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RESUMEN 

En la adenohipofisis, la hormona liberadora de tirotropina (TRH) es inactivada 

por la piroglutamil peptidasa II (PPII: EC 3.4.19. 6), una zinc-ectopeptidasa localizada 

en lactotropos. En estas células, la actividad de la PPII esta positiva y negativamente 

regulada por las hormonas tiroideas y el 178-estradiol respectivamente. En esta tesis, 

hemos estudiado los efectos de la TRH sobre la actividad de la PPIl y las vias de 

transduccién implicadas; asi como el papel de otros factores hipotalamicos que 

también regulan la secrecién de la prolactina. Células dispersas de adenohipéfisis de 

rata se incubaron durante 5 dias en medio suplementado antes de determinar la 

actividad de la PPIl. 

La TRH (10-6 M) disminuy6 la actividad de la PPIl con una inhibicién maxima a 

16 h y una EDsgo de 10-9 M. La [3Me-His2] TRH, un potente agonista del receptor de la 

TRH (R-TRH) fue efectiva a concentraciones menores, mientras que la TRH-OH, un 

metabolito de la TRH con una afinidad baja para el R-TRH, fue mucho menos efectiva. 

Estos datos sugieren que la TRH regula la actividad de la PPII a través de la 

activacién de su receptor. El U-73122, un inhibidor de procesos dependientes de 

fosfolipasa C (PLC), bloque6 el efecto de la TRH. El TPA, un activador de la cinasa C 

de proteinas (PKC) y el Bay K 8644, un agonista de canales de Ca++ dependientes de 

voltage disminuyeron la actividad de la PPI! de una manera dependiente de Ia dosis. 

Los efectos de las dosis maximas de! TPA o del Bay K mas la TRH no fueron aditivos. 

Inhibidores de cinasas de proteinas no revirtieron los efectos de la TRH o del TPA. La 

regulacién de la PPIl inducida por la TRH no se modificé por el pretratamiento con el 

TPA por 24 h. Los efectos de la TRH o del Bay K se bloquearon con nifedipina o 

verapamil, antagonistas de canales de Cat+ tipo L. Estos resultados sugieren que el 

R-TRH esta acoplado a la PLC para regular la actividad de la PPI, y que la entrada de 

Ca++ a través de los canales tipo L es necesaria para regular a la PPI!. Una nueva 

isoenzima de PKC podria estar implicada en la accién de la TRH. 

La toxina pertussis (PTX) no modificé la actividad de la PPII basal o regulada
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por la TRH. La toxina del célera (CTX), la forskolina (activador de la adenilato ciclasa 

[AC}), el dibutiril AMPc o el IBMX (inhibidor de fosfodiesterasas) disminuyeron la 

actividad de la PPII con una eficacia similar. Sus efectos maximos fueron aditivos con 

los de la TRH. El efecto de la TRH no se bloquedé con la 2’,3’-dideoxiadenosina 

(inhibidor de la AC) o el H89 (inhibidor de la cinasa A de proteinas). Por Jo tanto, el R- 

TRH no esta acoplado a proteinas G sensibles a la PTX 0 a la CTX y no moviliza 

AMPc para regular a la PPil. El polipéptido activador de la adenilato ciclasa de 

pituitaria disminuy6 la actividad de la PPI y su efecto fue aditivo con el de la TRH y 

bloqueado por el H89. La bromocriptina o la somatostatina, agonistas acoplados 

negativamente a la AC, estimularon la actividad de la PPItI y bloquearon el efecto 

inhibidor de la TRH. La preincubacion con la PTX revirtié estos efectos. 

Ya que varios de los tratamientos regularon Ja concentracién del ARNm de la 

PPI! de manera similar a su actividad, un mecanismo de control de la actividad de la 

PPII por las hormonas puede ser a nivel del ARNm. 

En conclusi6n, la actividad de la PPII esta sujeta a regulacién homologa y 

heterdloga por elementos del sistema multifactorial que coordinadamente controlan la 

secrecién de la prolactina, a través de multiples mensajeros intracelulares.



ABSTRACT 

In the adenohypophysis, thyrotropin releasing hormone (TRH) is inactivated by 

pyroglutamyl peptidase Il (PPIl: EC 3.4.19.6), a zinc-ectopeptidase localized in 

lactotropes. In these cells, PPIl activity is positively and negatively regulated by thyroid 

hormones and 178-estradiol respectively. In this thesis we have studied the effects of 

TRH on PPIl activity, the transduction pathways involved, as well as the role of other 

hypothalamic factors that regulate prolactin secretion. Dispersed cells from rat 

adenohypophysis were cultured for 5 days in supplemented medium; surface PPIl 

activity was determined. 

TRH (10-6 M) decreased PPIl activity with maximal inhibition at 16 h and an 

EDso of 10-9 M. [3Me-His2]TRH, a potent agonist of the TRH receptor (TRH-R) was 

effective at lower concentrations, while TRH-OH, a TRH metabolite with a low affinity 

for TRH-R, was much less effective. These data suggest that TRH down regulates PPIl 

activity through TRH-R activation. U-73122, an inhibitor of phospholipase C (PLC) 

dependent processes, blocked TRH effect. TPA, a protein kinase C (PKC) activator or 

Bay K 8644, an agonist of voltage-dependent Ca++ channels, diminished PPI activity 

in a dose-dependent manner. The effects of maximal doses of TPA or Bay K plus TRH 

were not additive. Neither TPA nor TRH effects were reversed by inhibitors of protein 

kinases. TRH-induced downregulation of PPIl was not modified by TPA pretreatment 

for 24 h. TRH or Bay K effects were blocked by nifedipine or verapamil, antagonists of 

L-type Ca++ channels. These results suggest that TRH-R is coupled to PLC to regulate 

PPIl activity, and that Ca++ entry through L-type channels is necesary for PPIl down 

regulation. A new PKC isoenzyme may be involved in TRH action. 

Pertussis toxin (PTX) neither modified basal PPII activity nor TRH-induced PPIl- 

downregulation. Cholera toxin (CTX), forskolin (an adenylate cyclase [AC] activator), 

dibutiryl cAMP or IBMX (a phosphodiesterases inhibitor) decreased PPI! activity with 

similar efficacy. Their maximal effects were additive with that of TRH. TRH effect was 

not blocked by 2°,3’-dideoxyadenosine (an inhibitor of AC) or with H89 (a protein 

kinase A inhibitor). TRH-R is therefore not coupled to PTX- or CTX-sensitive G proteins
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and doesnot mobilize cAMP to regulate PPIl. Pituitary adenylate cyclase activating 

polypeptide diminished enzyme activity; its effect was additive with that of TRH and 

blocked with H89. Bromocriptine or somatostatin, two agonists coupled negatively to 

AC, stimulated PPII activity and blocked the inhibitory effect of TRH. Their effects were 

reversed by preincubation with PTX. 

Since various of these treatments similarly regulated PPII mRNA and its activity, 

a mechanism of control of PPII activity by these hormones may be at the MRNA level. 

In conclusion, PPIl activity is subject to homologous and heterologous 

regulations by elements of the multifactorial system which coordinately controls PRL 

secretion, through multiple intracellular messengers.



INTRODUCCION 

1. EL SISTEMA NEUROENDOCRINO 

En organismos multicelulares la comunicacién entre las células es vital para 

coordinar la actividad de sus érganos, regulando asi su diferenciacién, desarrollo, 

crecimiento, organizaci6n y adaptacién al medio ambiente. En mamiferos esta 

comunicacién se realiza a través de multiples sistemas de comunicaci6n intercelular 

que incluyen al sistema neuroendécrino, el cual al decodificar sefiales internas y 

externas modifica la actividad de numerosas células, contribuyendo asi al proceso 

homeostatico del organismo. 

Ei sistema neuroendécrino incluye un grupo de células neurosecretoras 

localizadas en la base del cerebro, en una regién llamada hipotdlamo (figura 1). Estas 

neuronas, al igual que cualquier otra, son capaces de recibir y conducir impulsos 

nerviosos, pero no liberan sus moléculas mensajeras a una sinapsis clasica, sino en 

un plexo capilar localizado en !a eminencia media (parte basal del hipotalamo) [figura 

2]. Otro de los componentes de este sistema es la glandula pituitaria (también llamada 

hip6fisis), un pequefio apéndice situado en la base del hipotalamo. En el humano, la 

hipdfisis consta de dos Idbulos cada uno con diferentes funciones. El Idbulo posterior 

(neurohipéfisis) es una extensién del hipotdalamo, unido a éste por el tallo hipofisial; 

contiene axones y terminales nerviosas de células neurosecretoras originadas en los 

nucleos supradptico y paraventricular del hipotalamo. Por el contrario, el !ébulo 

anterior (adenohipéfisis) no presenta conexién nerviosa alguna con el hipotalamo, 

pero esta irrigado por un sistema portal que fluye de la eminencia media hacia la 

adenohipéfisis (figuras 1 y 2). 

El hipotalamo presenta “dos tipos” de neuronas neurosecretoras: uno produce 

las hormonas de la neurohipofisis y el otro produce y libera factores humorales que 

regulan la sintesis y secrecion de las hormonas adenohipofisiarias. En el primer caso, 

las células neurosecretoras del hipotalamo sintetizan oxitocina o vasopresina, 

hormonas que se transportan hasta las terminales nerviosas en la neurohipéfisis, en
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donde se almacenan. La neurohipofisis libera estas hormonas en los capilares de la 

circulacién general, por donde circulan hasta encontrar a su organo blanco (figura 2a 

y tabla |). En el segundo caso, las neuronas proyectan sus terminales a la eminencia 

media donde liberan factores hipofisiotréficos al sistema portal hipotalamico- 

adenohipofisiario. Los factores hipofisiotréficos se transportan en el sistema portal 

hasta sus células blanco en la adenohipéfisis, para regular la sintesis y liberacién de 

otras hormonas. La adenohipofisis produce diferentes hormonas, cada una 

sintetizada por un tipo de célula en particular. Algunas de las hormonas 

adenohipofisiarias son hormonas tréficas que actuan sobre otras células glandulares 

(figura 2b y tabla 1); a este “subsistema” se le denomina eje hipotalamico- 

adenohipofisiario.
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Figura 1. EL HIPOTALAMO HUMANO. Esta regién del sistema nervioso central 

que se localiza en la base del cerebro (A) y que consta de varias agrupaciones de 

cuerpos celulares llamadas nucleos (B), juega un papel importante en la integracién 

del sistema enddcrino y nervioso. El hipotalamo recibe e integra informacién de 

nervios periféricos y de otras regiones del cerebro para coordinar diferentes procesos 

fisiolégicos, a través de varios tipos de neuronas, incluyendo neuronas secretoras. 

Las neuronas secretoras sintetizan y liberan mensajeros quimicos a la sangre (figura 

2).
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Figura 2. EL EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISIARIO. A) Las hormonas oxitocina 

y vasopresina, sintetizadas por células neurosecretoras de los nucleos supradptico y 

paraventricular, se transportan axonalmente hasta las terminales nerviosas en la 

neurohipéfisis, donde se almacenan y, en respuesta a un estimulo especifico se 

liberan a la sangre, por donde se desplazan hasta alcanzar a su 6rgano blanco. B) El 

hipotalamo presenta otro juego de células neurosecretoras, que liberan sus 

neurohormonas al sistema portal que fluye de la eminencia media a la adenohipéfisis. 

Estas neurohormonas inhiben o estimulan la ltiberacién de las hormonas 

adenohipofisiarias a la sangre periférica.
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PRINCIPALES HORMONAS DE LA HIPOFISIS. Las hormonas 

vasopresina y oxitocina se sintetizan en el hipotalamo y se transportan axonalmente 

hasta la neurohipéfisis, en donde se almacenan y liberan a la sangre. En general, las 

hormonas adenohipofisiarias se sintetizan y liberan por un tipo celular en particular. 

Entre paréntesis se indican las siglas con las que se les identifica universalmente. 

LOBULO HORMONA 

Posterior Vasopresina 

Oxitocina 

Anterior Prolactina 

(PRL) 

Hormona estimulante 
de la tiroides (TSH) 
[también llamada 
tirotropina] 

Hormona de 
crecimiento (GH) 
[también llamada 
somatotropina] 

Hormona estimulante 

del foliculo (FSH) 

Hormona luteinizante 

(LH) 

Adrenocorticotropina 
(ACTH) 

FUNCION REPRESENTATIVA 

Induce !a reabsorcién de agua de los 
ductos del rifion. 

Estimula la contraccién de los 
musculos uterinos y de la glandula 
mamaria. 

Estimula la produccién y secrecién de 
leche. 

Estimula la sintesis y liberacién de 
hormonas tiroideas 

Estimula el crecimiento en general. 

Induce el desarrollo del foliculo en los 
ovarios y la secrecién de estrégenos; 
estimula la espermatogénesis. 

Estimula el desarrollo del cuerpo 
lGteo y la produccién de progesterona 
en hembras, y la sintesis de 
testosterona en el macho. 

Estimula la sintesis y liberacién de 
glucocorticoides de la corteza adrenal.



16 

2. LA HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA (TRH) 

El primer factor hipofisiotréfico que se purificd y secuencié fue un tripéptido con 

el N-terminal ciclizado y el C-terminal amidado: pglu-his-proNHa [figura 3] (Boler et a/., 

1969; Burgus et al, 1969). A esta molécula se le denominéd hormona liberadora de 

tirotropina (“thyrotropin-releasing hormone”: TRH), porque induce la liberacién de la 

hormona adenohipofisiaria tirotropina (“thyroid-stimulating hormone”: TSH), tanto in 

vivo como in vitro, en todas las especies de mamiferos estudiadas, incluyendo al 

humano (Guillemin, 1978; Schally, 1978). Posteriormente, se aislaron y caracterizaron 

diferentes factores hipotaldmicos, la mayorfa de ellos de naturaleza peptidica, 

algunos de los cuales inhiben o activan !a sintesis y liberaci6n de las hormonas 

adenohipofisiarias (tabla Il). 

La TRH se sintetiza a partir de un precursor de alto peso molecular (pro-TRH). 

La secuencia de aminodcidos del precursor deducida del acido desoxirribonucleico 

complementario (ADNc) de hipotdlamo de rata contiene la secuencia progenitora de 

la TRH, glIn-his-pro-gly, repetida cinco veces, cada una de ellas flanqueada por pares 

de aminodcidos basicos y separadas por diferentes péptidos conectores (Lechan et 

al., 1986). 

El gene que codifica para la pro-TRH contiene tres exones interrumpidos por 

dos intrones (Lee et a/., 1988). El exdn 1 codifica para la regién 5‘ no traducida del 

acido ribonucleico mensajero (ARNm), el exdn 2 codifica para la secuencia sefial y la 

mayor parte dei amino terminal del precursor, y el exén 3 codifica para el resto del 

amino terminal, las cinco copias de la TRH, los péptidos conectores, el carboxilo 

terminal y la region 3' no traducida del ARNm. En la regi6n 5' reguladora del gene se 

encuentran las secuencias nucleotidicas reconocidas por los receptores a 

glucocorticoides y a hormonas tiroideas, asi como las secuencias nucleotidicas 

consenso TRE y CRE, reconocidas en genes que son regulados por ésteres de forbol 

y por el monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) respectivamente.
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Figura 3. ESTRUCTURA DE LA TRH. Durante el procesamiento de la pro-TRH la 

glutamina N-terminal es ciclizada a acido piroglutamico por la enzima piroglutaminil 

ciclasa y Ja glicina C-terminal es utilizada por la enzima peptidil glicina a-amidante 

monooxigenasa (“peptidyf glycine a-amidating monooxigenase”) para amidar a la 

prolina.
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Tabla ll. HORMONAS HIPOFISIOTROFICAS. Entre paréntesis se indican las 

siglas con las que se les identifica universalmente y el nimero de aminodcidos (aas) 

de las hormonas peptidicas. 

HORMONAS 
HIPOFISIOTROFICAS 

Hormona liberadora de 

tirotropina (TRH). 

Hormona liberadora de 
gonadotropinas (GnRH) 
(también llamada hormona 
liberadora de LH [LHRH)}). 

Somatostatina (también 
llamada factor inhibidor 
de la liberacién de 
somatotropina [SRIF]). 

Hormona liberadora de 
corticotropina (CRH) 

Hormona liberadora de 
GH (GHRR). 

Péptido intestinal 
vasoactivo (VIP). 

Dopamina (DA). 

ESTRUCTURA 
QUIMICA 

Péptido 
(3 aas) 

Péptido 
(10 aas) 

Péptido 
(14 aas) 

Péptido 
(41 aas) 

Péptido 
(44 aas) 

Péptido 
(28 aas) 

Catecolamina 

EFECTO EN 
ADENOHIPOFISIS 

Estimula la sintesis y 
liberaci6n de TSH y PRL. 

Estimula la liberacién de 

LH y FSH. 

Inhibe la liberacién de 
GH, PRL y TSH. 

Estimula la secrecién de 
ACTH. 

Estimula la secrecién de 
GH. 

Estimula la secrecién de 
PRL. 

Inhibe la secrecién de 
PRL.
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Durante su sintesis en el nucleo paraventricular del hipotafamo, el precursor de 

la TRH se empaqueta en granulos de neurosecrecién, que se transportan hasta la 

terminal nerviosa. Los enlaces dibdasicos pueden ser cortados por enzimas de 

procesamiento (PC), aparentemente por la PC1 y/o la PC2, que rompen el enlace 

peptidico en el lado carboxilo del segundo aminodcido basico (Friedman et a/., 1995; 

Nillni et al, 1993; Nillni et al, 1995; Sanchez et al, 1997; Schaner ef al, 1997). Los 

aminoacidos basicos remanentes, se retiran gracias a la accién de la 

carboxipeptidasa E, generdndose entonces el péptido gin-his-pro-gly. Posteriormente, 

la glutamina N-terminal se cicliza por la enzima glutaminil ciclasa (Fisher et a/., 1987), 

mientras que la enzima peptidil glicina a-amidante monooxigenasa (“peptidy! glycine 

a-amidating monooxigenase”) utiliza a la glicina C-terminal para dejar a la prolina 

amidada (Eipper et a/., 1985). 

