonstrated that anterior pituitary so-

matotrophs in situ are electrically coupled throughout the 
gland. In addition, they display synchronous oscillations 
in [Ca 2+ ] i   [4] , both at rest and after stimulation  [5] . Go-
nadotrophs express gap-junction subunits  [6] , but they do 
not appear to be extensively interconnected  [16, 17] .  Fig-
ure 8 c illustrates simultaneous  � F(t) recordings from two 
neighbouring cells (a, b; see inset in  fig. 8 c). These cells 

were chosen for analysis because they also showed spon-
taneous fluctuations in [Ca 2+ ] i  in the absence of GnRH 
(see below). Before GnRH application (time segment la-
belled A1 in  fig. 8 c) cells displayed non-correlated spon-
taneous activity. When the  � F(t) of one cell was plotted 
versus the  � F(t) of the other cell ( fig. 8 d), the correlation 
coefficient calculated over this time interval is low (R = 
0.02). In contrast, during the time when GnRH was ap-
plied (see  fig. 8 c; time segment A2), both cells display al-
most identical Ca 2+ -signalling responses, including an 
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Non-canonical
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Non-canonical
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  Fig. 4.  Ca   2+  response patterns elicited by increasing doses of 
GnRH in individual cells of mouse pituitary slices. When cells in 
the pituitary slice are exposed to increasing [GnRH]s, with a 30-
min interval between GnRH applications, they display different 
types of response. Upper row: example of a cell which exhibited a 
canonical response pattern: Ca 2+  oscillations of increasing fre-
quency at higher [GnRH] concentrations which merge into a bi-
phasic, peak-plateau response at saturating [GnRH]. Middle row: 

example of a cell which displayed a non-canonical response pat-
tern: an oscillatory Ca 2+  response at 0.1 n                                     M  GnRH, non-oscilla-
tory responses at 0.01 and 1 n M , and again an oscillatory response 
at 10 n M . Bottom row: example of a cell which showed an atypical 
response pattern: non-oscillatory responses at all [GnRH], al-
though with a dose-response progression. The pie graph at the 
bottom summarizes the percentage of cells displaying the differ-
ent response patterns.                       
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early peak, a plateau-like phase and gradually decaying 
Ca 2+  oscillations. The correlation coefficient between 
these cells increased drastically during the application of 
GnRH (R = 0.87, see  fig. 8 e). The correlation coefficient of 
51 cell pairs from the same cluster during the response to 
GnRH was 0.75  8  0.02 (mean  8  SE). In contrast, when 
pairs of gonadotrophs were not members of the same clus-
ter, the correlation coefficient remained relatively low 
(0.45  8  0.09; mean  8  SE; n = 23 pairs). 

  Effects of 18 � -Glycyrrhetinic Acid, a Specific
Gap-Junction Channel Blocker on the Synchronized 
Responses of Neighbouring Cells during
GnRH-Induced Ca 2+  Oscillations 
 One possible explanation for synchronous activity and 

high correlation coefficient of Ca 2+  signals between neigh-
bouring cells is the presence of gap junctions which could 
transmit electrical and/or chemical signals between them. 
To assess this possibility, we tested the effects of 18 � -glyc-
yrrhetinic acid (AGA), a specific gap-junction channel 

blocker on synchronized responses of neighbouring cells 
during GnRH-induced Ca 2+  oscillations.  Figure 9 a illus-
trates Ca 2+  recordings from two neighbouring cells with 
synchronous Ca 2+  responses to 10 n M  GnRH (correlation 
coefficient R = 0.93 (see  fig. 8 b)). Cells were then exposed 
for 10 min to 100  �  M  AGA, and the responses to GnRH 
were tested again. Although resting Ca 2+  levels were un-
stable and GnRH-induced Ca 2+  oscillations became nois-
ier and of lower frequency after AGA exposure (see  fig. 9 c), 
the correlation coefficient remained relatively high (R = 
0.88;  fig. 9 d). When 16 cell pairs with high correlation co-
efficient were examined before and after the incubation 
with AGA, the mean correlation coefficient obtained was 
0.91  8  0.01 (SE) for the control condition and 0.88  8  0.02 
(SE) after AGA treatment. Values obtained before and af-
ter AGA treatment were not statistically significant (p = 
0.54; paired Student’s test). When halothane, another 
gap-junction blocker, was used (1 m M , 5 min exposure), 
cells deteriorated rather quickly, and responses to GnRH 
almost disappeared, making the comparison impractical 
(data not shown). The conclusion from these experiments 
is that synchronization of responses to GnRH in neigh-
bouring gonadotrophs from the same cluster does not ap-
pear to be mediated by gap-junction channels. Another 
possible explanation could be a chemical signal released 
to the medium which could promote synchronization of 
GnRH responses between neighbouring cells. An obvi-
ous candidate for such paracrine actions is ATP, which is 
co-released with LH  [18, 19] . To examine this possibility, 
cells were exposed to Suramine (100  �  M , 5 min incuba-
tion) an antagonist of the purinergic P2 receptors present 
in gonadotrophs  [18] . The correlation coefficient between 
cell pairs showing synchronous GnRH-induced Ca 2+  os-
cillations did not diminish significantly after incubation 
with Suramine (n = 5, data not shown).