La TRH se almacena en grdnulos de neurosecrecién a nivel de las terminales 

nerviosas, y se libera por exocitosis, tal como ocurre para los neurotransmisores. 

Estudios in vitro han demostrado que la TRH se libera del hipotalamo por 

despolarizaci6n de una manera dependiente de Ca++, asf como por 

neurotransmisores. Por ejemplo, la liberacién de la TRH en el hipotalamo medio basal 

se estimula por histamina pero se inhibe por dopamina (Joseph-Bravo et a/., 1979). 

3. EL EJE HIPOTALAMICO-ADENOHIPOFISIARIO Y LA TRH 

En respuesta a la TRH, los tirétropos secretan TSH a la circulacién general. Al 

alcanzar a su organo blanco, la glandula tiroides, la TSH regula la liberacién de las 

hormonas tiroideas triiodotironina (T3) y tiroxina (T4), hormonas que controlan 

diversos procesos metabolicos (Dumont et a/., 1980). 

Las técnicas de radioinmunoensayo, inmunohistoquimica e hibridacién in situ, 

han permitido determinar la localizacién del “area tirotréfica’, regiédn hipotalamica 

involucrada en el control de la secrecién de la TSH de la adenohipdfisis. La 

concentraci6én mas alta de TRH se localiza en las terminales nerviosas de la 

eminencia media [EM] (Brownstein et a/., 1974). Lesiones electroliticas del nucleo
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paraventricular (NPV) 0 cortes del hipotdalamo a nivel del hipotalamo medio basal han 

mostrado que los cuerpos celulares de las neuronas TRHérgicas del NPV proyectan 

sus axones a la EM (Brownstein ef a/., 1982; Martin y Reichlin, 1972; Palkovits et al, 

1982). El tratamiento de ratas con peroxidasa de rdbano (marcador del transporte 

retrédgrado) y colchicina (inhibidor del transporte axonal) en la EM, reveldé por 

inmunocitoquimica, doble marcaje positivo a la peroxidasa de rabano y a la TRH en 

los cuerpos celulares de la regién parvocelular del NPV (Ishikawa ef a/., 1988). La 

presencia de la prohormona y del ARNm de la TRH se ha detectado en estas mismas 

neuronas (Jackson et a/., 1985; Segerson ef al., 1987a). 

Por otro lado, lesiones del NPV (Aizawa y Greer., 1981; Martin ef a/., 1970), 

cortes de las vias aferentes del hipotalamo medio basa! (Halasz et a/., 1967) 0 la 

inmunizaci6n pasiva con anticuerpos anti-TRH (Koch eft a/., 1977) disminuyen la 

concentracién basal de la TSH en plasma, asi como en respuesta al frio (Hefco et al, 

1975b; Ishikawa ef a/., 1984; Mueller et a/., 1977), condicién que induce la liberacién 

de la TRH de la EM a la sangre portal, y como consecuencia, la liberacién de la TSH 

del tirdtropo a la circulacién general (Arancibia et a/., 1983; Hefco et a/., 1975a; Jobin 

et al, 1975). La TRH también regula la sintesis y glucosilacién de las subunidades a y 

(3 de la TSH (Weintraub et al, 1989). 

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que la TRH también induce fa 

sintesis y liberacién de prolactina (PRL) de la adenohipéfisis, hormona que entre 

muchas otras funciones, estimula la produccién de leche en la glandula mamaria 

(Leong et a/., 1983). Diversas evidencias experimentales apoyan el papel de la TRH 

como un regulador fisiolégico de la liberaci6n de PRL. Lesiones de! NPV previenen el 

incremento de PRL en suero en respuesta a la succién (Kiss et a/., 1986). Durante la 

lactancia, en respuesta al estimulo de la succién, un aumento en los niveles del 

ARNm de la TRH en el NPV, y un incremento en la concentracién de la TRH en sangre 

portal se correlacionan con una alta liberacién de PRL (de Greef et a/., 1981; Fink et 

al., 1982; Uribe et a/., 1993). También en el ciclo estral (ciclo ovulatorio) de la rata, 

especificamente durante la tarde del proestro, la liberacién de PRL aumenta cuando 

se incrementa la concentracién de la TRH en sangre portal (Fink ef a/., 1982).
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Ademas, la inmunizacion pasiva con anticuerpos anti-TRH inhibe la liberaci6n de PRL 

que ocurre durante la tarde del proestro (Horn et a/., 1985; Koch ef al, 1977) 0 en 

respuesta al estimulo de Ja succién (de Greef et a/., 1987). 

Por otro lado, cabe sefialar brevemente que la TRH esta ampliamente 

distribuida en el sistema nervioso central, en donde al activar a su receptor, 

desencadena una diversidad de respuestas celulares, razén por la cual se le ha 

propuesto como un neurotransmisor (Metcalf y Jackson, 1989). 

4. EL RECEPTOR DE LA TRH (R-TRH) 

La transduccién del mensaje que llevan las hormonas de naturaleza hidrofilica, 

se inicia cuando éstas interactuan con sus receptores localizados sobre la membrana 

plasmatica de la célula blanco. Poco tiempo después de haber sido identificada la 

TRH, estudios de unién de la [3H]-TRH a membranas celulares, demostraron la 

existencia de sitios de unién de alta afinidad para el tripéptido en homogenados de 

adenochipéfisis y en lineas celulares tumorales derivadas de este tejido (Gourdji et al, 

1973; Hinkle y Tashjian 1973; Labrie et a/., 1972; Wilber y Siebel 1973). Esta unién se 

lleva a cabo a nivel de la membrana plasmatica (Vandlen et a/., 1981). Asf, la unién 

de la TRH a sus receptores en los tirétropos y en los lactdétropos induce la sintesis y 

liberacién de la TSH y PRL respectivamente. 

A los receptores membranales, con base en su estructura y su funcién se les ha 

clasificado en familias, entre las cuales se encuentra la familia de receptores 

acoplados a proteinas G heterotriméricas (Dohlman ef al, 1987). Estos receptores 

responden a una variedad de mensajeros quimicos entre ellos, aminas biogénicas, 

péptidos, hormonas glucoproteicas, etc. Los receptores acoplados a proteinas G son 

el componente celular inicial de una compleja cascada de sefiales intracelulares por 

la cual un ligando extracelular inicia una respuesta celular. 

La comparacién de la estructura primaria deducida del ADNec de diferentes 

miembros de esta familia, revelé que tienen una alta similitud con respecto tanto a su 

secuencia de aminoacidos como a nivel de su organizacién topografica (Dohlman et
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al., 1987). Los receptores acoplados a proteinas G son glucoproteinas integrales de 

membrana. En general presentan siete a-hélices transmembranales, formadas cada 

una por 20-28 aminodcidos hidrofébicos, unidas alternativamente por tres asas 

extracelulares y tres citoplasmicas, con las regiones N-terminal y C-terminal 

orientadas hacia el exterior y el interior de la célula respectivamente (figura 4). 

Las secuencias de aminoacidos deducidas del ADNc del receptor de la TRH 

(R-TRH) de un tumor tirotrépico TtT de ratén (Straub et a/. 1990), de las lineas 

celulares lactotrépicas de rata GHs3 (de la Pefia et a/., 1992a) y GH4C, (Zhao et al., 

1992), de adenohipdéfisis de rata (Sellar et a/., 1993), y de hipdfisis (Duthie ef a/., 

1993; Yamada et al., 1993) y cerebro (Matre et al, 1993) humano, indican que el R- 

TRH pertenece a los receptores acoplados a proteinas G (figura 4). 

El R-TRH presenta dos sitios consenso potenciales de N-glucosilacién (asn-X- 

ser/thr), similares al de otros receptores acoplados a proteinas G, en la regién N- 

terminal (Asn 3 y Asn 10). Actualmente no se conoce el papel funcional de estas 

glucosilaciones. 

El R-TRH tiene dos residuos de cisteinas en la primera y segunda asa 

extracelular, que estan altamente conservados en esta familia de receptores y que 

parecen jugar un papel en la estructura del receptor. Estos residuos podrian formar un 

puente disulfuro, ya que se ha demostrado que Ia unién de la TRH a membranas de 

tejido nervioso se reduce cuando éstas son tratadas con agentes que desestabilizan 

los puentes disulfuro (Sharif y Burt, 1984). 

Las mayores divergencias entre los receptores acoplados a proteinas G 

ocurren en la tercera asa intracelular y en el C-terminal. Gracias a estudios de 

protediisis, mutagénesis y con receptores quiméricos, se ha postulado que estas dos 

regiones son criticas para las funciones del receptor, tal como el acoplamiento con las 

proteinas G, selectividad para el sistema de transduccién y regulacién del receptor.
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Figura 4. REPRESENTACION DEL RECEPTOR DE LA TRH. En general los 

receptores acoplados a proteinas G tienen la regidn amino-terminal y tres asas (E-l, E- 

Il y E-Il) orientadas extracelularmente, siete o-hélices transmembranales (M-I a M-VIl), 

y la regién carboxilo-terminal y tres asas (C-I, C-Il y C-Ill) orientadas hacia el 

citoplasma
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Por ejemplo, deleciones o substituciones de residuos tanto en Ia parte proximal 

del N-terminal como de la regién C-terminal de la tercera asa intracelular del receptor 

adrenérgico B2 (AB2) de hamster, causan una disminucién de la actividad de la 

adenilato ciclasa (AC) inducida por el agonista (Dixon et a/., 1987; Strader et al, 

1987). El reemplazo de la tercera asa intracelular del receptor muscarinico mo (el cual 

esta acoplado negativamente a la AC) por el correspondiente al m3 (acoplado a la 

fosfolipasa C [PLC]) resulta en una proteina quimérica (m2/m3) que estimula a la PLC 

(Wess ef a/., 1989). Se ha postulado que las regiones de la tercera asa intracelular 

involucradas en la activacién de las proteinas G son hélices anfipdticas; nueve 

aminoacidos (227-235) de la tercera asa intracelular del R-TRH podrian formar una 

estructura secundaria de tal tipo. Estudios mutacionales de esta regién en el receptor 

AB sugieren que los residuos hidrofébicos de las hélices anfipaticas, los cuales 

pueden determinar la estructura secundaria, estén involucrados en la capacidad del 

receptor para activar a la proteina G (Cheung et a/., 1992). Ademas, estudios 

mutacionales con el receptor muscarinico m3, sugieren que la insercién o substitucién 

de residuos que afectan la naturaleza anfipatica de esta regién también afectan la 

capacidad del receptor para acoplarse con su proteina G (Duerson et a/., 1993). De 

hecho, parece haber motivos estructurales en estas regiones asociados con el 

sistema especifico de segundos mensajeros. En los receptores muscarinicos my, m3, y 

ms (los cuales estan acoplados a !a PLC) la porcién amino terminal de la tercera asa 

intracelular esta altamente conservada, pero no en los subtipos mz y m4 [acoplados 

negativamente a Ja AC} (Wess ef ai, 1989). Por otro lado, algunos receptores 

acoplados a la inhibicién de la AC, como el adrenérgico a2, el dopaminérgico Do , los 

muscarinicos mz y m3 y el serotoninérgico 5-HT;, presentan una tercera asa 

intracelular larga y un C-terminal corto; por el contrario, los receptores acoplados a la 

PLC como los serotoninérgicos 5-HT2 y 5-HTi¢, y el adrenérgico «1, tienen la tercera 

asa intracelular corta pero el C-terminal largo. 

Otra serie de experimentos bioquimicos y mutacionales han demostrado que la 

regién préxima a ta porcién N-terminal de la cola intracelular C-terminal de los
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receptores ABz y de la rodopsina también esta involucrada en el acoplamiento con las 

proteinas G (O'Dowd et a/., 1988; Takemoto et al, 1985; Weiss ef al, 1994). EI R-TRH 

presenta un residuo de cys en la parte C-terminal préxima al séptimo dominio 

transmembranal, residuo que es homélogo a la cys que puede ser acilada por Acido 

palmitico en otros receptores. La substitucién de este residuo por gly en el receptor 

AB induce una pérdida en fa capacidad del receptor para activar proteinas G, lo que 

sugiere que la estructura cys-palmitilada puede ser crucial para la funcién de algunos 

receptores (O'Dowd ef a/., 1989). 

Finalmente, los receptores acoplados a la AC o fosfodiesterasa del GMP 

ciclico, como los AB,, ABs y los de la opsina, poseen un dominio C-terminal largo rico 

en residuos de serinas y treoninas que pueden servir como sustrato para diferentes 

cinasas. La tercera asa intracelular del R-TRH posee un residuo de treonina y dos de 

serina potencialmente fosforilables por la cinasa C de proteinas (PKC), y en el 

dominio C-terminal sitios potenciales de fosforilaciédn por la cinasa A de proteinas 

(PKA), PKC, cinasa Il de caseina o cinasas especificas de receptores acoplados a 

proteinas G. Estas fosforilaciones estan involucradas en la regulacién 

(desensibilizacion, internalizacién y degradacién) de este tipo de receptores 

(Hausdorff et al, 1990; Raymond et al, 1990). 

El R-TRH tiene una alta especificidad para la estructura completa de la TRH 

(Hinkle et a/., 1974). La substitucién del pglu N-terminal por gin no ciclizada causa 

una disminucién de 200 veces en la afinidad de unidn. La adici6n de un iodo a la 

histidina, provoca una pérdida total de unién al receptor. Lo mismo ocurre con el 

derivado N-1-metil-histidil-TRH, pero ef N-3-metil-histidil-TRH (MeTRH) mostré 3-10 

veces mas afinidad para el R-TRH (Hinkle et a/., 1974). Esta alta afinidad se ve 

reflejada en un efecto sobre la secrecién de PRL mayor de la MeTRH que de la TRH 

(Vale et a/., 1971). Actualmente este andlogo sigue siendo utilizado para estudios del 

R-TRH asi como en respuestas celulares y mecanismos de transduccién inducidos 

por la TRH. La ruptura de Ja unién pro-amida en la TRH (pglu-his-pro-OH: TRH acida) 

induce practicamente una pérdida total de unién al receptor (Hinkle et a/., 1974).
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5. PROTEINAS G HETEROTRIMERICAS 

Las proteinas G acopladas a Jos receptores que presentan siete dominios 

transmembranales, son protefnas heterotriméricas asociadas a la membrana 

plasmatica del lado citoplasmico, cuyas subunidades son denominadas a, By y 

(Spiegel et al, 1991). La primera es la subunidad que acopla al receptor con la 

proteina G (Conklin y Bourne 1993). La subunidad o es Unica para cada proteina G y 

posee un sitio de unién para nucledtidos de guanina, que en estado "no activado” 

tiene unida una molécula de 5'-difosfato de guanosina (GDP). 

Fisioldgicamente el ciclo de activacién-inactivacién de una proteina G se inicia 

con la activacién de un receptor por su ligando. La unién del ligando a su receptor 

provoca un cambio conformacional en el sitio de unién de nucleétidos de guanina de 

la subunidad a, catalizando entonces el intercambio de GDP por 5'-trifosfato de 

guanosina (GTP). La unién del GTP a la subunidad « provoca tanto la disociacién de 

la proteina G del receptor asf como del a-GTP del complejo By (Birnbaumer, 1990). La 

disociacién de la proteina G del receptor también reduce la afinidad del receptor por 

e! agonista. Asf activada !a subunidad a, de acuerdo a su identidad, causa cambios 

conformacionales y alteraciones en las actividades de canales idnicos o de varias 

enzimas, incluyendo a la AC y a la PLC, generadoras de segundos mensajeros 

intracelulares (ver seccién 6). La subunidad a posee una actividad intrinseca de 

GTPasa que hidroliza al GTP que lleva unido en GDP. El complejo a-GDP se reasocia 

con el complejo By para volver a formar el heterotrimero inactivo (figura 5). 

Gracias a las técnicas de biologia molecular, bioquimica y electrofisiologia, se 

ha podido clonar los ADNe de diferentes subunidades a, asi como identificar sus 

funciones en sistemas celulares (tabla Ill). Por ejemplo, en todos tos sistemas 

estudiados as y aj activan e inhiben a la AC respectivamente. Ademas, as» y a son 

también capaces de activar directamente canales idnicos; por ejemplo, la primera 

activa canales de Ca++ sensibles a dihidropiridinas en musculo cardiaco y 

esquelético, mientras que la segunda activa al canal de potasio muscarinico en 

células cardiacas (Yatani et al, 1987; 1988a; 1988b).
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FIGURA 5. CICLO DE ACTIVACION DE UNA PROTEINA G 

HETEROTRIMERICA. La explicacidén del ciclo se detalla en el texto.
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Tabla fll. LA FAMILIA DE LAS SUBUNIDADES ao DE PROTEINAS G 

TRIMERICAS. Entre paréntesis se indica la sensibilidad a las toxinas pertussis 

(PTX) o del cdélera (CTX). GPMc: monofosfato ciclico de guanosina; PI-PLC: 

fosfolipasa C especifica de fosfatidil inositol. Las tlechas hacia arriba y hacia abajo 

indican activacién o inhibicién respectivamente. 

SUBFAMILIA Ga RECEPTOR EFECTORES 
REPRESENTATIVO 

s Os B-adrenérgico TAdenilato ciclasa 
(CTX) TCanales de Ca++ 

Qolf Receptores del TAdenilato ciclasa 

(CTX) olfato 

Vos Oi1, Cie, Receptor dopaminérgico TCanales de K+ 

Gis D2 {Canales de Ca++ 
(PTX) LAdenilato ciclasa 

Qo Receptor colinérgico Canales de Ca++ 
(PTX) m2 

Oz Desconocido LAdenilato ciclasa 

Ot Rodopsina TFosfodiesterasa 

(PTX/CTX) del GMPc 

Ome Opsinas del TFosfodiesterasa 

(PTX/CTX) color de! GMPc 

Ogus - Receptores de! Desconocido 

gusto 

q Og, 14, Receptor colinérgico TPI-PLCB 

a14, a15 m1 

12/13 a12, 013 Desconocido Desconocido
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Una de las herramientas mds importantes para estudiar procesos 

dependientes de proteinas G ha sido el uso de toxinas bacterianas con actividad de 

difosfato de adenosina (ADP)-ribosil transferasa (figura 6). Estas toxinas pueden 

usarse para interferir con los mecanismos de transduccién de sefiales en células 

intactas e identificar la familia de proteina G involucrada en una respuesta en 

particular. Dos toxinas se han utilizado sistematicamente. La toxina del célera (CTX) 

de Vibrio cholerae, ADP-ribosila a las subunidades a5, O11, Ot2 Y & olf 
  

(preferencialmente en estado a-GTP, disociada de By) en un residuo de arginina 

equivalente a la posicién 174 de oa. Esta modificacién inhibe la actividad intrinseca 

de GTPasa de la subunidad a manteniéndola en estado activo (Fishman, 1990). La 

toxina pertussis (PTX) de Bordetella pertussis, ADP-ribosila a las subunidades oy, at, 

Qo, en un residuo de cisteina conservado en la posicién 4 de la regién C-terminal. 

Sélo la proteina G en estado trimérico es sustrato de la PTX. La ADP-ribosilacién de 

las Ga catalizada por la PTX, impide la interaccién del receptor con la proteina G, y 

por lo tanto también el intercambio de GDP por GTP de la subunidad a 

manteniéndola en estado inactivo [a-GDP£y] (Ui, 1990). 

Las identidades y funciones de las proteinas G fueron definidas por las de sus 

subunidades a. Inicialmente sdélo se identificaron dos subunidades B y una subunidad 

7, por lo que se postulé que las funciones del complejo By eran mantener en estado 

inactivo a las proteinas G y anclar a éstas en la membrana plasmatica. Actualmente 

se han clonado 4 y 7 tipos de subunidades B y y respectivamente, y existen 

evidencias de que el complejo By, independientemente de la subunidad a, también 

es capaz de regular la actividad de diferentes enzimas y al menos la del canal de 

potasio cardiaco, que normalmente es regulado por acetilcolina (Clapham y Neer, 

1993; Neer y Clapham, 1988). También se ha postulado que el complejo By es un 

factor importante en determinar la especificidad de la interaccién de una proteina G 

con el receptor. Por ejemplo, en células GHs, el receptor de la SRIF inhibe un canal 

de Cat++ via ao281y3 mientras que el receptor muscarinico m4 inhibe al mismo canal 

Via Op2Bsy4 (Clapham y Neer, 1993).
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Figura 6. ADP-RIBOSILACION DE PROTEINAS G. La actividad de algunas 

proteinas G son modificadas por toxinas bacterianas que transfieren un grupo ADP- 

ribosil del NAD+ (dinuclestido de nicotinamida-adenina) a la subunidad a.
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6. MECANISMOS DE TRANSDUCCION PARA LA TRH 

6.1 ACTIVACION DE LA FOSFOLIPASA C 6-1 

La TRH estimula la secrecién de PRL de una manera bifdsica, con una fase 

"rafaga” de secrecién con hasta 10 veces de estimulacién sobre la secrecién basal, 

que dura aproximadamente 2 minutos, seguida por una fase sostenida de liberacién 

con 5 veces de estimulacién sobre la basal y con una duracién de al menos 30 

minutos (Kolesnick y Gershengorn, 1985). 

Las lineas celulares GH (lineas celulares derivadas de tumores 

adenohipofisiarios que sintetizan y liberan GH y PRL), se han utilizado como modelo 

para el estudio de la via de transduccién de la TRH en lactétropos. En células GHs, el 

R-TRH esta acoplado a una proteina G de !a familia Gaq/Ga11 (Aragay et al, 1992; 

Hsieh y Martin, 1992) la cual activa a la PLC-B1 (Smrcka et a/., 1991; Taylor ef al., 

1991), que a partir del fosfatidil inositol 4,5-bifosfato genera 1,4,5-trifosfato de inositol 

(IPs) y diacilglicerol (DG) como segundos mensajeros [figura 7] (Gershengorn, 1986). 

La unién de la TRH a su receptor causa un aumento rapido (con un pico 

maximo en 10 segundos) en la concentracién intracelular de Ca++ libre ([Ca++])) de 3-8 

veces sobre la basal, regresando a niveles basales en 1-2 minutos, seguido por un 

segundo aumento de 1.5-2 veces sobre la basal, sostenido por al menos 15 minutos 

(Albert y Tashjian, 1984; Gershengorn y Thaw, 1985). El primer aumento en ta [Ca¥]; 

se debe a la movilizaci6n de Ca++ del reticulo endoplasmico a través de la activacién 

del! receptor a IP3 por su ligando; este primer aumento en la [Ca++]; provoca la primera 

fase de la liberacidén de PRL (Gershengorn ef a/., 1984). El segundo incremento en la 

[Cat+]; se debe al influjo de Ca++, a través de canales de Ca++ dependientes de 

voltage tipo L, provocando la segunda fase de liberacién de PRL. Existen evidencias 

de que la PKC translocada (del citosol a la membrana plasmatica inducida por el 

primer aumento en la [Cat++])) y activada por el DG, fosforila a los canales tipo L 

aumentando su probabilidad de apertura, y por lo tanto induce el segundo aumento 

en la [Ca++]; (Dufy et a/., 1987; Hernandez et a/., 1994; Rodriguez ef a/., 1987).
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Figura 7. VIA DE TRANSDUCCION DEL RECAMBIO DE 

FOSFOINOSITIDOS. La activacién de ta fosfolipasa C B-1 (PLC B-1) induce la 

produccién de! 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y un aumento en la [Ca++], que se 

utilizan como segundos mensajeros intracelulares. La explicacién de la via se detalla 

en el texto. El A23187 es un iondéforo de Ca++. El TPA es un activador de la PKC. El 

H7, la esfingosina (EF) y la estaurosporina (ET) son inhibidores de cinasas de 

proteinas. PIP2: fosfatidil inositol 4,5-bifosfato, DG: diacilglicerol, PKC: cinasa C de 

proteinas, CaM Cinasa: cinasa de proteinas dependiente de Cat+/calmodulina.
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Se ha reportado recientemente que en células GH3 y en células HEK 293 

transfectadas con el ADNc del R-TRH, la TRH también tiene un efecto 

reatroalimentador negativo y rapido sobre el primer aumento del Ca++ intracelular, 

induciendo un eflujo de Ca++, posiblemente a través de activar a una bomba de Ca++ 

de la membrana plasmatica (Nelson y Hinkle, 1994). 

La elevacién de la [Ca++]; provocada por la TRH, puede inducir la secrecién de 

la PRL a través de activar diversas cinasas de proteinas que fosforilan proteinas 

involucradas en Jos procesos de exocitosis. La TRH induce fosforilacién de algunas 

proteinas nucleares y citosdlicas en lactétropos y en células GHs3 via activacién de 

una PKC dependiente de Ca++ (Drust y Martin, 1984; Murdoch ef a/., 1983). En 

particular promueve la fosforilacién de una proteina de 80K que esta asociada a los 

microtibulos, la cual parece ser la proteina de 80K que es sustrato endégeno de la 

PKC (Martinez de la Escaleta et a/., 1989; Martinez de la Escalera y Weiner, 1992). 

Las cinasas dependientes de Cat+t+/calmodulina (CaM-cinasa) o de AMPc (PKA) 

también pudieran participar en estos eventos. La TRH induce activacién de ta CaM- 

cinasa en células GH3 y en lactétropos (Cui et a/., 1994; Jefferson et a/., 1991); ciertas 

isoformas de la AC pueden ser activadas por el complejo Ca++/calmodulina, llevando 

finalmente a la activacién de la PKA (Cooper et a/., 1995). Por otro lado, la activacién 

de la PKC y el aumento en !a [Ca++], inducen un aumento en los niveles del ARNm de 

los proto-oncogenes c-fos y jun B [los cuales codifican para los componentes del 

factor de transcripcién AP1, Fos y Jun, respectivamente], posiblemente para inducir la 

sintesis de PRL (Passegue ef a/, 1995). El gene de la PRL presenta un sitio de unién 

para la familia de factores transcripcionales AP1 (Peers ef a/., 1990). Este mecanismo 

de transduccién utilizado por la TRH también puede estar involucrado en la 

regulacién del R-TRH (Fujimoto et al, 1991). 

6.2 ACTIVACION DE LA ADENILATO CICLASA 

Estudios iniciales sobre el mecanismo de transduccién de la TRH mostraron 

que en fracciones particuladas provenientes de células GH4C, y GHg tratadas con 

TRH la AC esta activada (Gautvik et a/, 1983). Por otro lado, la incubacién de células
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GHs3 con CTX por 16 h disminuyé 40% la unién de la [3H]Me-TRH a su receptor 

(Yajima et a/., 1988). Estos resultados llevaron a postular que las acciones de la TRH 

en células lactotrépicas estan mediadas por una proteina Gas, que al activar a la AC, 

induce un aumento en la concentracién intracelular del AMPc y la activacién de la 

PKA (figura 8). 

Actualmente, existe controversia en cuanto a los datos experimentales sobre 

esta via. Audinot et a/. (1991) mostraron que en células lactotrépicas normales la 

activacién de la AC y la acumulacion intracelular del AMPc inducidas por la TRH son 

mediadas por la activacién de la PKC. Sin embargo, el tratamiento de células GH3 

con el ARN antisentido de la proteina Gas, bloquea la regulacién de la AC estimulada 

por la TRH; lo que sugiere que el R-TRH esta acoplado directamente a una proteina 

Ga, (Paulssen ef a/., 1992). Ademas, existen evidencias de que la TRH puede activar 

a una u otra via de transduccién (PLC o AC) en regiones especificas del cerebro 

(Iriuchijima y Mori, 1989). En la adenohipéfisis, existen dos isoformas del R-TRH 

generadas por procesamiento diferencial (de la Pefa et a/., 1992b). La primera 

isoforma identificada consta de 412 aminodcidos [R-TRH 41] (de la Pefia et al., 1992a). 

La segunda presenta en el carboxilo terminal una delecién de 52 pares de bases (a 

partir del aminodcido 376 de la primera isoforma) que genera un receptor de 387 

aminoacidos con los tltimos 12 residuos diferentes respecto al R-TRH412 (de la Pefia 

et al., 1992b). Ambas isoformas se acoplan a la via de la PLC pero no activan a ja AC 

cuando se expresan en células de fibroblastos Rat 1 (Lee ef a/., 1995). Ademas la 

isoforma de 412 aminodcidos, sigue este mismo comportamiento cuando se expresa 

en células HEK-293 (Kim et a/., 1994). 

Similar a la PKC, la activacién de la PKA (activada directa o indirectamente por 

la TRH) llevarfa a la fosforilacién de proteinas involucradas en el proceso de 

liberaci6n de ta PRL (Hernandez et a/, 1994), a la fosforilacién del factor de 

transcripcion CREB para inducir la sintesis de PRL (Ben-Jonathan et a/., 1996) y a la 

regulacién del R-TRH (Fujimoto y Gershengorn, 1991).
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Figura 8. VIA DE TRANSDUCCION DE LA ADENILATO CICLASA. La unién 

de un figando a su receptor acoplado a la proteina Gs o Gi activa o inhibe a la 

adenilato ciclasa (AC) respectivamente. La activacién de la AC cataliza la formacién 

del monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), el cual activa a la cinasa A de proteinas 

(PKA), ésta a su vez fosforila residuos especificos de serinas y treoninas en diversas 

proteinas para modificar su actividad. La forskolina es un activador de la AC. La toxina 

pertussis (PTX) y la del célera (CTX) mantienen en estado inactivo y activo a las 

proteinas Gi y Gs respectivamente. El IBMX (3-isobutil-1-metilxantina), un inhibidor de 

fosfodiesterasas y el dBAMPc (dibutiril AMPc), un andlogo del AMPc son moléculas 

que atraviesan la membrana plasmatica.
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6.3 OTRAS VIAS DE TRANSDUCCION 

6.3.1 Acoplamiento del R-TRH con una proteina Go; 

El R-TRH pudiera activar a una proteina Gai, ya que el pretratamiento de 

células GH3 con PTX inhibe 50% la actividad de GTPasa inducida por la TRH 

(Offermanns et al., 1989). Gollasch et a/. (1993) reportaron que la PKC y la proteina 

Gig son necesarias para la activacién del canal de Ca++ dependiente de voltage tipo L 

inducida por la TRH en células GHz, y que este mecanismo es sensible a la PTX. 

6.3.2. Via de la cinasa de proteinas activada por mitégenos (“mitogen- 

activated protein kinase”: MAPK) 

La activacién de la MAPK es otra posible via de transduccidn utilizada por el R- 

TRH (Ohmichi et a/., 1994). Esta via se describié originalmente para receptores 

membranales con actividad intrinseca de cinasa de tirosinas, como por ejemplo el 

receptor del factor de crecimiento epidermal. La unidén del ligando a su receptor 

induce que éste se asocie en dimeros, se autofosforile y forme un complejo con las 

proteinas acopladoras Shc o Grb2 a través de sus dominios estructurales SH2. Este 

complejo se asocia a la proteina Sos (la cual induce que la proteina G monomérica 

Ras intercambie GDP por GTP). Ras se une y activa a Raf, una cinasa de serinas y 

treoninas (anteriormente denominada “MAP kinase kinase kinase”: MAPKKK); a su 

vez Raf fosforila a MEK, una cinasa que fosforila tirosinas, serinas y treoninas 

(inicialmente nombrada “MAP kinase kinase”: MAPKK). Finalmente MEK fosforila a 

ERK, otra cinasa de serinas y treoninas (originalmente llamada “MAP kinase”: MAPK). 

ERK fosforila diferentes proteinas, entre ellas factores de transcripcién que regulan la 

expresién de genes especificos (figura 9). La PKC también induce activacién de la 

MAPK a través de fosforilar a Ras (VanRenterghemb et a/., 1994) o a raf (Marquardt et 

al, 1994). En células GH3, la TRH induce la formacién det complejo Shc-Grb2 y las 

activaciénes de ras, Rat y ERK. Esto ocurre ya sea a través de la activacién de la PKC 

© por un mecanismo independiente de PKC (Ohmichi ét a/., 1994). Ademas, se ha 

reportado que el ST638, un inhibidor de cinasas de tirosinas, inhibe la fosforilacién de 

la MAPK y Ia liberacién de PRL estimuladas por la TRH (Kanda et al, 1994).
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Figura 9. CASCADA DE ACTIVACION DE LA MAPK. La activacién de Ja via 

de la MAPK se puede iniciar por un mecanismo dependiente de la proteina G 

monomérica Ras, la cual activa a la cinasa Raf, o bien, por un mecanismo 

independiente de Ras, pero dependiente de PKC y Raf. MAPKKK, MAPKK y MAPK 

también son conocidas como Raf, MEK y ERK respectivamente. Los detalles de la via 

se describen en el texto
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6.3.3 Via del acido araquid6énico 

La activacién del R-TRH también induce movilizacién de acido araquidénico 

(AA) en células adenohipofisiarias en cultivo (Judd ef a/., 1986), probablemente como 

consecuencia de Ia fosforilacion, translocacién a la membrana plasmatica y activacién 

de la fosfolipasa A2 citosdlica (PLA2c), eventos inducidos por la activacién de la 

MAPK y e! aumento en la [Ca++]. Para esta via se ha postulado que la activacién de 

los receptores acoplados a proteinas G, induce fosforilacién y activacién de la MAPK 

de una manera dependiente de la PKC; la MAPK a su vez fosforila a la PLA2c, 

provocando un aumento en la afinidad de la PLA2c por el Ca++, con subsecuente 

translocacién y activacién de la enzima [figura 10] (Lin et a/., 1993; Piomelli, 1993: 

Schalkwijk ef a/., 1996). Por otro lado, existe una correlacién temporal entre el 

aumento de la liberacién de AA y de PRL inducido por la TRH (Ross et al., 1988). 

El AA se puede metabolizar principalmente por tres vias: lipooxigenasa (LOX), 

ciclooxigenasa (COX) y epooxigenasa (EPOX) [ figura 10] (Shimizu y Wolfe, 1990). Si 

bien existen evidencias de que el AA puede activar a ciertas subespecies de PKC 

dependientes o independientes de Ca++ (Nishizuka, 1992) y que la inhibicién del 

catabolismo general de! AA inhibe Ia liberacién de PRL inducida por la TRH (Judd et 

al., 1986; Junier et a/., 1990), se ha reportado que sdlo al bloquear las vias LOX y 

EPOX, pero no la COX, se inhibe la liberacién de PRL, lo cual sugiere que 

Gnicamente metabolitos formados por las dos primeras vias estan involucrados en la 

liberacién de la PRL (Judd ef a/., 1988; Junier et a/., 1990). Ademas, en células 

normales la TRH induce la formacién de los leucotrienos C4 y B4 y de acidos 

hidroxieicosatetraenoicos (HETES), metabolitos de la via LOX, y en células GH3 

induce especificamente la formacién de los HETES 9 y 15 (Judd et a/., 1988; Rabier et 

al., 1987). Sin embargo, los leucotrienos no tienen efecto sobre la liberacién basal de 

PRL, pero aumentan la liberacién estimulada por la TRH; en cambio los HETES 

estimulan la liberaci6n de PRL en ambas condiciones (Judd et a/., 1988).
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Figura 10. MECANISMO DE ACTIVACION DE LA PLA2c Y METABOLISMO 

DEL AA. La fosfolipasa A2 citosdlica (PLA2c) se activa sinergisticamente por Ja 

MAPK y el! Ca++ (ver los detalles en el texto). DG: diacilglicerol, IP3: 1,4,5-trifosfato de 

inositol, RE: reticulo endoplasmico, S-Ca: sitio de unién al Ca++. La figura de abajo 

representa el metabolismo del acido araquidénico (AA). HETES: acidos 

hidroxieicosatetraenoicos.
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7. REGULACION DE LA TRH EN EL EJE NEUROENDOCRINO 

Estudios en diferentes condiciones fisiolégicas o experimentales sugieren que 

la concentracién de la TRH a proximidad de su célula blanco esta determinada por 

una compleja y coordinada regulacién de sus tasas de sintesis, procesamiento, 

liberacién y degradacién. 