  Discussion 

 GnRH-Induced Patterns of Intracellular Ca 2+  
Signalling Recorded from GnRH-Responding Cells
in situ 
 Digital imaging of [Ca 2+ ] i  in the mouse pituitary slice 

allows the concomitant study of tens to hundreds of 
GnRH-responding cells and the analysis of their respons-
es with single cell resolution. This permits collection of 
highly parallel data sets that can be used to assess the be-
haviour of a significant fraction of the population of go-
nadotrophs in situ, unlike most other techniques that 
limit measurements to few cells per experiment in iso-
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10.0

100.0

  Fig. 5.  Most cells responding to a low concentration of GnRH also 
respond to a higher GnRH concentration. A pituitary slice was 
exposed to four concentrations of GnRH (0.1, 1, 10 and 100 n                                             M ), 
and                 the position of all cells responding to each [GnRH] within the 
same field of view were plotted with different symbols. This ex-
periment was chosen for analysis because individual cells could 
be clearly distinguished and the slice position and plane of focus 
remained constant throughout nearly 3 h of recording. From 21 
cells that responded to the lowest [GnRH] (0.1 n M ; black circles), 
62% also responded when challenged with 1, 10 and 100 n M  GnRH 
(green, blue and red circles, respectively). Most of the remaining 
cells only responded to 0.1 n M . Nonetheless, 100% of cells that 
responded to 1.0 n M  GnRH also responded when challenged with 
10 and 100 n M  GnRH.           
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lated cells in tissue culture. To our knowledge, this ap-
proach has not been attempted before. The study of 
GnRH-induced Ca 2+  signalling in the acute mice pitu-
itary gland might be of potential relevance for character-
izing GnRH actions in gonadotrophs in transgenic and 
knockout animals.

  Responses of individual cells to the same dose of the 
agonist vary significantly in magnitude, latency, duration 

and frequency of oscillations. For simplicity, here we chose 
to study responses from adult male mice. Nevertheless, it 
is well established that GnRH induces LH secretion in fe-
male rats (particularly during proestrus) at levels fourfold 
greater that those of male rats  [13, 20] . Therefore, it is pos-
sible that some of the conclusions derived from this study 
must be modified when recordings obtained from female 
pituitary gonadotrophs are analyzed.
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  Fig. 6.  GnRH-induced Ca   2+ -signalling patterns of individual cells 
are characteristic and remain invariant over long periods of obser-
vation.      a  Multi-cell            � F(t) plot illustrating fluctuations in [Ca     2+ ]                       i  
from 13 individual GnRH-responding cells from the same field of 
view to four applications of 10 n M  GnRH. While 30 min were al-
lowed between consecutive GnRH applications (see Methods), re-
cords were plotted next to each other for comparison. Notice that 
each cell appears to respond repeatedly to GnRH in a distinct and 
almost identical manner, both in latency, oscillatory pattern and 

duration.        b  Examples of GnRH-induced responses from cells 1, 2 
and 5 in graph  a . GnRH applications are indicated with blue bars. 
Repetitive responses from the same cell are very similar, despite 
the long interval between them.  c  Bar plot of the time integrals of 
GnRH-induced responses from each of the 13 cells. For every in-
dividual cell (abscissa), the magnitude of the time integral of each 
response to GnRH is plotted as stacked bars (ordinate). Mean in-
crements of time integral of successive GnRH applications are not 
statistically different (p = 0.21; one-way ANOVA).                     
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  Spatial Distribution of GnRH-Responding Cells in the 
Anterior Pituitary of the Adult Male Mouse 
 When maps of GnRH-responding cells at increasing 

GnRH concentrations are compared, it is clear that they 
are distributed indiscriminately throughout the anterior 
pituitary. These results are in disagreement with early 
anatomical studies in male rat pituitary showing that go-
nadotrophs are significantly more abundant in the ante-
rior portion of the gland, particularly near the border be-
tween pars distalis and pars intermedia (the so-called sex 
zones  [21] ). However, the existence of an antero-posterior 
gradient of gonadotrophs requires confirmation in male 
mouse pituitary and the distribution of GnRH-respond-
ing cells in our experiments does not necessarily repre-
sent the distribution of the total population of gonado-
trophs. It has been shown that individual gonadotrophs 
can show Ca 2+  responses at GnRH concentrations that 
were insufficient to produce hormone secretion  [2] . More-
over, approximately 50% of the population of gonado-
trophs genetically identified by the expression of the 
GnRH receptor do not secrete gonadotrophins in re-
sponse to the secretagogue  [22] . Thus, GnRH-responding 
cells probably represent a subset of the entire gonado-
troph population. Further investigation will be required 
to determine which percentage of GnRH-responding 

cells contain LH and/or FSH (and therefore, can be un-
ambiguously identified as gonadotrophs).

  Recruitment of GnRH-Responding Cells as a Function 
of [GnRH] 
 The effects of GnRH on the gonadotroph population 

in male mouse pituitary were evaluated simply by count-
ing the number of responding cells at each [GnRH]. The 
dose-response curve fitted to the mean data from seven 
different slices (one slice per animal) gave an ED 50  = 0.56 
n M . This value is similar to that obtained by measuring 
GnRH-stimulated inositol phosphate production in cul-
tured COS-7 cells expressing the rat GnRH receptor 
(ED 50  = 1.5  8  0.48 n M   [23] ), and LH release from cul-
tured pituitary cells from ovariectomized adult female 
rats (ED 50   � 0.7 n M   [24] ), and the number of LH-secret-
ing cells in pituitary cultures from metestrous rats (ED 50  
 �  0.8 n M   [2] ). When dose-response curves from differ-
ent pituitaries are compared, they can be divided in two 
groups: a high affinity group (mean ED 50  = 0.39 n M ) and 
a low affinity group (mean ED 50  = 2.35 n M ). The mean 
ED 50  of all these ED 50  values is 0.95  8  0.99 n M  (mean  8  
SE). We could not find an explanation for the sixfold dis-
crepancy in GnRH sensitivity between the high affinity 
group of pituitary slices and the two instances with low 
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  Fig. 7.  GnRH-responding cells are orga-
nized in cell clusters exhibiting similar 
Ca   2+ -signalling patterns.      a–d  Spatial dis-
tribution maps of GnRH-responding cells 
from the same field of view in a mouse an-
terior pituitary slice as a function of 
[GnRH] (original images were obtained 
with a 20                                                                           !  objective). GnRH concentra-
tions used were 0.1 n M  ( a ), 1 n M  ( b ), 10 n M  
( c ) and 100 n M  ( d ). Cells were classified in 
three categories according to their Ca 2+ -
signalling patterns: (a) oscillatory, (b) 
transitory and (c) mixed (i.e. oscillatory 
and transitory), and their positions indi-
cated with circles of different colour (red, 
black and green, respectively). Notice that 
cells with a given response pattern (colour) 
tend to appear next to each other. The 
 tendency of similarly-responding cells
to appear together is seen most clearly in
 c  and  d . 
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affinity. Differences in age or reproductive status of the 
mice can be excluded (see Methods). It would be interest-
ing to confirm the existence of inter-individual differ-
ences in a larger sample of specimens. A recent report has 
shown that pancreatic islet cells from individual mice 
display Ca 2+  oscillations with a period which is unique 
to each mouse, and that all islets from an individual 
mouse demonstrate similar rhythms to one another 
 [25] .