Por ejemplo, las hormonas tiroideas regulan el eje hipotaldmico- 

adenohipoiisiario-tiroideo a través de una retroalimentacién negativa. Esta regulacién 

se da a nivel del hipotdalamo y de la adenohipéfisis. En el NPV del hipotdlamo las 

hormonas tiroideas disminuyen los niveles del ARNm de la TRH y de la pro-TRH 

(Dyess et a/., 1988; Koller ef a/., 1987; Segerson et a/., 1987b), efecto que se ve 

reflejado al disminuir el contenido de TRH (Mori y Yamada, 1987) y su liberacién de fa 

eminencia media (Dahl et a/., 1994). En la adenohipdfisis las hormonas inhiben la 

sintesis (Weintraub ef a/., 1989) y la liberacidn (Padmanabhan et al, 1981) de la TSH; 

mas aun, disminuyen los niveles del R-TRH (de Lean et al, 1977; Perrone y Hinkle, 

1978; Yamada et a/., 1992) e incrementan la degradacién de la TRH [ver secciones 8 

y 11.4] (Bauer, 1987; Ponce et al., 1988; Schomburg y Bauer, 1995). 

8. REGULACION DEL RECEPTOR DE LA TRH 

El R-TRH es regulado por su propio ligando (regulacién homédloga). La unién 

de la TRH a su receptor por un lado lo activa pero por otro lado induce una rdépida 

desensibilizacién de su actividad. El pretratamiento de células GH4C, con la TRH 

desensibiliza la activacién de la PLC a un estimulo posterior de TRH. Por ejemplo, 

después del pretratamiento con la TRH durante 10 minutos, la actividad de la PLC en 

respuesta a TRH (un estimulo de 5 segundos) disminuye hasta un 40% en 

comparacién con la actividad control (Torjesen et ai, 1988). Los mismos resultados se 

obtienen cuando células GH3 se incuban en la presencia continua de TRH (44% de 

desensibilizacién de la PLC después de 20 minutos) (Perlman y Gershengorn, 1991).
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La TRH también desensibiliza al R-TRH de rata y humano, expresado en células HEK- 

293. En estds células la movilizacién de Ca++ intracelular en respuesta a la TRH se 

desensibiliza en 1 minuto, sin que exista pérdida del receptor (Anderson et al., 1995). 

No se conoce el mecanismo de esta desensibilizacién pero se ha propuesto que 

pueden estar involucradas fosforilaciones del R-TRH (Anderson ef a/., 1995; Falck- 

Pedersen et al., 1994). 

La TRH también induce una disminucién en el ndmero de sus receptores 

("down-regulation") en la membrana plasmatica de tirédtropos y lactétropos 

(Gershengorn, 1978; Hinkle y Tashjian, 1975). El grupo de Torjensen (1988) mostré 

que el evento es bifdsico; una disminucién rapida de !a actividad de la PLC (50%) en 

respuesta a la TRH se observa durante los primeros 30 minutos de preincubacién con 

la TRH; y perfodos de preincubacién mas largos (horas) disminuyen lentamente la 

respuesta a la TRH con un maximo de desensibilizacién del 80% en 6 h. Estos efectos 

se deben a la internalizacién e inhibicién de la sintesis del R-TRH como consecuencia 

de una disminucién en los niveles de su ARNm respectivamente (Fujimoto et ai., 

1991; Hinkle y Kinsella, 1982; Oron et al., 1987; Zhao et al, 1992). En células GH el 

complejo TRH/R-TRH es internalizado de una manera dependiente de clatrina, 

disociado y reciclado rapidamente a la membrana plasmatica (Ashworth et a/., 1995; 

Petrou y Tashjian, 1995). Al incrementar el tiempo de internalizacién (con periodos 

prolongados de incubacién con la TRH), la cantidad de receptor reciclado disminuye 

en proporcién a la duracién de la internalizacién, mientras que la TRH se recicla 

inicialmente de manera similar al receptor, pero posteriormente se recicla a una tasa 

constante independiente de! tiempo de internalizacién (Petrou y Tashjian, 1995). 

El numero de R-TRH sobre la membrana plasmatica, asi como los niveles de su 

ARNm, también estan sujetos a regulacién heterdloga negativa por el péptido 

intestinal vasoactivo (VIP) (Fujimoto y Gershengorn, 1991) y las hormonas tiroideas 

(de Lean ef al., 1977; Perrone y Hinkle, 1978; Yamada et a/., 1992). Existe también 

una regulacién heterdloga positiva por estrégenos (de Lean et al., 1977; Gershengorn 

et al., 1979; Kimura et al, 1994) y glucocorticoides (Tashjian et al, 1977; Yang y 

Tashjian, 1993a).



42 

9. CONTROL DE LA SECRECION DE PROLACTINA (PRL) 

La liberaci6n de PRL del lactétropo esta controlada por un mecanismo 

multifactorial. 1) Por factores hipotalamicos estimulantes (TRH, VIP, angiotensina II) o 

inhibidores (DA, SRIF) de la liberacién de PRL. 2) Por hormonas periféricas 

(hormonas tiroideas y estrégenos). 3) Por regulacién autécrina (PRL) y/o pardcrina 

[VIP] (Lamberts y Macleod, 1990). 

9.1 PAPEL DE LA DOPAMINA EN LA SECRECION DE PRL 

In vivo, la tiberacién de PRL esta inhibida principalmente por la DA (Ben- 

Jonathan, 1985; Lamberts y MacLeod, 1990). El tratamiento de ratas con antagonistas 

dopaminérgicos, induce un incremento en la liberaci6n de PRL (Cocchi ef a/., 1980; 

Smalstig et al, 1974). La concentracién de DA en la sangre del tallo hipofisial es 

suficiente para tener un impacto fisioldgico: la DA ocupa el 80% de sus receptores Do 

en lactétropos y el nivel de inhibiciédn es proporcional al numero de receptores 

ocupados por la DA (Ben-Jonathan et al, 1977; 1980; de Greef et a/., 1981; de Greef y 

Viser 1981; Gibbs y Neill, 1978; Martin et al, 1984). El tratamiento de células 

adenohipofisiarias en cultivo con DA induce inhibicién de la liberaci6n de PRL de una 

manera dependiente de la dosis (MacLeod y Lehmeyer 1974; Yeo et al., 1979). 

La liberaci6n de PRL no sélo esta regulada por !a uni6n de la DA a su receptor; 

al parecer la disociacién del complejo DA-receptor juega un papel fisiolégico en ta 

liberaci6n de PRL. Una disminucidn en la concentracién de DA provoca una rapida 

disociacién de la DA de su receptor (Cronin et a/., 1978). Existe una correlacién entre 

la disminucién en la concentracién de DA en sangre porta! y un aumento en la 

liberaci6n de PRL en diferentes condiciones fisiolédgicas: en la tarde de! proestro 

(Ben-Jonathan ef a/., 1977; de Greef ef a/.,1985), al final de la prefiez (Ben-Jonathan 

et al., 1980) y en respuesta a la succidén durante la lactancia (de Greef et al., 1981; de 

Greef y Viser, 1981). Por otro lado, se ha mostrado que la liberacién de PRL aumenta 

(3-10 veces), cuando la DA se retira del medio de incubacién de lactétropos en cultivo 

(Martinez de la Escalera et al, 1988; Swearingen et a/., 1990).
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9.2 INTERACCION DE LA DOPAMINA Y DE LA TRH EN LA REGULACION 

DE LA LIBERACION DE PRL 

Existe una interaccién compleja entre los diferentes factores hipotalamicos que 

regulan la liberaci6n de PRL. Por ejemplo, cuando disminuye la concentracién de DA 

en los vasos portales se manifiesta claramente el efecto estimulador de la TRH sobre 

la liberaci6n de PRL (Lamberts y Macleod, 1990). Este mecanismo ocurre in vivo en 

diferentes condiciones fisioldgicas y experimentales: en el ciclo estral (Haisenleder et 

al., 1991), en respuesta a la succién durante !a lactancia (de Greef y Visser, 1981; 

Plotsky y Neill, 1982), en la prefiez (Haisenleder et a/., 1986a) y en ratas tratadas con 

estrégenos (Haisenleder et a/., 1986b). Estos resultados son reproducibles in vitro: el 

retiro momentaéneo de la DA del medio de incubacién de lactdétropos en cultivo 

potencia el efecto estimulador de la TRH sobre la liberaci6n de PRL (Martinez de la 

Escalera et a/., 1988; Martinez de la Escalera y Weiner, 1990; Swearingen et al., 

1990). Por otro lado, Martinez de la Escalera y Weiner (1988a) han reportado que en 

lactétropos cultivados en presencia de DA, el VIP también potencia el efecto de la 

TRH. 

9.3 VIAS DE TRANSDUCCION IMPLICADAS EN LA LIBERACION DE PRL 

El efecto potenciador de la remocién de DA sobre la liberacién de PRL en 

respuesta a la TRH puede estar mediado por la PKA y la PKC. Puesto que el receptor 

del VIP y el dopaminérgico D2 estan acoplados positiva (Gourdji et a/., 1979 

Robberech ef a/., 1979) y negativamente a la AC respectivamente (Enjalbert y 

Bockaert, 1983; Giannattasio ef a/., 1981); se ha propuesto que los efectos 

potenciadores estan mediados por la activacién de la PKA. La DA también puede 

inhibir la via Cat++/PKC, ya que es capaz de inhibir la actividad de la PLC basal y 

estimulada por la TRH (Enjalbert et a/., 1986, 1990; Vallar et al, 1988) y de inhibir 

canales de Ca++ sensibles a voltaje (Lledo ef a/., 1990a). Ademds !a remocidén de la 

DA del medio de incubacidn de lactotrépos activa tanto a la PKA como a la PKC, 

enzimas que fosforilan canales de Cat+ (Hernandez ef a/, 1994; Martinez de la 

Escalera et al., 1987; Martinez de la Escalera y Weiner 1988b).
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ANTECEDENTES 

10. MECANISMOS DE INACTIVACION DE LA TRH 

Una vez liberada al medio extracelular, la TRH alcanza a su célula blanco e 

interactda con su receptor en la membrana plasmatica. Existe ademas un mecanismo 

que inactiva al péptido con el fin de limitar la intensidad y/o duracién de su acci6én, asi 

como para preparar a la célula blanco para responder a un nuevo pulso de TRH. Los 

mecanismos de inactivacié6n de la TRH que se han estudiado son la captura y la 

degradacion enzimatica. Se ha demostrado que existe un fenédmeno de acumulacién 

de la 3H-TRH en rebanadas de hipotalamo (Charli et a/., 1984), que pareceria 

deberse al fenédmeno de endocitosis mediada por receptores debido a su baja 

velocidad maxima (descrito en la seccién 8). Por fo tanto se considera que la 

acumulacién no es responsable de Ia inactivacién de la TRH. Por otro lado, se ha 

propuesto que la degradacién enzimatica es el mecanismo principal de la 

inactivacién extracelular de la TRH. 

11. LA PIROGLUTAMIL PEPTIDASA II (PPIi) 

11.1 CARACTERISTICAS DE LA PPI 

Se ha caracterizado una peptidasa de membranas sinaptosomales 

denominada piroglutamil peptidasa II [PPIl: EC 3.4.19.6] que corta el enlace pglu-his 

de la TRH (Garat ef al, 1985; McDonald y Barret, 1986; O'Connor y O'Cuinn, 1984; 

1985; Torres ef a/., 1986). La actividad de la enzima es dptima a valores de pH entre 

7.0-7.5 y es sensible a agentes quelantes de metales, pero refractaria a inhibidores 

especificos de serina y cisteina proteasas o a inhibidores peptidicos de aspartil 

proteasas (Garat et al, 1985; O'Connor y O'Cuinn, 1984; Wilk y Wilk, 1989). Estudios 

iniciales enfocados a identificar los aminodcidos involucrados en e! sitio activo de la 

PPII confirmaron que los residuos de serina y cistefna, ademas de aspartato no 

participan en la expresién de la actividad catalitica de la enzima, pero que la histidina, 

la tirosina, la arginina y el acido glutamico son esenciales para su actividad (Czekay y
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Bauer, 1993; O'Connor y O'Cuinn, 1987), tal como ocurre para otras 

metalopeptidasas (Bunning et a/., 1978; Helene ef a/., 1991). Posteriormente, Czekay 

y Bauer (1993) identificaron a la PPI! como una Zn2+-metaloproteasa. 

Utilizando péptidos endédgenos como sustrato, se demostré que la PPIl es 

altamente especifica para la TRH [Km= 40 uM] (O'Connor y O'Cuinn, 1984; 1985). La 

secuencia pgiu-his es esencial para la actividad de la enzima ya que substituciones 

del pgiu o la his en el péptido lo hacen resistente a la degradacién (Elmore et al., 

1990; Wilk y Wilk, 1989). La enzima muestra una especificidad restringida: sdlo 

hidroliza tripéptidos, tripéptidos amidados y tetrapéptidos sintéticos, cuya estructura 

general es pglu-his-X, pglu-his-X-[NH2 0 Bnaftilamida], donde X= ala, pro o trp y pglu- 

his-pro-gly (Wilk y Wilk, 1989; Elmore ef al, 1990). 

El analisis electroforético de Ja enzima purificada en condiciones 

desnaturalizantes reductoras revelé6 una sola banda de 116 kDa de peso molecular. 

Puesto que se estimé un peso molecular de 230 kDa por cromatografia de exclusién 

molecular, se ha asumido que la enzima consiste de dos subunidades idénticas. La 

PPII se ha identificado como una glucoproteina porque la banda de 116 kDa sufre 

una disminucién en su peso molecular al ser tratada con glucosidasas (Bauer, 1994). 

La reciente clonacién del ADNe de la PPIl de rata ha llevado a la identificacién 

de una proteina de 1025 aminodcidos, con un peso molecular de 117 kDa (Schauder 

et al., 1994). La enzima presenta una regién N-terminal intracelular corta con un sitio 

potencial de fosforilacién por la PKC, seguida por un dominio transmembranal 

compuesto por 22 aminodacidos hidrofébicos y una regidn extracelular extensa en 

donde contiene un sitio potencial de sulfatacion (tyr 381) y 12 de glucosilacién. Esta 

regién también presenta la secuencia consenso HEXXH (posicién 441-445) seguida 

por un segundo residuo de acido glutamico después de 18 aminoacidos. Esto forma 

el sitio activo caracteristico de las Zn2+-metaloproteasas pertenecientes a la familia de 

las “gluzinczinas” (Hooper, 1994). De acuerdo a los estudios sobre el sitio activo, un 

residuo de arginina y uno de tirosina se encuentran a proximidad de la secuencia 

HEXXH (figura 11). La PPil mostré 30% de similitud con otras dos ectopeptidasas que 

pertenecen a la familia de las “gluzinczinas”, las aminopeptidasas A y N.
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Figura 11. ESTRUCTURA ESQUEMATICA DE LA PPII. La clonacién del 

ADNc de la PPI! de rata ha Ilevado a fa identificaci6n de una proteina de 1025 

aminodcidos, con un peso molecular de 117 kDa. La enzima presenta una regién N- 

terminal intracelular corta (89 aminodcidos) con un sitio potencialmente fosforilable 

por la PKC (P), seguida por un dominio transmembranal compuesto por 22 

aminoacidos hidrofébicos y una regién extracelular extensa. El domino extracelular 

contiene un sitio potencial de sulfatacién (S), 12 de glucosilacién (9) y la secuencia 

consenso HEXXH con un segundo residuo de acido glutamico después de 18 

aminoacidos presente en !a familia de las metaloproteasas dependientes de zinc. De 

acuerdo a los estudios sobre el sitio activo de la PPIl, un residuo de arginina y uno de 

tirosina se encuentran a proximidad de la secuencia HEXXH.
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11.2 PPll EN EL CEREBRO 

La PPIl esta enriquecida en el sistema nervioso central en donde su 

distribucién regional es heterogénea; existe una diferencia de hasta 10 veces entre 

las regiones de mayor y menor actividad (Friedman y Wilk, 1986; Vargas et a/., 1987; 

1992a). La actividad mas alta se detecta en e! bulbo olfatorio, el hipocampo y fa 

corteza cerebra!. Este patrén de distribucién no se debié a la presencia de algun 

inhibidor de la enzima (Vargas et al., 1987). 

La PPIl esta concentrada a nivel de la membrana plasmatica de sinaptosomas 

(Torres et al., 1986). Utilizando cultivos primarios enriquecidos en neuronas 0 glia 

(Bauer et al., 1990; Cruz et al., 1991) 0 lineas celulares neuronales y gliales (Wilk et 

al., 1988) se demostré que la PPil esta localizada casi exclusivamente en células 

neuronales. La localizaci6n neuronal de la enzima es consistente con los datos 

mostrando que el desarrollo de la PPII in vivo esta asociado al proceso de 

diferenciacién neuronal! en varias regiones del cerebro (Vargas et a/., 1992b). Al 

estudiar la topologia de la PPIl en membranas plasmaticas sinaptosomales y células 

intactas, se determin6é que su sitio activo esta orientado hacia el espacio extracelular, 

es decir que la PPIl es una ectoenzima (Charli et al, 1988). 

11.3 RELEVANCIA FISIOLOGICA DE LA PPIl EN EL CEREBRO 

El enriquecimiento de la PPII en el cerebro, su distribuciédn heterogéna y su 

localizaci6n neuronal indican que la PPil puede estar involucrada en funciones 

especializadas y en particular en Ja inactivacién de la TRH debido a su especificidad. 

Aunque no existe una correlacién estricta entre la distribucién de ta PPI y los niveles 

de la TRH o la densidad de R-TRH, regiones con alta actividad de PPII también 

contienen una alta densidad de R-TRH (Vargas et al, 1987; Vargas ef al, 1992a); 

estos datos sugieren que la PPII pudiera participar en la coordinacién de Jas 

funciones de la TRH. Ya que esta correlacién ocurre en cerebros de rata y de conejo y 

que la actividad de la PPIl es muy similar entre cerebros de varias especies de 

mamiferos (Vargas et a/., 1992a), se podria especular que la PPIl juega el mismo 

papel en todos los mamiferos.
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La topologia del sitio activo de la PPI indica que la orientacién de la PPIl es la 

adecuada para poder degradar a la TRH en el espacio extracelular. Esta hipdtesis es 

consistente con otros datos: 1) la recuperacién de la TRH liberada de rebanadas de 

cerebro se incrementa en presencia de un inhibidor especifico de la PPll, sugiriendo 

que la enzima esta localizada cerca del sitio de liberaci6n de la TRH (Charli et al., 

1989) y 2) la PPIl se encuentra probablemente en la membrana de la célula 

postsinaptica (Joseph-Bravo et al, 1994; Uribe et al., 1996). Con base en sus 

caracteristicas, se ha propuesto que la PPIl es la primera neuropeptidasa especifica 

(Wilk, 1986). 

11.4 PPIl EN LA ADENOHIPOFISIS 

La PPIl esta también presente en la adenohipéfisis (Horsthemke ef a/., 1984; 

Vargas et a/., 1987), particularmente en lactétropos (Bauer ef al, 1990). En este tejido 

su desarrollo posnatal coincide con el de diversos componentes del eje hipotalamico- 

adenchipofisiario; por ejemplo, la neurogénesis de la EM, e! desarrollo de neuronas 

TRHérgicas en la EM y del sistema portal (Vargas ef al, 1992b). 

En la adenohipéfisis, las hormonas tiroideas y los estrégenos regulan la 

actividad de la PPII de manera positiva y negativa respectivamente (Bauer, 1987; 

1988; Ponce et a/., 1988). El tratamiento con hormonas tiroideas induce la actividad 

de la PPI!; por el contrario, el hipotiroidismo la disminuye (Bauer, 1988; Ponce et al., 

1988). El tratamiento de ratas hipotiroideas con Ts restaura la actividad de la PPI 

(Ponce et a/., 1988) y el 17B-estradiol antagoniza el efecto estimulador de la T3 sobre 

la actividad de la enzima (Bauer, 1988). Los mismos resultados se observan en 

cultivo de células adenohipofisiarias, indicando que las hormonas actuan 

directamente sobre el lactétropo (Bauer et al, 1990). Los efectos de las hormonas 

tiroideas y del 178-estradiol pudieran ser a nivel de la sintesis de la PPIl, ya que 

inducen un aumento y una disminucién respectivamente en los niveles del ARNm de 

la enzima (Schomburg y Bauer, 1995; 1997). 

Por otro lado, la actividad de la PPI! varia durante el ciclo estral, con un pico 

maximo en el estro y uno minimo en el diestro 2, opuesto con lo observado en los
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niveles del ARNm de la TRH en el hipotdlamo (Uribe ef al, 1991); sin embargo, estas 

fluctuaciones no estan en fase con los niveles circulantes de estrégenos, 

probablemente reflejando respuestas a otros factores, posiblemente de origen 

hipotalamico.
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OBJETIVO 

Diferentes etapas de! metabolismo de la TRH (biosintesis, liberacién e 

inactivacién) pueden estar reguladas por uno o mas efectores extracelulares. El 

balance de estos eventos establece los niveles del péptido activo en el medio 

extracelular. Si bien existen evidencias de que la degradacién por ectopeptidasas es 

el mecanismo de inactivacién extracelular de los neuropéptidos, esta es una de las 

etapas que ha recibido menos atencién en cuanto a un posible papel regulador en la 

fisiologia de los neuropéptidos. 

Debido a que 1) la topologia de la PPI! es adecuada para degradar a la TRH 

presente en el medio extracelular, 2) su localizacién en lactétropos la hace un blanco 

potencial de multiples factores hipotalamicos, 3) su actividad en la adenohipdfisis 

fluctua durante el ciclo estral posiblemente en respuesta a factores hipotalamicos y 4) 

la TRH es capaz de regular a su propio receptor en la adenohipdfisis, nuestro objetivo 

fue determinar si la TRH y otros factores hipotaldmicos son capaces de regular la 

actividad de la PPII en la adenohipofisis y de ser asi, identificar las vias de 

transduccién involucradas.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Se utilizaron cultivos primarios de células dispersas de adenohipdfisis de ratas 

para medir de una manera directa los efectos de las hormonas sobre la actividad de 

‘a enzima, asi como estudiar a nivel celular las vias de transduccién. 

-Sdlo se cloné recientemente el ADNc de la PPIl y no existen anticuerpos para 

la enzima; por lo tanto se estudié la regulacién de ta PPIl determinando 

principalmente su actividad enzimatica de superficie utilizando un método 

radiométrico con la 3H-TRH como sustrato. Unicamente en la ultima etapa del 

proyecto se utilizé la clona del ADNc para determinar el! nivel de su ARNm. 

-Con el fin de determinar si algunos factores hipotalamicos regulan la actividad 

de la PPI, las células se incubaron con diferentes péptidos a concentraciones en las 

cuales tienen efectos bioldgicos (inhibiendo o activando la liberacién de PRL). 

-Para determinar a que proteinas G se acoplan los receptores de estos 

péptidos para regular a la enzima, los cultivos se trataron con la PTX o la CTX antes y 

durante el tratamiento con los péptidos. 

-Para identificar la via de transduccién que !a TRH utiliza, las células se 

preincubaron con agentes que modifican (activando o inhibiendo) la concentracién de 

segundos mensajeros, antes y durante el tratamiento con la TRH. 

METODOLOGIA 

Los detalles metodolégicos se describen en las secciones de "Materials and 

Methods" de los anexos 1 y 2.
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RESULTADOS 

Los objetivos, estrategias, resultados y discusién de las secciones 12.1, 13 y 

15.2 se detallan en el anexo 1; y de las secciones 16 a 20 en el anexo 2. Aqui sélo se 

mencionaran brevemente los propdésitos y resultados principales de cada una de 

estas estrategias y se mostrardn los resultados no inclufdos en los anexos. 

12. ESTANDARIZACION DEL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA 

PPIl 

12.1 El ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA ES ESPECIFICO PARA 

LA PPIl 

El ensayo enzimatico utilizado en la mayor parte de la tesis consistié en 

determinar la actividad enzimatica en la superficie celular. Para esto, se incubé 

[SHpro]-TRH con las células y se midié la cantidad de 3H-his-proNH2 producido en el 

medio a varios intervalos de tiempo. 

Con el fin de demostrar que nuestro ensayo es especifico para la actividad 

enzimatica de la PPIl, las células intactas se trataron con un inhibidor reversible y 

especifico de la PPIl, el N-1-carboxi-2-fenil(Nimbencil)-histidil-B-naftilamida (CPHNA). 

La preincubacién de las células con 10-4 M de CPHNA inhibid 60% la actividad 

degradativa para la TRH (tabla 1 de! anexo 1). Este valor de inhibicién es consistente 

con las propiedades del inhibidor: si bien presenta una Ki de 8 uM y una 

concentracién de 10-4 M inhibe 100% ta actividad de la enzima semipurificada, 

solamente inhibe 40% su actividad en homogenados de cerebro (Charli et al, 1989). 

Por otro lado, después de incubar a las células con 3H-TRH durante 1 h, 

practicamente todo el material radioactivo se recuperé en el medio de incubacién, 

quedando sdlo trazas en las células (datos no mostrados). Este resultado indica que 

el sustrato no se internaliza significativamente en nuestras condiciones y que la 

modulacisn de la actividad de la PPII no se debe a la variacién de acceso al sustrato. 

Puesto que al determinar la actividad de la PPIl en células intactas estan 

funcionando los diversos mecanismos de transduccién, los cuales pudieran estar
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alterando a la PPI durante el ensayo enzimatico, se usé un método alternativo en 

algunos experimentos: medir la actividad de la enzima en membranas, después de 

los tratamiento en las células intactas (ver métodos en el anexo 2). Los efectos de un 

mismo tratamiento sobre la actividad de la PPII fueron similares con ambos métodos. 

12.2 EFECTO DE LA T3 SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PPI 

En la adenohipéfisis se expresan bajos niveles de PPIl y su actividad basal 

esta muy cercana al limite inferior de sensibilidad de nuestro método de ensayo, por 

lo cual, las células se incubaron con diferentes concentraciones de T3 durante el 

Cultivo para inducir la actividad de la PPIl. En fa figura 12 se muestra el efecto dosis- 

respuesta de la T3 sobre la actividad de la enzima. El efecto de la T3 no se debié a un 

mecanismo generalizado ya que la actividad de otra ectopeptidasa, la dipeptidil 

aminopeptidasa IV (DAPIV: EC 3.4.14.5), no se vid modificada (figura 12). 

12.3 LOS EFECTOS DE LA TRH Y DEL TPA SOBRE LA PP!II SON 

INDEPENDIENTES DE LOS NIVELES DE LA T3 Y DEL SEXO 

Puesto que se ha reportado que la PPI! se encuentra principalmente en 

lactétropos y que las hembras presentan un niimero mayor de este tipo celular que 

los machos, se decidiéd comparar la actividad de la PPI! en cultivos de células 

provenientes de ratas hembra o macho. La actividad basal o inducida con Ts 10-8 M 

de la PPII (0.36 + 0.1 [n=15] y 1.93 + 0.12 [n=24] pmolas de his-proNH2/min/mg 

proteina respectivamente) en cultivos de células provenientes de ratas hembra fue 

109% y 88% mayor que las actividades en cultivos de células provenientes de ratas 

macho respectivamente (0.17 + 0.02 [n=7] y 0.87 + 0.12 [n=19] pmolas de his- 

proNH2/min/mg proteina respectivamente) [figura 13].
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Figura 12. EFECTO DE LA T3 SOBRE LAS ACTIVIDADES DE LA PPII Y 

DE LA DAPIV. Cultivos de células adenohipofisiarias provenientes de ratas hembra 

se incubaron con diferentes concentraciones de T3 durante cinco dias, previo a la 

determinacién de las actividades de la PPIl y de la DAPIV. Los datos indican el 

promedio de la actividad especifica + el error estandar de la media. n=8 (excepto el 

control n=4) y n=4 para las determinaciones de la PPil y de la DAPIV respectivamente. 

El tratamiento con T3 a cualquier concentracién modificé la actividad de la PPIl 

significativamente con respecto al control (grupo sin Ts), con un valor de p<0.001.
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Figura 13. ACTIVIDAD BASAL Y ESTIMULADA CON T3 DE LA PPI EN 

CULTIVOS DE CELULAS PROVENIENTES DE RATAS HEMBRA O 

MACHO. Los cultivos se mantuvieron durante cinco dias en presencia o ausencia de 

T3 10-8 M antes de determinar la actividad enzimatica de la PPII. Los resultados son el 

promedio de la actividad especifica + el error estandar de la media. El numero de 

determinaciones independientes se indica dentro de las barras. 
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Resultados preliminares mostraron que la actividad de superficie de la PPIl se 

puede regular negativamente por la exposicidn prolongada a la TRH o al TPA (ver 

adelante). Con el propdésito de establecer las condiciones experimentales adecuadas 

para estudiar la regulacién de fa PPIIl, se compararon los efectos de la TRH 0 del TPA 

en presencia y ausencia de T3. La TRH 0 el TPA inhibieron con una eficiencia similar 

la actividad de la PPII independientemente de los niveles de T3 y del sexo del animal 

(figura 14). Tampoco se modificaron los efectos al retirar la T3 del cultivo durante las 

Ultimas 16 h de incubacidn (tiempo que correspondié al periodo de tratamiento con la 

TRH 0 el TPA; resultados no mostrados). Estos datos sugieren que los niveles de T3 

no modifican la respuesta enzimatica a la TRH o al TPA. Con base en estos 

resultados y para facilitar el andlisis de los efectos de las diferentes drogas sobre la 

actividad de la PPII, todos los siguientes cultivos se realizaron con células 

provenientes de ratas hembra e incubados en presencia de T3 10-8 M.
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Figura 14. LOS EFECTOS DE LA TRH Y DEL TPA SOBRE LA ACTIVIDAD 

DE LA PPII SON INDEPENDIENTES DE LA T3 Y DEL SEXO DEL 

DONADOR. Los cultivos de células adenohipofisiarias provenientes de ratas hembra 

© macho se incubaron (barras con !fneas) o no (barras con puntos) con T3 10-8 M 

durante cinco dias y se trataron con 1 4M de TRH o 1 uM de TPA durante 16 h antes 

de determinar la actividad de la PPII. Los resultados son el promedio de Ja actividad 

especifica (expresada en % del control) + el error estandar de la media. El promedio 

de la actividad especifica basal de las células provenientes de ratas hembra y macho 

fue de 0.44 + 0.13 y 0.2 + 0.05 y la actividad inducida con Ts de 1.73 + 0.14 y 0.92 + 

0.17 pmolas de his-proNH2/min/mg de proteina respectivamente. El numero de 

determinaciones independientes se indica dentro de las barras. En ambos casos, los 

tratamientos fueron diferentes con respecto al contro! (tridngulos y estrellas para 

grupos tratados o no con T3 respectivamente): *p<0.05; **** y 4444p<0.001.
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13. LA ACTIVACION DEL R-TRH INHIBE LA ACTIVIDAD DE LA 

PPIl DE MANERA ESPECIFICA 

Para determinar si la TRH regula Ja actividad de la PPIl, las células se 

incubaron con TRH (10-6 M) por diferentes tiempos. La TRH caus6 una inhibicion 

maxima a 16 h (figura 1 del anexo 1); por lo tanto en los experimentos subsecuentes 

las células se incubaron con las diferentes drogas durante 16 h antes de determinar 

la actividad de la enzima. El efecto de la TRH sobre la actividad de la PPII fue 

dependiente de la dosis con una EDso de 10-9 M (figura 2 del anexo 1). La MeTRH y la 

TRH-OH también disminuyeron la actividad de la PPII de una manera dependiente de 

la dosis, con una EDso de 1.6 X 10-19M y de 8 X 10-6 M respectivamente (figuras 2 del 

anexo 1, y 15 en esta seccidén). Las EDgo fueron similares a las obtenidas con otros 

efectos biolégicos de estos tres péptidos (Hinkle, 1989; Vale ef a/., 1977). Los datos 

sugieren que la TRH regula a la PPIl a través de Ia activacién de su receptor. 

La TRH no modificé la actividad de otras dos ectopeptidasas: la actividad basal 

de la endopeptidasa 24.11 (EC 3.4.24.11) fue de 1.05 + 0.04 pmolas de [7-amido,4- 

metil]-cumarina (AMC/106 células/min (n=4), y después del tratamiento con la TRH 

por 16h de 1.02 + 0.1 pmolas de AMC/106 células/min (n=4); la TRH no afecto la 

actividad de la DAPIV a ningtin tiempo de exposicién (figura 1 del anexo 1).
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Figura 15. CURVA DOSIS-RESPUESTA DE LA ACCION DE LA TRH-OH 

SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PPIl. Los cultivos se incubaron con varias 

concentraciones de TRH-OH durante 16 h antes de determinar la actividad de la PPIl. 

Los resultados son el promedio de la actividad especifica (expresados en % del 

control) + el error estandar de la media. La actividad especifica promedio fue de 1.59 

+ 0.06 pmolas de his-proNH2/min/mg de proteina. El numero de determinaciones se 

indica entre paréntesis. ***p<0.01 y ****p<0.001 comparados con el control.
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14. LA ACTIVACION DEL R-TRH POR TIEMPO LIMITADO ES 

SUFICIENTE PARA DESENCADENAR LOS EFECTOS A LARGO 

PLAZO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PPI 

En el animal intacto, muchos mensajeros intercelulares interactuan con sus 

receptores durante un tiempo breve, el cual es suficiente para desencadenar una 

respuesta en su célula blanco. Para determinar si la activacién del R-TRH por un 

tiempo corto es suficiente para inducir los cambios a largo plazo de la actividad de Ja 

PPIl, las células se incubaron con TRH (10-6 M) durante diferentes tiempos, 

posteriormente la TRH se retiré del medio de incubacién, las células se lavaron y se 

volvieron a incubar con medio. Después de 16 h de! contacto inicial con la TRH se 

determin la actividad de la PPII. El tratamiento de las células con TRH durante 15 

minutos disminuy6 la actividad de la PPI 26 + 3%, n=8 (figura16). La incubacién de 

las células con la TRH durante 30 min o 16 h disminuy6 con la misma eficiencia la 

actividad de la PPI (86 + 5% n=6 y 43 + 4% n=8 respectivamente) [figura 16]. Esto 

Sugiere que una interaccién breve TRH/R-TRH es suficiente para desencadenar 

respuestas celulares a largo plazo. Puesto que estos resultados se obtuvieron al final 

del presente trabajo, en la mayoria de los experimentos las células se incubaron con 

los farmacos durante 16 h, antes de determinar la actividad de la PPIIl. Con esta 

estrategia (incubacidn de las células durante 1h con los farmacos y determinacién de 

la actividad de la PPIl 15 h después) se investigé principalmente el papel del Ca++ en 

la regulaci6n de la PPIl (ver mas adelante).



62 

-“
 

_ °o
 

  

100 #(8) 
o
 

o
 1 

ao o
 1 

70+ 

60- 

  

507 

T
A
M
I
E
N
T
O
 

EN
 
% 

DE
L 

C
O
N
T
R
O
L
)
 

40 + 

307 

207 

A
C
T
I
V
I
D
A
D
 
E
S
P
E
C
I
F
I
C
A
 

16
 

h 
D
E
S
P
U
E
S
 

DE
L 

104 

IN
IC
IO
 
DE
L 

TR
A 

PP
II
 

(       0 T T T t T T T 7 ¥ T 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 141 12 13 14 15 16 

tiempo (h) de tratamiento inicial con la TRH 

Figura 16. EL TRATAMIENTO DE CELULAS ADENOHIPOFISIARIAS CON 

LA TRH DURANTE TIEMPOS CORTOS REGULA LA ACTIVIDAD DE LA 

PPil A LARGO PLAZO. Al cuarto dia de cultivo, las células se incubaron con 1 uM 

de MeTRH por los tiempos indicados. Células tratadas durante 0, 15, 30, 60 y 180 

minutos asi como células controles (no tratadas) se lavaron tres veces con medio 

suplementado y se incubaron con medio suplementado sin MeTRH hasta completar 

16 h de incubacion. Solo el grupo “16 h” se traté6 con MeTRH durante 16 h continuas. 