  Canonical and Non-Canonical Patterns of 
Intracellular Ca 2+  in Response to Increasing Doses of 
GnRH 
 The finding that only a minor fraction ( � 20%) of go-

nadotrophs in situ display high amplitude Ca 2+  oscilla-
tions and ‘canonical’ progression in the dose-response 
pattern at increasing GnRH concentrations was some-
what surprising. In contrast, non-canonical dose-re-
sponse patterns (oscillatory responses at a given [GnRH] 
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  Fig. 8.  Similarity of GnRH-induced Ca   2+ -signalling patterns of 
neighbouring cells within clusters. Correlation index increases 
during GnRH exposure.      a  SD image summarizing the effects of 
the application of 100 n                                   M  GnRH in the anterior pituitary region 
of a mouse pituitary slice. This image was obtained from the mov-
ie segment comprising the 100 s that followed the beginning of 
GnRH application. Isolated (arrows) and clusters or chains (or-
ange outlines) of GnRH-responding cells are indicated.                b  Exam-
ples of Ca                 2+ -signalling patterns of six gonadotrophs from the cell 
chain shown in the inset. Overall, the responses are quite similar, 
but three neighbouring cells (a1, a2, a3; green outlines) display 
mixed Ca 2+  responses and the three other cells (b1, b2, b3; red 

outlines) display mostly oscillatory responses.  c   � F(t) recordings 
from two neighbouring gonadotrophs (red and blue outlines; see 
inset). During the first time segment (A1), spontaneous non-cor-
related Ca                     2+  f luctuations were recorded in both cells. During the 
second time segment (A2) nearly identical Ca 2+  responses were 
recorded from both cells after application of 100 n M  GnRH.
 d ,  e   � F values recorded from the two cells were plotted one against 
the other to evaluate their degree of correlation. Before GnRH ap-
plication (time segment A1), the correlation coefficient is low
(R = 0.02), but this parameter increases notably during GnRH ap-
plication (R = 0.87; time segment A2). GnRH applications (100 
n M ) are indicated with blue bars. 
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and non-oscillatory transient responses at both lower and 
higher concentrations), were significantly more recur-
rent ( � 55% of cells). It remains to be seen if the deviation 
from the ‘canonical’ behaviour in gonadotrophs in situ 
results from time-dependent fluctuations of GnRH 
threshold  [2] , possibly due to paracrine cell interactions 
in the gland  [26] . In this regard, it has been speculated 

that Ca 2+  waves travelling across the network of FS cells 
in the intact gland could affect (for example by releasing 
follistatin or activin) the signalling pattern and hormone 
release of gonadotrophs  [7, 8, 27] . A notable subset of 
GnRH-responding cells (30%) which display dose-de-
pendent non-oscillatory increases in [Ca 2+ ] i . These re-
sponses, which have not been described in adult gonado-
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  Fig. 9.  The high correlation index between pairs of gonadotrophs 
during GnRH-induced Ca   2+  responses is not affected after incuba-
tion with the gap-junction channel blocker AGA.      a  GnRH respons-
es from two neighbouring cells under control conditions. GnRH 
(10 n                                   M ) application is indicated by the horizontal bar.                b                         � F values 
of both cells during the 100 s that followed the beginning of GnRH 
application were plotted one against the other. The correlation co-

efficient fitted to these data was high (R = 0.93).  c  GnRH responses 
from the same cell pair were examined after incubation with AGA 
(100                              �  M , 10 min). The responses of the two cells continue to be 
similar.  d   � F values of the two cells were plotted one against the 
other during the 100 s that followed the beginning of GnRH appli-
cation. The correlation coefficient fitted to these data still gives a 
relatively high value (R = 0.88) after incubation with AGA. 
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trophs before, are reminiscent of amplitude-modulated, 
non-oscillatory GnRH responses recorded from imma-
ture  [28]  and cloned pituitary gonadotrophs  [29] . Alter-
natively they could correspond to multi-functional cells, 
like somato-gonadotrophs, which respond poorly to 
GnRH  [30] . It also remains to be determined if the varia-
tion of responses to GnRH within the gonadotroph pop-
ulation is due to intrinsic properties (including the stage 
of cell maturation or cell cycle).

  Most Cells with Low GnRH Threshold Also Respond 
to Higher GnRH Concentrations 
 From previous reports  [1–3] , it is reasonable to assume 

that cells with high sensitivity to GnRH will continue re-
sponding at higher [GnRH]s. As shown in  figure 5 , this 
is not always the case. The majority (62%) of cells re-
sponding to 0.1 n M  GnRH also responded to 1, 10 and 100 
n M  GnRH. Interestingly, most of the remaining cells re-
sponded exclusively to 0.1 nM   GnRH. It is conceivable 
that these cells were in fact immature gonadotrophs or 
even non-gonadotrophs, and that upon exposure to 
GnRH they exhausted a limited pool of second messen-
gers (or even stored intracellular Ca 2+ ) needed for repeat-
ed GnRH responses. In contrast, 100% of cells that re-
sponded to 1.0 n M  GnRH also responded both to 10 and 
100 n M  GnRH. These results rule out a possible residual 
effect of GnRH, in agreement with previous reports on 
perfused pituitary cultures, showing that a 30-min inter-
val between GnRH applications is sufficient to avoid sub-
sequent priming or desensitization of LH secretion  [15] .

  Regularity of Single-Cell GnRH-Induced Ca 2+  
Signalling over Long Periods of Observation 
 In our experiments, an interval of 30 min was em-

ployed before a new concentration of GnRH was applied 
to minimize desensitization or other cumulative effects of 
GnRH. In rat male pituitary it has been shown that GnRH-
induced peaks of LH secretion are small and their ampli-
tude remains stable after repetitive GnRH applications 
with inter-stimulus intervals of 1 h for up to 9 h recording 
 [13] . As explained above, responses of individual cells to 
GnRH vary considerably, reflecting a range of concentra-
tion-response properties in the population of gonado-
trophs at the single cell level  [2] . Conversely, when the 
same dose of GnRH is applied repeatedly, cells respond in 
a characteristic and near-identical manner both in laten-
cy, oscillatory pattern and duration. The observation that 
individual cells can react to repeated agonist applications 
with an individual and reproducible ‘signature’ has been 
reported before in cultured gonadotrophs  [28, 31] . This 

intriguing phenomenon (termed ‘Ca 2+  fingerprint’) was 
first described by Prentki and co-workers  [32, 33]  from 
experiments in which Ca 2+  responses to muscarinic ago-
nists were elicited in individual insulinoma cells.

  To compare repeated GnRH responses of individual 
cells quantitatively, the time integral under the Ca 2+ -de-
pendent fluorescence changes corresponding to each 
GnRH application was calculated (see  fig. 6 c). We chose 
this measurement as Ca 2+ -dependent effects (including 
hormone secretion) result from Ca 2+  signal integration, 
which are best represented by the time integral of the 
Ca 2+  signal, rather than by the amplitude or frequency of 
Ca 2+  oscillations  [34] . When time integrals of the Ca 2+  
signals from all cells were averaged, we found that the 
mean increments produced by each GnRH application 
were not statistically different from each other (p = 0.21; 
one-way ANOVA). These data corroborate our observa-
tion that individual cells display a characteristic response 
to GnRH, which is initiated on a regular basis every time 
the same dose of the agonist is applied. The fact that 
Ca 2+ -signalling patterns in response to GnRH in situ are 
robust, predetermined and stable over long periods of 
observation, contradicts our suggestion that the non-ca-
nonical pattern of response could be due to fluctuations 
of GnRH sensitivity due to autocrine/paracrine interac-
tions. It remains to be determined if the invariant re-
sponse to repeated applications of GnRH is a property of 
cells showing canonical response patterns, or if it is also 
present in cells with non-canonical response patterns.

  Coordinated Ca 2+  Signals in Clusters of Gonadotrophs 
  in situ   
 Our experiments have shown that gonadotrophs in 

situ are organized in cell clusters with similar GnRH-in-
duced Ca 2+ -signalling patterns. It has been reported that 
gonadotrophs accumulate near the anterior margins of 
the anterior pituitary and form clusters near and around 
blood vessels  [21] . These arrangements could have func-
tional implications regarding the distribution of GnRH 
and other hypothalamic factors by the microcirculation 
of the intact gland. We could not confirm such arrange-
ment in the distribution of GnRH-responding cells in the 
mouse pituitary (see above). Nevertheless, at relatively 
high magnification it became obvious that gonadotrophs 
form small clusters or chains of cells. When they were 
classified according to their Ca 2+ -signalling pattern in 
response to GnRH, it became clear that cells with similar 
responses are spatially grouped together. This predispo-
sition of neighbouring cells to display similar responses 
is present in other cell types from the pituitary, where 
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synchronous fluctuations in [Ca 2+ ] i  have been recorded 
 [4, 5] . Pancreatic  �  cells within islets of Langerhans also 
display synchronous oscillatory electrical activity and 
Ca 2+  fluctuations  [25, 35, 36] .