Los resultados son la actividad especifica promedio (expresada en % de cada contro!) 

+ el error estandar de la media. El nimero de determinaciones independientes se 

indica entre paréntesis. La actividad especifica promedio del contro! absoluto (células 

no tratadas ni lavadas) fue de 1.3 + 0.14 pmolas de his-proNH2/min/mg proteina. 

Todos los tratamientos fueron diferentes (con un valor de p<0.001) con respecto al 

control.
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15. LA VIA DE LA PLC ESTA IMPLICADA EN LA REGULACION DE 

LA PPIl POR LA TRH 

El receptor de la TRH se acopla a una proteina Gq para activar la via de la PLC 

(ver seccién 6.1), en la cual la activacién de la PKC y la movilizaci6n de Ca+ 

intracelular median diversos efectos de la TRH, como liberacién y sintesis de PRL y 

regulacién del ARNm del R-TRH. Actualmente no existen toxinas que modifiquen a la 

proteina Gq; por lo tanto, hasta donde fue posible se evalué el papel de cada uno de 

los componentes de esta via subsecuentes a la activacién de la Gq, en la regulacién 

de la actividad de la PPIl. 

15.1 LA INHIBICION DE LA PLC BLOQUEA EL EFECTO DE LA TRH 

SOBRE LA PPIi 

El pretratamiento de las células con el aminoesteroide U-73122 (1-[6{[(178)-3- 

metoxiestral-1,3,5,(10)-trien-17-il]jaminojhexil]-1H-pirrol-2,5-diona), un agente que 

inhibe procesos dependientes de PLC (Bleasdale et a/., 1990; Smallridge ef al, 1992; 

Thompson et al, 1991), revirtié el efecto de la TRH sobre la actividad de la PPIl en dos 

cultivos independientes a una concentracién de 1 y 0.5 uM respectivamente (figura 

17A y B); en el segundo experimento se mostré que también inhibié la liberacién de 

PRL inducida por la TRH (figura 17C). A dosis mas altas (en cada experimento) el U- 

73122 no revirtié los efectos que la TRH ejerce sobre !a PPIl y la liberaci6n de PRL; en 

cambio, por si solo tuvo un efecto negativo sobre la actividad de la PPII y positivo 

sobre la liberacién de la PRL (figura 17). Estos efectos no fueron aditivos con el efecto 

de la TRH. Nuestros resultados sugieren que la regulacién de la PPII por la TRH es 

mediada parcialmente por la activacién de la PLC. Por lo tanto se analizé el papel de 

la PKC y del Ca++, las dos vias de transduccién movilizadas por la activacién de la 

PLC.



64 

Figura 17. EFECTOS DEL U-73122 SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PPI. 

Células provenientes de dos cultivos independientes (A y B-C) se lavaron e 

incubaron en medio suplementado con diferentes concentraciones de U-73122; una 

hora después se agreg6 1 uM de TRH y se incubaron por 16 h mas. Al final del 

tratamiento los medios del cultivo B) se recuperaron y guardaron a -20 °C hasta que 

se cuantificéd la concentracién de PRL por RIA (C). Los resultados (A y B) son el 

promedio de la actividad especifica (expresados en % del control) + el error estandar 

de la media. La actividad especifica promedio para los controles fue de 2.88 40.3 y 

2.73 + 0.1 pmolas de his-proNH2/min/mg de proteina, para A y B respectivamente. En 

C), los resultados expresan e! promedio de la concentracién de PRL + el error 

estandar de la media. El nimero de determinaciones se indica dentro de las barras. 

*p<0.05, **p<0.02, ***p<0.01, ****p<0.001 comparados con el control; y 4444p<0.001 

comparados con el grupo MeTRH.
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15.2 PAPEL DE LA PKC EN LA REGULACION DE LA PPII 

El 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA, un activador de la PKC) disminuyd 

la actividad de la PPII de una manera dependiente del tiempo (similar a la TRH) y de 

la dosis, con una EDso de 2.2 X 10-°8M (figura 3 del anexo 1). El forbol-12,13- 

dibutirato, otro activador de la PKC, también inhibié a la enzima, pero no asi un 

analogo inactivo del TPA, el 4c-forbol-12,13-didecanoato (tabla 2 del anexo 1). Para 

poder determinar si la TRH regula a la PPIl a través de la activacién de la PKC, los 

cultivos se incubaron con dosis maximas de TRH y de TPA (1 uM c/u) durante 16 h. 

Este cotratamiento no tuvo efecto aditivo sobre la reguiacién de la PPII (tabla 3 del 

anexo 1). Sin embargo, la preincubacién de las células con diferentes dosis de 

inhibidores de cinasas de proteinas que inhiben la actividad de la PKC (H7, 

esfingosina o estaurosporina) no prevind los efectos de la TRH o del TPA sobre la 

actividad de la PPIl (figura 4A del anexo 1). Cabe sefialar que mientras la 

estaurosporina bloqueé la liberacién de la PRL estimulada por la TRH o el TPA, el H7 

sdlo bloqueé la accién de la TRH; la esfingosina no tuvo ningtin efecto (resultados no 

mostrados). La activaci6én constante de la PKC prolonga su asociacién a la membrana 

plasmatica e induce finalmente a su desaparicién, fenédmeno que se conoce como 

“down-regulation” o “depletion” de la PKC (Ase et a/., 1988). La incubacién de los 

cultivos con TPA por 24 h no modificé los efectos inhibitorios de la TRH o del mismo 

TPA sobre la PPIi (figura 4B del anexo 1). 

Estos resultados tienen varias interpretaciones. Una de ellas es que la TRH 

regule a la PPI por una PKC tanto resistente a la inhibicién por inhibidores de cinasas 

de proteinas convencionales como a la desaparicién inducida por el TPA. 

Alternativamente, otro segundo mensajero generado por la via de la PLC, como es el 

Ca++, u otra via de transduccién pudiera mediar el efecto de la TRH para regular la 

actividad de la PPII. En este caso la no aditividad de los efectos del TPA y de la TRH 

se pudiera explicar por una convergencia distal de las 2 vias de transduccién.



67 

15.3 PAPEL DEL CALCIO EN LA REGULACION DE LA PPI 

Para estudiar el papel del Ca++ en la regulacién de la PPIl, los cultivos se 

trataron inicialmente con diferentes drogas durante 16 h antes de medir la actividad 

enzimatica de la PPI. 

Puesto que el iondforo de Ca++ A23187 (10-6 M) disminuy6é 58 + 3% [n=8] la 

actividad de la enzima (figura 18A), se decidié investigar si el Ca++ es un mediador de 

la respuesta TRHérgica en la regulacién de la PPIl. La preincubacién de las células 

con 100 1M de BAPTA-AM, un agente quelante de Ca++ que atraviesa la membrana 

plasmatica, no tuvo efecto sobre la actividad basal de la PPII, pero revirtié el efecto de 

la TRH sobre ésita (figura 18A). Estos resultados sugieren que un aumento en la 

[Ca++], es capaz de regular a la PPIl, y que este aumento es necesario para que se 

lleve acabo el efecto de la TRH. 

En células GH, la TRH causa una elevacién bifasica de Ca++ libre intracelular. 

La primera se da a través de la movilizaci6n de Ca++ proveniente del reticulo 

endoplasmatico, y la segunda por el influjo de Ca++ a través de canales de Ca++ tipo L 

(ver seccién 6.1). Por lo tanto, se intenté discernir si alguna de estas “vias” de control 

del Ca++ intracelular media la respuesta TRHérgica. La primera se estudidé al incubar 

las células con tapsigargina, un agente que inhibe a la ATPasa de Ca++ del reticulo 

endoplasmatico, lo cual induce una pérdida de Ca++ del reticulo (Lytton et al., 1991). 

La tapsigargina (10-6 M) disminuy6 la actividad de la PPIl (65 + 2%, n=4; figura 184A), 

efecto que pudiera deberse a una acumulacion transitoria de Ca++ intracelular; por lo 

tanto esta estrategia no fue adecuada para determinar si el efecto que la TRH ejerce 

pasa por la movilizacién de Ca++ intracelular. 

Para definir si el influjo de Ca++ a través de canales dependientes de voltaje y 

sensibles a dihidropiridinas regula a la PPII, las células se incubaron con diferentes 

concentraciones de (+)-Bay K 8644, un agonista de canales de Ca++ tipo L, durante 

16 h antes de determinar la actividad de la enzima. La incubacién de las células con 1 

uM de Bay K tuvo un ligero efecto inhibidor (17 + 3% n=16), y se observo un efecto 

maximo con una concentracién de 50 pM (50 + 3% n=11 de inhibicién; figura 19).
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Figura 18. FARMACOS QUE MODIFICAN LA CONCENTRACION 

INTRACELULAR DE CALCIO REGULAN LA ACTIVIDAD DE LA PPil. A) Los 

cultivos se trataron durante 16 h con A23187 (10-6 M), tapsigargina (10-6 M), BAPTA- 

AM (10-4 M) o MeTRH (10-6 M) antes de determinar la actividad de ta PPII. En el grupo 

BAPTA-AM + MeTRH, el primero se afiadié 1 h antes que la TRH. B) Las células se 

incubaron con A23187 0 tapsigargina durante 1 h. El medio se retiré, las células se 

lavaron 3 veces e incubaron nuevamente en medio sin farmacos, durantes 15 h antes 

de medir la actividad de la enzima. Los resultados son la actividad especifica 

promedio (expresada en % de cada contro!) + el error estandar de la media. El 

numero de determinaciones independientes se muestra dentro de las barras. La 

actividad especifica promedio del control en A) fue de 1.63 + 0.11 pmolas de his- 

ProNH2/min/mg de proteina. En B), la actividad basal determinada en membranas con 

el ensayo fluorogénico descrito en el anexo 2, fue de 26 + 5 pmolas de BNA/min/mg 

de proteina. “*p<0.01, ****p<0.001 con respecto a su control y 4444p<0.001 con 

respecto al grupo TRH.
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Figura 19. EFECTO DEL (+)BAY K 8644 SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA 

PPIl. Las células se incubaron con diferentes concentraciones de Bay K durante 16 h 

antes de determinar la actividad de la PPII. Los resultados son el promedio de la 

actividad especffica (expresados en % del control) + el error estandar de la media. La 

actividad especifica promedio del control fue de 1.78 + 0.1 pmolas de his- 

proNH2/min/mg de proteina. El numero de determinaciones se indica entre paréntesis. 

***p<0.01, ****p<0.001 comparado al control.
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La incubacién prolongada con agentes que incrementan la [Ca++]; puede ser 

t6xica para las células y/o modificar procesos de transduccién o sintesis de proteinas, 

involucradas en la regulacién de la PPII. Con base en el contenido de proteina total y 

a la viabilidad y la morfologia celular, detectamos efectos téxicos del Bay K a una 

concentracién de 200 LM. Por Jo tanto, para los subsecuentes experimentos de esta 

seccion se utilizé la estrategia mencionada en la seccién 14: las células se trataron 

sdlo durante 1h con las drogas y 15 h después de retirarlas del medio de incubacién, 

se determin6 la actividad de la PPI. 

El A23187 (10-6 M), la tapsigargina (10-6 M) o el Bay K (10 y 50 uM) 

disminuyeron la actividad de la PPI! (50 + 5% n=8, 62 + 9% n=4, 35 + 6% n=3 y 43+ 

3% n=3 respectivamente) de manera similar a cuando las células se trataron durante 

16 h continuas con estos agentes (58 + 3% n=4, 65 + 2% n=6, 33 + 4% n=3 y 48+ 2% 

n=3 respectivamente) [figuras 18 y 20A]. 

Para definir si la TRH y el Bay K actdan por la misma via, las células fueron 

incubadas con dosis mdximas efectivas de estos agentes. El cotratamiento de las 

células con TRH (10-6 M) y Bay K (10 0 50 4M) no produjo un efecto mayor sobre la 

PPil, al obtenido cuando las células fueron incubadas con uno o con otro agente 

(figura 20B). Estos datos sugieren que la TRH pudiera actuar a través de la misma via 

que el Bay K. Con la finalidad de apoyar esta sugerencia, se estudié el efecto de 

drogas que bloquean canales de Ca++ dependientes de voltaje y sensibles a 

dihidropiridinas sobre la accién de la TRH. Los tratamientos de las células con 

verapamil (50 4M) o nifedipina (50 nM) no modificaron la actividad basa! de la PPIl, 

pero en cambio inhibieron los efectos que la TRH (1 4M) o el Bay K (10 uM) ejercen 

sobre la PPI (figura 21). Dosis mayores de nifedipina dieron el mismo resultado (no 

mostrado). Entonces, es posible que el efecto de la TRH esté mediado por la 

activaci6n de canales de Ca++ dependientes de voltage que son sensibles a las 

dihidropiridinas.
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Figura 20. El TRATAMIENTO DE LAS CELULAS CON BAY K DURANTE 

16 0 1 h TIENE EL MISMO EFECTO SOBRE LA PPI. Las células se 
incubaron con MeTRH (10-6 M) o Bay K (10-6 M) durante 16 h continuas (barras con 

puntos) o 1h con las drogas y 15 h mas en medio sin farmacos (barras con lineas), 

antes de determinar la actividad de la PPII. La actividad especifica membranal 

(determinada con el método fluorogénico descrito en el anexo 2) de los controles fue 

de 6+ 0.5,5 + 0.9 y 10 + 3 pmolas de BNA/min/mg de proteina para los paneles A 

(grupos 16 y 1 h) y B respectivamente. El numero de determinaciones 

independientes se muestra dentro de las barras. Aaa, *“**9<0.001 comparados con 

su respectivo control.
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Figura 21. EL VERAPAMIL Y LA NIFEDIPINA BLOQUEAN LOS EFECTOS 

DE LA TRH Y DEL BAY K SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PPIl. Las células se 

preincubaron durante 15 minutos con 50 uM de verapamil (A) 0 50 nM de nifedipina 

(B) antes de incubarlas con MeTRH (1 uM) o Bay K (10 uM) durante 1h; 15h 

después de retirar las drogas del medio, se determin la actividad de la PPI 

membranal con el método fluorogénico descrito en el anexo 2. La actividad especifica 

promedio para los controles A y B fue de 27 + 3 y 36 + 2 pmolas de BNA/min/mg de 

proteina respectivamente. El ntimero de determinaciones independientes se indica 

dentro de las barras. **"*p<0.001 con respecto al control, 4444)<0.001 con respecto 

al grupo MeTRH y @ &ip<0.02, # ™ ™ Bp<0.001 con respecto al grupo Bay K.
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16. EFECTOS DE LA PTX Y LA CTX SOBRE LA ACTIVIDAD DE 

LA PPI] BASAL Y REGULADA POR LA TRH 

Nuestros datos pueden tener dos interpretaciones. El R-TRH se acopla a una 

protefna Gq, la cual activa a la PLC para inducir la activacién de los canales de Ca++ 

(discutido en la seccién 6.1) y finalmente llevar a la regulacién de la PPI. 

Alternativamente, el R-TRH pudiera activar a la PKA y ésta a su vez activar, a través 

de fosforilar, a la PKC y/o los canales de Ca++. 

Ya que se ha reportado que el R-TRH puede estar acoplado a otras vias de 

transducci6n a través de proteinas G de la familia Gayy o Gas sensibles a la PTX 0a 

la CTX respectivamente (ver secciénes 6.2 y 6.3.1), se estudié el efecto de estas 

toxinas sobre la actividad de la PPII basal y regulada por la MeTRH. El pretratamiento 

de las células con la PTX no tuvo efecto sobre la PPI! ni modificé el efecto de la 

MeTRH sobre la actividad de la PPII, lo cual indica que el R-TRH no esta acoplado a 

la familia de proteinas Gojoe para regular a la PPll, tal como ocurre para su efecto 

sobre la liberaci6n de PRL (figura 1 del anexo 2). En cambio, fa CTX inhibié la 

actividad de la enzima y el cotratamiento con la MeTRH tuvo un efecto aditivo (figura 1 

del anexo 2). Estos resultados sugieren que la activacién de una proteina Gs regula a 

la PPIl pero que la TRH no utiliza a ésta para regular a la enzima. 

17. PAPEL DEL AMPc EN LA REGULACION DE LA PPII 

Ya que uno de los blancos de Ia Gs es la AC, se exploré el papel del AMPc en 

la regulacién de la PPI! incubando a las células con drogas que aumentan los niveles 

intracelulares del AMPc. La forskolina, un activador de la AC, caus6 una disminucién 

en la actividad de la PPIl de una manera dependiente del tiempo y de la dosis. El 

efecto maximo se observé entre las 12 y 16 h de tratamiento con inhibiciones del 42 + 

3% y 47 + 3% respectivamente. El valor de la EDs fue de 10-7 M. La 1-9, 

dideoxiforskolina, un andlogo de !a forskolina que no activa a la AC, no afecté la
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actividad de la PPIl (figura 2 del anexo 2). El 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) un 

inhibidor de fosfodiesterasas (que causa acumulacién intracelular del AMP¢o) y el 

dibutiril AMPc (dBAMPc), un andlogo permeable del AMPc, también causaron un 

efecto inhibidor sobre la actividad de la PPIl de una manera dependiente de la dosis a 

16 h de tratamiento. Las inhibiciones maximas se observaron con 10-4 M de IBMX (49 

+ 6%) y 10-3 M de dBAMPc (46 + 4%) (figura 3 del anexo 2). Estos resultados 

demuestran que la via del AMPc también regula la actividad de la PPII. 