  Mechanism of Synchronization between Pairs of 
Gonadotrophs 
 An obvious mechanism for the observed synchroniza-

tion of Ca 2+  signals between gonadotrophs would be the 
sudden exposure to GnRH. Nevertheless, while GnRH 
application is relatively fast (maximal concentration 
reached within 10 s), the latency of the initial GnRH re-
sponse vary significantly between cells  [2] . For example, 
in a given experiment (100 n M  [GnRH]) the earliest and 
latest latencies differed by 28 s, the mean latency was 
53.3 s and the standard deviation of the mean was 4.5 s 
(data not shown). It is unlikely that synchronization be-
tween cells results from rapid GnRH application.

  GnRH increases the correlation coefficient between 
pairs of gonadotrophs from the same cluster. To quantify 
the extent to which GnRH-induced patterns among cell 
pairs from the same cluster were similar, their  � F(t) trac-
es were plotted one against the other, and the correlation 
index between them was computed (see  fig. 8 d). An inter-
esting observation is that the correlation coefficient be-
tween  � F(t) recordings from cell pairs within clusters in-
creases during the application of GnRH. In contrast, the 
correlation coefficient between pairs of gonadotrophs 
from different clusters remained low during GnRH expo-
sure. Since high values of correlation index were related to 
cell closeness, we hypothesized that the mechanism for 
synchronization could be diffusion of second messengers 
or even Ca 2+  itself through gap junctions. Nevertheless, 
when cell pairs with highly correlated GnRH oscillatory 
activity were exposed to AGA, a specific gap-junction 
channel blocker, the correlation index between their re-
cordings  � F(t) recordings did not diminish significantly 
( fig. 9 c, d). These results are in agreement with anatomi-
cal reports showing that although gonadotrophs from the 
pituitary express gap-junction subunits  [6] , they are not 
extensively interconnected  [16, 17] . In an unrelated study, 
it was observed that AGA at the same concentration used 
here, does not affect synchronous Ca 2+  fluctuations be-
tween pairs of somatotrophs in the pituitary GH-GFP 
transgenic mice [C. Sánchez-Cárdenas and P. Mollard, 
unpubl. observations]. Therefore the involvement of pitu-
itary gap junctions in synchronous Ca 2+  fluctuations 
awaits confirmation with more specific blockers.

  If gap-junction channels were not involved in corre-
lated GnRH-induced Ca 2+  signalling between pairs of 

 gonadotrophs from the same cluster, then another ex-
planation could be that a chemical signal released to
the  medium could promote synchronization of GnRH 
 responses between neighbouring cells. One candidate for 
such paracrine actions is ATP which is co-released with 
LH to the medium  [18, 19] . However, when we tested the 
effects of Suramine, an antagonist of the purinergic P2 
receptors present in gonadotrophs  [18] , the correlation co-
efficient did not change significantly (data not shown).

  Although we cannot discard the role of direct cell-cell 
interaction, we would like to propose an alternative ex-
planation for the synchronization of GnRH-induced Ca 2+  
signalling in pituitary gonadotrophs. Perhaps there is no 
synchronization of GnRH responses after all, but merely 
the appearance of synchronized activity (pseudo-syn-
chronization). If two neighbouring gonadotrophs from 
the same cluster derive from one another or from a com-
mon precursor, they should contain identical genetic 
(and similar epigenetic) information. Their phenotype 
could thus be highly similar, as well as their ‘Ca 2+  finger-
print’, namely the predisposition to respond to GnRH 
with a characteristic and identical Ca 2+  signal both in la-
tency, oscillatory pattern and duration. If two such cells 
exist, we predict that their responses would be virtually 
identical when challenged by the same dose of secreta-
gogue, thus producing a high correlation coefficient when 
their  � F(t) traces are plotted one against the other. They 
could easily be mistaken for cells synchronized by direct 
contact or diffusible factors. Naturally, under these con-
ditions a ‘mechanism’ for synchronization would not be 
found. It remains to be established if this proposal ac-
counts for the apparent synchronous activity of clusters 
of mouse pituitary gonadotrophs.
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