18. INTERACCION DE LA VIA DEL AMPc CON LA TRH Y CON LA 

PKC EN LA REGULACION DE LA PPII 

Para determinar si las vias de transduccién de la TRH y del AMPc actuan de 

manera dependiente o independiente, los cultivos se cotrataron con dosis maximas 

efectivas de MeTRH y forskolina o MeTRH y dBAMPc. De manera similar se exploré 

la posible interaccion entre las vias del AMPc y la PKC, incubando a las células con 

TPA y forskolina. 

En la figura 4 del anexo 2, se muestra que los cotratamientos con la MeTRH y 

la forskolina o con la MeTRH y el dbAMPc tuvieron efectos aditivos sobre la 

regulacion de la PPIl, en comparacién al efecto de las drogas por separado. Por otro 

lado, el cotratamiento de las células con el TPA y la forskolina a dosis maximas 

provocd una inhibicién mas fuerte de la PPIl (62 + 2%) que con el TPA (36 + 3%) o la 

forskolina (38 + 2%) solos (figura 5 del anexo 2). 

Estos datos muestran que las vias de transduccién de la PKC y del AMPc 

actuan de manera independiente para regular la actividad de la PPIl y que la TRH no 

utiliza a ésta ultima. Consistente con esta conclusién, la preincubacién de las células 

con inhibidores de la AC (2’,3’-dideoxiadenosina) 0 de la PKA (H89) no revirtié el 

efecto de la TRH pero el H89 si bloqueé el efecto de un péptido que activa a la AC, el 

PACAP [ver seccién 19] (figura 6 del anexo 2). 
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19. EFECTOS DE DIVERSOS FACTORES HIPOTALAMICOS 

SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PPII 

Nuestros resultados mostraron que la via del AMPc regula la actividad de la 

PPIl, independientemente de la PKC y de la via de transduccién que la TRH utiliza. Se 

decidi6 entonces evaluar el efecto de factores hipotaldmicos cuyos receptores se 

acoplan a la via del AMPc y que regulan la secrecién de PRL. La incubacién de las 

células con el “polipéptido activador de la adenilato ciclasa de pituitaria” (10-6 M) 

[PACAP: “pituitary adenylate cyclase activating polypeptide”), el cual induce un 

aumento en los niveles intracelulares del AMPc, disminuyé la actividad de la PPIl, 

efecto que fue revertido por el pretratamiento con el H89 (10-6 M), un inhibidor 

especifico de la PKA. El efecto del PACAP fue aditivo con el de la MeTRH (figura 6 del 

anexo 2). Sin embargo, otro péptido activador de la AC, el VIP (10-6 M), no modificé la 

actividad de la PPII (dato no mostrado). Estos resultados se deben probablemente a 

fa activacién del receptor tipo | del PACAP, el cual es mas afin al PACAP que al VIP. 

La DA y la SRIF, cuyos receptores estan acoplados negativamente a la AC via 

proteinas G sensibles a la PTX, son dos factores hipotalamicos que inhiben la 

liberaci6n de PRL basal y estimulada por la TRH. Tanto fa bromocriptina [agonista det 

receptor dopaminérgico D2] (10-8 M) como la SRIF (10-6 M) tuvieron un pequefio 

efecto positivo sobre la actividad de la PPIl. E! pretratamiento de los cultivos con estos 

factores bloqueé el efecto negativo de la MeTRH sobre la actividad de la PPII (figura 

7A del anexo 2). Para determinar si los efectos de estos factores estan mediados a 

través de una _ proteina Gio, los cultivos se preincubaron con PTX antes de tratarlos 

con la bromocriptina o la SRIF. La PTX revirtié el efecto positivo de estos factores y 

bloquedé su capacidad de inhibir el efecto de la MeTRH sobre la PPII (figura 7B, del 

anexo 2). 

Ya que activadores de la PKC regulan a Ia PPII, se decidié investigar si la 

angiotensina II (All), péptido que utiliza la via de la PKC para inducir la liberacioén de 

PRL (Audinot ef a/, 1991), también es capaz de regular a la enzima. El tratamiento de 

los cultivos con All (10-6 M) durante 16 h no modificé la actividad de la PPil (no 

mostrado).



EST a TEsie By 
gi TEE ae lh Gk euargen 79 

Nuestros datos sugieren que la actividad de !a PPIl puede ser regulada tanto 

“homdloga” como “heterdlogamente” por algunos de los factores hipotalamicos 

involucrados en controlar la secrecién de PRL. 

20. NIVEL DE REGULACION DE LA PPII 

Los efectos descritos se observaron varias horas después del inicio de los 

tratamientos. Para determinar si esto se debe a una disminucién en la sintesis de la 

PPU, se cuantificaron los niveles del ARNm de la PPII en respuesta a varios 

tratamientos. Los tratamientos de los cultivos con la MeTRH, el TPA o la forskolina 

durante 16 h disminuyeron los niveles del ARNm 49 + 2%, 42 + 6% y 37 + 6%, 

respectivamente (figuras 8A y 9A del anexo 2); el cotratamiento con el TPA y la 

forskolina fue aditivo (69 + 7% vs 47 + 10% para el TPA y 25 + 12% para la forskolina) 

(figura 8B del anexo 2). Si bien la bromocriptina o la SRIF no modificaron los niveles 

del ARNm, si fueron capaces de revertir el efecto de la MeTRH (figura 9A, B y C). 

Resultados preliminares (no mostrados) indicaron que la TRH induce una disminucion 

progresiva del ARNm detectable desde 3 h de incubacién (30% de inhibicién). Con 

base en esto, se sugiere que una disminucién en el nivel del ARNm de la PPII 

precede a la disminucidn de fa PPII en la membrana plasmatica. 
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DISCUSION 

En los dltimos afios se ha demostrado que el mecanismo comunmente 

utilizado para inactivar a los neuropéptidos es la degradacién enzimatica por 

peptidasas embebidas en la membrana plasmatica, con su sitio activo orientado hacia 

el medio extracelular. A estas enzimas se les ha denominado ectopeptidasas (Bauer 

et al., 1995; Csuhai et al, 1995; Kenny y Turner, 1987; O’Cuinn et al, 1995). Las 

ectoenzimas hidrolizan uniones peptidicas incluidas en una secuencia consenso, y 

generalmente degradan diversos péptidos. La PPII es la tnica ectopeptidasa 

especifica para un péptido (Wilk, 1986). Tradicionalmente se considera que la 

eficiencia de un sistema de comunicacién intercelular depende de la cantidad de 

mensajero secretado y de los mecanismos de transduccién de la sefal. Los sistemas 

de inactivacién en cambio se han considerado estaticos. Asi se ha postulado que las 

ectopeptidasas son responsables de inactivar de manera constitutiva a los 

neuropéptidos, sin que su actividad sea regulable, y que no son un factor que module 

la eficiencia de la transmisién peptidérgica. Sin embargo evidencias obtenidas en 

este trabajo y por otros autores sugieren que la actividad de estas ectoenzimas esta 

sujeta a regulacién. 

Nuestros resultados demuestran claramente que la TRH regula la actividad de 

la PPIl a través de su interaccién con el R-TRH. No existen antagonistas de alta 

afinidad para el R-TRH. Sin embargo, la EDso del efecto de la TRH sobre la actividad 

de la PPIl es similar a la EDgo (1-2 X 10-9 M) para inducir la liberacién y sintesis de 

PRL de células normales y GHs [tabla IV] (Hinkle, 1989; Vale et a/., 1973). De manera 

similar, las EDgo para los efectos de la MeTRH y de la TRH-OH sobre la PPII son 

semejantes a su correspondiente para inducir la sintesis de PRL en células GH {tabla 

iV] (Hinkle, 1989). La relacién entre las EDso de los efectos de la Me-TRH y de la TRH- 

OH sobre la PPII con respecto a la EDs del efecto de la TRH es similar a la relacion 

entre sus Ky para el R-TRH (tabla V).
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TABLA IV. Ky DE LA TRH, LA MeTRH Y LA TRH-OH PARA LA UNION AL 

R-TRH, Y EDs) PARA DIFERENTES EFECTOS BIOLOGICOS. 

  

  

EFECTORO Kg CULTIVO DE R-TRH EFECTO 
LIGANDO CELULAS: EDso 

TRH 40 nM Hipofisis 2nM Liberacién de TSH y PRL 
anteriora.b 

10 nM GHg¢ 2nM Sintesis de PRL 

MeTRH 2nM GHg¢ 250 pM Sintesis de PRL 

TRH-OH 10 uM GHs3¢ 10 uM Sintesis de PRL 

  

Datos tomados de a: Labrie ef a/., 1976. b: Vale et al, 1973. c: Hinkle, 1989. 

TABLA V. COCIENTES TRH/MeTRH Y TRH-OH/TRH DE SUS Kg PARA EL 

R-TRH Y EDso PARA REGULAR LA ACTIVIDAD DE LA PPII Y LA 

SINTESIS DE PRL. 

  

  

KgR-TRH EDso-PPIl EDgo-PRL 

TRH/MeTRH 5 6 8 

TRH-OH/TRH 1000 8000 5000 

  

Los valores de la Kg y de la EDso fueron tomados de Hinkle, 1989.
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En células GHz, la unién de la TRH a su receptor activa a la PLC-B1 a través de 

una proteina G de la familia aqi1 (ver seccién 6.1). Una de las estrategias mds 

utilizadas para estudiar procesos dependientes de proteinas G en células intactas ha 

sido el uso de toxinas bacterianas con actividad de ADP-ribosilacién (ver seccién 5). 

Sin embargo, no hay toxina que modifique Ja actividad de las Qqi1. El aminoesteroide 

U-73122 inhibe especificamente procesos dependientes de PLC: inhibe la formacién 

del IP3 y el incremento en la [Ca++]; inducidos por agonistas (incluyendo a la TRH) en 

plaquetas, células GHg y células de neuroblastoma (Bleasade et al, 1991; Thompson 

et al., 1991; Smallridge et al., 1992). Por otro lado, en células COS-1 transfectadas 

con el R-TRH y en células de neuroblastoma, ademas de inhibir la formacién del IP3 

inducida por agonistas, también inhibe la endocitosis del R-TRH y del receptor 

muscarinico respectivamente (Nussenzveig et al, 1993; Thompson et al., 1991). 

El efecto dual que el U-73122 presenté en nuestras condiciones 

experimentales no parece ser inespecifico ni aleatorio porque se mostré previamente 

que en células GH3 el U-73122 a una concentracién de 1 uM bloquea el efecto de la 

TRH sobre la movilizaci6n de Ca++ intracelular, la produccién del IP3 y la secrecién de 

PRL pero que a concentraciones entre 3-10 uM por si solo induce la formacién del IP3, 

un aumento en la [Ca++] y liberacién de PRL, efectos que no son aditivos con los de 

la TRH (Smallridge et al, 1992). Los efectos agonistas y antagonistas dependientes 

de la dosis se observan en varios tipos celulares (Jin et al., 1994; Zheng et a/., 1995). 

Nuestros resultados son consistentes con la hipdtesis de que en el lactétropo el R- 

TRH esta acoplado a la via de la PLC para regular la actividad de la PPII. La 

activacion de la PLC enciende dos vias intracelulares cuyo papel se investigé de 

manera separada. 

Los efectos de las dosis maximas de la TRH y del TPA no fueron aditivos por lo 

que propusimos que ambos actdan a través de la misma via: la activaci6én de la PKC. 

La desaparici6n de la PKC celular inducida por el tratamiento prolongado con TPA 

inhibe algunas respuestas lactotrépicas mediadas por esta cinasa (Audinot et al., 

1991; Cheng ef a/., 1992). En nuestras condiciones, este tratamiento no revirtié los
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efectos de la TRH o del TPA sobre la actividad de la PPIl. 

La PKC es una familia de isoenzimas que, con base en su estructura y 

propiedades bioquimicas, ha sido dividida en tres subfamilias: tas PKC 

convencionales (cPKC: a, Bl, Bil y y), las PKC nuevas (nPKC: 4, e, 7 y 8) y las PKC 

atipicas (aPKC: 1, 2, y C). El Cat+, el diacilglicerol y 1a fosfatidilserina regulan las 

isoformas cPKC; el diacilglicerol y la fosfatidilserina pero no el Ca++ regulan las 

isoenzimas nPKC; por ultimo, la fosfatidilserina activa los subtipos aPKC. Los acidos 

grasos insaturados como el AA, aumentan la activacién de todas las isoformas cPKC 

y 8, € y € (Newton, 1997; Nishizuka, 1992). En lactétropos se ha reportado la 

presencia de las PKC a, Bil, 8 y ¢ (Mau et al/., 1994). En estas células, el TPA sdlo 

induce translocacién a la membrana de las tres primeras isoformas (Mau ef a/., 1994). 

El papel de algunas isoenzimas en la transduccién de la TRH se ha estudiado en 

células GH,4Cj, las cuales contienen las isoformas «a, Bll, 5, e, 1 y C pero no contienen 

las isoformas Bl, y o 6 (Akita et al, 1994; Kiley et al, 1991). En estas células, la TRH o 

el TPA inducen una rapida translocacién de las isoformas a, BI, 8 ye (Akita et al, 

1990; Kiley et a/., 1991). La translocacién de las tres primeras isoformas inducida por 

la TRH es transitoria y solo promueve la desaparicién de la PKC e. El TPA en cambio 

induce desaparicion transitoria (minutos) de la PKC a, pero definitiva de las PKC Bil y 

© (Akita et al, 1990; Kiley et a/., 1991). Multiples PKC pueden participar en los 

diversos efectos desencadenados por la TRH. Por ejemplo, la liberacién de PRL 

inducida por la TRH puede estar mediada por isoformas dependientes o 

independientes (especificamente la isoforma e) del Ca++ (Akita et al, 1990; Martin et 

al., 1990). En este contexto, la reorganizacién de proteinas del citoesqueleto, como la 

vinculina y los filamentos de actina, inducida por la TRH opera a través de cinasas 

pertenecientes a las subfamilias cPKC y nPKC respectivamente (Kiley et a/., 1992). 

Ademas se ha reportado que en lactétropos la desaparicién de la PKC inducida por el 

pretratamiento con el TPA inhibe la liberacién de PRL estimulada por el TPA pero no 

por ia TRH (Cheng et a/., 1992). Por lo tanto, es posible que una de las PKC ya 

mencionadas (a, 5 0 n) o alguna no descrita pero que no desaparezca participe en el 

efecto de la TRH. Recientemente se ha reportado la presencia de una nueva PKC
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(independiente de Ca++ pero dependiente de esteres de forbol) en adenohipéfisis. 

Aun no se ha estudiado su distribucién celular (Ison et al, 1995). 

Otra estrategia que se utilizé para estudiar el papel de la PKC en la regulacién 

de la PPII es preincubar a las células con inhibidores de cinasas (H7, esfingosina o 

estaurosporina) que actuan en diferentes sitios de la PKC (y de otras cinasas) antes 

del tratamiento con la TRH 0 el TPA. Con los inhibidores que utilizamos en esta tesis, 

se ha observado una inhibicién del efecto del TPA 0 de secretagogos que actiian a 

través de la PKC en el lactétropo (Audinot ef a/., 1991; Samson y Skala, 1992). La 

PKC consiste de una sola cadena polipeptidica que contiene una region reguladora 

N-terminal (con dos dominios conservados, C1 y C2) y una regién catalitica C- 

terminal (con los dominios C3 y C4). El dominio C1 es el sitio de unién del 

diacilglicero! o de ésteres de forbol y de la fosfatidilserina, el dominio C2 (presente 

sdlo en cPKC) es el sitio de unién para el Ca++, en el C3 se une el ATP yenelC4el 

sustrato (Newton, 1997; Nishizuka, 1992). El H7 compite por el sitio de unién al ATP 

(Hidaka et al., 1984); la esfingosina interactiéa competitivamente con la region 

reguladora (Hannun et al, 1986), y la estaurosporina interactéa de manera 

compéetitiva y no competitiva en el sitio de unién al ATP (Huang, 1989). La 

incapacidad de estos inhibidores para bloquear los efectos del TPA o de la TRH no se 

debis a una falta de eficiencia en nuestros experimentos, puesto que algunos de ellos 

inhibieron la liberacién de PRL inducida por la TRH y/o el TPA. Se ha reportado que 

ciertos efectos del TPA no son revertidos por estos inhibidores (Downey et al., 1992). 

Gschwendt et al. (1989) reportaron la presencia de una nPKC resistente a un 

inhibidor de la familia de la estaurosporina (K252a) en bazo porcino. Los lactétropos 

pudieran presentar una o varias nPKC resistentes a estos inhibidores. La nPKC de 

adenohipofisis, reportada por Ison ef a/. (1993a; 1995), es resistente a la inhibicién 

por H7, pero no por estaurosporina (Ison et a/., 1993b; Thompson et al., 1993). En 

conclusion, es posible que una nPKC resistente a desaparecer y a Ia inhibicién por 

los farmacos usados en este estudio sea la responsable de regular la actividad de la 

PPIl en respuesta a la TRH. 

Alternativamente, la no aditividad de los efectos del TPA y de la TRH se pudiera
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explicar por una convergencia distal de !as vias involucradas. Por lo tanto, otra via de 

sefializacion intracelular estaria involucrada en Ja regulacién de la PPII por la TRH. Ya 

que el Ca++ es el otro componente en Ia via de la PLC, su posible participacién en la 

regulaci6n de la PPIl fue evaluada. Puesto que la TRH induce un aumento en la 

[Ca++]; de manera bifdsica, mediada por dos diferentes componentes (ver seccién 

6.1), se intenté discernir el papel de cada uno de ellos. El papel de la movilizacién del 

Ca++ intracelular no se pudo estudiar. 

Sin embargo, se exploré la participacién de los canales de Ca++ dependientes 

de voltaje sensibles a dihidropiridinas (Lewis et a/., 1988) en la regulacién de la PPII. 

El tratamiento de las células con (+)-Bay K 8644 produjo un efecto inhibidor sobre !a 

actividad de la PPIl, que fue maximo a una concentracién de 10 uM. Esta dosis es 

similar a la reportada para inducir la sintesis (3 4M) y liberacién (5-50 1M) de PRL de 

células GH (Enyeart y Hinkle, 1984; Enyeart et a/., 1987). Por otro lado, se evalué el 

efecto de antagonistas de canales de Ca++ dependientes de voltage, el verapamil y la 

nifedipina, que actdan en diferentes regiones de la subunidad «1 del canal 

(Spedding y Kenny, 1992). Estos farmacos inhiben preferencialmente a los canales 

tipo L, que son sensibles a concentraciones nanomolares de dihidropiridinas 

antagonistas (Bean, 1984). La nifedipina (una molécula perteneciente a la familia de 

las dihidropiridinas) bloqueé el efecto de la TRH a una concentracién de 50 nM (dosis 

minima ensayada en este estudio). Resultados preliminares (no mostrados) indicaron 

que los efectos a maximas dosis del Bay K y del TPA no fueron aditivos, lo cual 

sugiere que ambos actUan a través de una via comun para regular a la PPI. Esto es 

consistente con la no aditividad del efecto del TRH y TPA. Es factible por tanto que e! 

efecto de la TRH este mediado por la activacién de canales de Ca++ dependientes de 

voltage sensibles a dihidropiridinas y probablemente éstos sean del tipo-L. 

Existen evidencias de que el R-TRH puede estar acoplado a diferentes 

proteinas G sensibles a PTX o CTX en lineas celulares GH 0 en diferentes tipos 

celulares cuando son transfectados con el R-TRH. Nuestros datos son consistentes 

con que el R-TRH no esta acoplado a una proteina Gi o Gs y que la via de 

transducci6n utilizada por la TRH para regular a la PPII no involucra una alteracién de
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los niveles de AMPc. 

En lactétropos se ha observado que la TRH, la All o el TPA inducen un 

aumento en Jos niveles del AMPc a través de la activacién de la PKC (Audinot et a/., 

1991; Mau ef al, 1997). De manera similar, la substancia P (quien activa a la PKC) 

potencia la formacién del AMPc inducida por el VIP o la forskolina y, de manera 

inversa, el VIP o Ia forskolina potencian el efecto de la substancia P sobre la 

translocacién de la PKC y la formacién del IP3 (Mau et a/., 1997). En nuestras 

condiciones, los efectos aditivos del TPA y de !a forskolina o del Bay K y de la 

forskolina (estos Ultimos son resultados preliminares no mostrados) sobre la actividad 

de la PPII sugieren que no existe una comunicacién cruzada entre las vias del AMPc y 

de la PLC para regular a la PPI. 

La activacién del R-TRH también lleva a la produccién de AA intracelular (ver 

seccién 6.3.3). Puesto que no se ha descrito que la activacién del R-TRH induzca un 

acoplamiento directo de alguna proteina G con la PLA2, es posible que la activacién 

de la PLA2 sea una consecuencia del aumento en la [Ca++]; y/o de la activacién de la 

MAPK (ver seccidnes 6.3.2 y 6.3.3). Hemos observado que la melitina (activador de la 

PLA2) 0 el AA inhiben rapidamente !a actividad de la PPII, probablemente debido al 

metabolismo del AA por la via LOX ya que inhibidores de la lipooxigenasa pero no de 

la ciclooxigenasa bloquean el efecto de la melitina o del AA. Sin embargo no 

sabemos si la TRH utiliza esta via para regular la actividad de la PPI pero la 

movilizacién del AA no induce efecto a largo plazo a diferencia de lo que pasa con la 

TRH (Charli et a/., 1996). En conclusién proponemos que el R-TRH se acopla a la 

proteina Gog para regular la actividad de la PPIl en lactétropos (células normales). 

Acerca del mecanismo intracelular que la TRH desencadena al activar a la PLC 

para regular a la PPll, dos alternativas se pueden proponer. 1) Puesto que los efectos 

de las dosis maximas de la TRH y del Bay K no fueron acitivos, que los inhibidores de 

cinasas de proteinas y la desaparicién de la PKC no revirtieron el efecto de la TRH 

pero que el bloqueo de los canales de Ca++ dependientes de voltage si lo revirtid, es 

posible que la entrada de Ca++ por canales tipo L sea un mediador. La entrada de 

Ca++ no tendria como blanco a la PKC y tampoco a !a AC porque los efectos de la 
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TRH con cualquier activador de la via del AMPc fueron aditivos. Un blanco potencial 

del Ca++ es la cinasa de proteinas dependiente de Ca++/calmodulina. Con base en 

que el TPA regulé negativamente la actividad de la PPII y que su efecto no fue aditivo 

con el del Bay K o de la TRH, la entrada de Ca++ (inducida por la TRH) y la activacion 

de una PKC (por otro mensajero extracelular) tendrian un mismo blanco distal que 

lleve a disminuir la actividad de la enzima. 2) La activacién del R-TRH pudiera 

involucrar activacién de una cPKC 0 nPKC (resistente a la inhibicién y a desaparecer, 

discutido anteriormente), para la cual una de sus funciones seria fosforilar los canales 

de Ca++, modificando asi su permeabilidad. En este caso también un blanco potencial 

del incremento de Ca++ intracelular seria la cinasa dependiente de Ca++/calmodulina. 

Otra posibilidad es que la PKC no tenga como blanco los canales de Ca++ pero mas 

bien que la PKC sea activada por la entrada de Cat+. 

Al estudiar el papel de hormonas hipofisiotréficas acopladas a la via del AMPc, 

observamos que el PACAP, la SRIF y la bromocriptina, pero no el VIP regulan la 

actividad de la PPI!. Los receptores del PACAP y del VIP estén acoplados a la 

proteina Gas en lactétropos, pertenecen a la misma familia que se ha dividido en tres 

subgrupos de los cudles el tipo | es mas afin al PACAP que al VIP (Rawlings y 

Hezareh, 1996), por lo que es posible que este receptor esté involucrado en et efecto 

del PACAP sobre la PPII. Sus efectos intracelulares estan probablemente mediados 

por la activaci6n de la PKA ya que la inhibicidn de esta cinasa bloqueé el efecto del 

PACAP. 

Las acciones de la bromocriptina pueden estar mediadas por diferentes 

mecanismos sensibles a PTX. En lactétropos, el receptor D2 esta acoplado a una 

proteina Gai que inhibe la actividad de la AC y por ende la acumulacién intracelular 

del AMPc (Lamberts y MacLeod, 1990). Entonces, una disminucién en los niveles del 

AMPc pudiera ser la responsable de la regulacién de la PPII. Sin embargo, la 

preincubacién con el dBAMPc (20 uM, datos no mostrados) no revirtié el efecto de la 

bromocriptina; es probable que otros mecanismos estén implicados en las acciones 

de la bromocriptina. La activacién del receptor D2 puede también inhibir la actividad 

de la PKC y la movilizacién de Ca++ intracelular: inhibe directamente la actividad de la
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PLC basal o estimulada por la TRH (Caccavelli et a/., 1992). Otro mecanismo por el 

cual la DA disminuye la [Ca++], incluye una inhibicién de los canales de Ca++ tipo L 

- (Einhorn et al., 1991; Israel et al, 1987; Lledo et a/., 1990a, 1990b). Por lo tanto la 

inhibici6n de la PKC y/o un decremento en la [Ca++]; podrian mediar los efectos de la 

bromocriptina, lo que es consistente con el papel previamente discutido de la PKC y 

de los canales de Ca++. Los mecanismos que la SRIF utiliza para regular a la PPIl 

pudieran ser semejantes a los de la DA porque varias de las acciones descritas para 

la DA también operan para la SRIF en el lactétropo: sus receptores estan acopladas 

negativamente a la AC y a canales de Ca++ y acoplados positivamente a canales de 

potasio, a través de proteinas G sensibles a PTX (Patel et a/., 1995; Reisine et al., 

1995). 

Los efectos de la TRH o de otros factores hipotalamicos sobre la actividad de la 

enzima sdlo son observados varias horas después del tratamiento inicial, lo que 

sugiere un mecanismo de regulacién a nivel de la biosintesis de la PPI. Consistente 

con esta hipotesis, una disminucién en et nivel del ARNm de la PPII precede a aquella 

de la actividad de la PPli. Entonces en nuestras condiciones experimentales, se 

estaria afectando la Vmax de la enzima y no su Km. 

La regulacién de los receptores acoplados a proteinas G consta en general de 

dos fases. La primera consiste en una rapida desensibilizacion: la interaccién 

hormona-receptor induce fosforilacién del receptor (modificacién que disminuye la 

afinidad del receptor por el ligando), internalizacién y subsecuente degradacién del 

mismo. En esta fase inicialmente disminuye el ndmero de receptores sobre la 

membrana plasmatica pero en minutos cierta cantidad es reciclada a la membrana 

plasmatica. La segunda fase consta de una inhibicién de Ja sintesis de los receptores, 

que aunado a su degradacién, disminuye la concentracién de éstos en la superficie 

celular. En respuesta al TPA un mecanismo similar de regulacién se ha descrito para 

la endopeptidasa 24.11 e inclusive para la PPII (Erdos et a/., 1989; Suen y Wilk, 1990; 

1991; Werb y Clark, 1989). En neutréfilos, el TPA induce endocitosis de la 

endopeptidasa 24.11 en 5 minutos con subsecuente pérdida de su actividad, 

mecanismos que son mediados aparentemente por la fosforilacién e inactivacién
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proteolitica de la enzima respectivamente (Erdos et al, 1988). Ademas en fibroblastos 
y lineas celulares epiteliales, el TPA disminuye la cantidad de la peptidasa y el nivel 

de su ARNm (Werb y Clark, 1989). En células de retinoblastoma, el TPA regula a !a 
PPIl de una manera bifdsica. Iniciaimente induce una disminucién en la actividad de 

la PPII del 90% en 15 minutos la cual regresa al 70% del control en 1 h (primera fase) 
para caer nuevamente, con una inhibicién maxima del 85% en 7 h (segunda fase); 

también se ha sugerido que estos mecanismos son mediados por la fosforilacién 
(primera fase) y la inhibicién de la sintesis de la PPIl [segunda fase] (Suen y Wilk, 

1990; 1991). Recientemente hemos observado que la TRH, el TPA, la melitina 0 el AA 

disminuyen (20-60%, dependiendo del farmaco) la actividad de la PPII en 5-20 

minutos (Charli et al, 1996; Vargas et al, observaciones no publicadas). Es entonces 
factible que este mecanismo de regulacién (endocitosis, degradacién y disminucién 

en el nivel del ARNm de las péptidasas) opere para diversas ectoenzimas. 

Las cinéticas de regulacién de la actividad y del nivel del ARNm de Ia PPIl por 

la TRH son similares a las cinéticas de regulacién del nimero de R-TRH (Hinkle y 
Tashjian, 1975) y del nivel de su ARNm (Fujimoto et a/., 1992). La TRH dismunuye el 

numero de sus receptores (70-80%) en la membrana plasmatica en 10-15 minutos 
(Hinkle y Kinsella,i982; Petrou y Tashjian, 1995). La disminucién maxima de los 

ARNm (R-TRH y PPIl) ocurre después de 6 h de tratamiento con la TRH y ésta precede 
a la disminucion del nimero de receptores y de la actividad de la enzima (maximas 

inhibiciones ocurren a las 24 y 16h respectivamente). Las vias intracelulares 

involucradas en regular la actividad de la PPIl también son similares a las que 

modulan los niveles del ARNm del R-TRH. Se ha reportado que el decremento en el 
ARNm del R-TRH inducido por la TRH esta mediado a través de la activacién de la 

PKC y por un aumento en la [Ca++]; (Fujimoto et al, 1991; Yang y Tashjian, 1993b). 

Algunos compuestos que incrementan los niveles intracelulares del AMPc también 

disminuyen los niveles del ARNm del R-TRH y sus efectos no son aditivos con los del 

VIP; pero los efectos de éste son aditivos con los del TPA o la TRH (Fujimoto y 

Gershengorn, 1991). Esto sugiere que el R-TRH es regulado por dos vias 

independientes, PKC/Ca++ y AMPc, pero que la TRH no activa a esta Ultima. Ya que 
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existe similitud en las vias de transduccion y las cinéticas para regular al R-TRH y a la 

PPIl, es posible que ambos sean regulados a través de mecanismos semejantes 

(endocitosis, degradacién y disminucién en el nivel del ARNm), los cuales pudieran 

utilizar las mismas vias de transduccién para su regulacién. 

En este trabajo hemos demostrado que diversas hormonas hipotalamicas (en 

adicién a las hormonas tiroideas y los estrégenos) que coordinadamente controlan la 

secrecién de PRL también regulan la actividad de la PPII a través de multiples 

mensajeros intracelulares. Datos obtenidos recientemente en el laboratorio y otros 

reportados en la literatura sugieren que los eventos que hemos observado no son 

excepcionales, es decir se puede observar regulacién de la actividad de varias 

ectopeptidasas en distintas circunstancias. La actividad de la PPIl se incrementa en 

diferentes regiones del cerebro de rata, en la etapa Ii del desarrollo del “kindling” 

amigdatoide [un modelo experimental de epilepsia} (de Gortari et a/., 1995) o bien en 

respuesta a una sola inyeccién de etanol (Rodriguez et al, resultados no publicados). 

Por otro lado, se ha observado que Ia administracién del neuroléptico haloperidol 

(antagonista de receptores dopaminérgicos) puede modular las actividades de ciertas 

ectopeptidasas en diferentes regiones del cerebro. In vivo por ejemplo, el tratamiento 

con haloperidol disminuye la actividad de la aminopeptidasa N (EC 3.4.11.7) y de la 

endopeptidasa 24.11 en la corteza frontal y en el caudo-putamen mientras que la 

apomorfina (agonista de receptores dopaminérgicos) incrementa la actividad de estas 

dos peptidasas en el caudo-putamen y aumenta y disminuye la actividad de la 

aminopeptidasa N y de la endopeptidasa 24.11 en la corteza frontal respectivamente 

(Waters et al, 1996). 

A consecuencia de la inhibicién in vivo de las ectopeptidasas no sdélo se 

protege a los péptidos de la degradacién. La inyeccién intracerebroventricular de 

inhibidores especificos de la endopeptidasa 24.11 es capaz de inducir efectos 

analgésicos semejantes a los opioides debido a la proteccién de las encefalinas 

endégenas de la degradacién enzimatica; la coinyeccién de inhibidores y de 

encefalinas exégenas resulta en una potenciacién del efecto analgésico de las 

encefalinas en ratas (Fournie-Zalowski et a/., 1983; Roques et al, 1980). De manera
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similar, la administraci6n de inhibidores de la endopeptidasa 24.15 y de la 

aminopeptida N potencia el efecto de! péptido endégeno nociceptina/orfanina sobre 

la actividad motora (Noble y Roques, 1997). Asi mismo, la inhibicién especifica de fa 

endopeptidasa 24.11 modifica la respuesta peptidérgica en el sistema inmune: los 

inhibidores de la endopeptidasa 24.11 reducen la concentracién minima requerida de 

las encefalinas para activar a leucocitos polimorfonucleares humanos in vitro (Shipp 

et al., 1990). La inhibicién de la endopeptidasa también resulta en una diferenciacién 

tardia de los timocitos in vitro y en una inhibicién de ta diferenciacién de los linfocitos 

T in vivo (Guerin y Auberger, 1997). Se ha postulado que in vivo, los efectos 

antinflamatorios de la interleucina 4 son mediados indirectamente; induce la 

expresién de la aminopeptidasa N y por lo tanto, disminuye la concentracién de 

mediadores inflamatorios peptidérgicos (van Hal ef a/, 1994). Por otro lado se ha 

reportado que en humanos, el tratamiento con inhibidores de la endopeptidasa 24.11 

induce un incremento de los niveles endégenos de otro sustrato natural de esta 

ectopeptidasa, el péptido natriurético atrial (ANP: hormona natriurética, diurética y 

vasorelajante) en sangre; asi como diuresis y natriuresis (Roques y Beaumont, 1990). 

Ademas este tratamiento incrementa la respuesta natriurética del ANP exégeno 

(Richards et al, 1991). Las ectopeptidasas pudieran entonces modular la accién 

biolégica de los péptidos en diferentes sistema de comunicacién celular: el nervioso, 

el inmune y el endécrino. . 

Los resultados presentados aqui sugieren que la eficiencia del sistema de 

eliminacién de la TRH en la adenohipétisis puede ser regulada de una manera 

precisa en coordinacién con otras respuestas celulares. Estas regulaciones 

posiblemente signifiquen que la PPII no sdlo es responsable de degradar a la TRH en 

la proximidad de los lactétropos sino que también contribuye a regular la liberacién 

de la PRL al modular la eficiencia de la comunicacién TRH-érgica. Tres diferentes 

contextos pudieran ejemplificar esto. 1) In vivo, la TRH es liberada del hipotdlamo de 

una manera pulsatil, con pulsos de duracién limitada. Hemos demostrado que la 

incubacion de las células con la TRH por tiempos cortos (15-30 min) es suficiente 

para regular la actividad de la PPIl a largo plazo y con la misma eficacia que la 
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obtenida cuando las células son incubadas con TRH durante 16 h, sugiriendo que 
basta un tiempo corto de interaccién TRH/R-TRH, para que el efecto de la TRH sea 

transducido. Esto es compatible con que la respuesta a la TRH se desensibiliza y se 
pierden receptores en la superficie celular si se prolonga la incubacién con la TRH. 

Esto podria significar que un pulso de TRH es capaz de definir la vida media de un 

pulso futuro de TRH a proximidad del lactétropo. Este mecanismo pudiera operar en 

el ciclo estral. 2) In vivo, la secrecién de PRL esta regulada negativamente por la DA 

(Lamberts y MacLeod, 1990). La PPIl puede ser un elemento adicional que la DA 

utiliza para modular la liberacién de PRL puesto que reguldé positivamente fa actividad 

de la PPII y bloqued el efecto de la TRH sobre la PPIl, con lo cual se estaria 

disminuyendo la eficiencia de ia TRH. Por lo tanto cuando se mantiene el tono 

dopaminérgico un elevado nivel de PPII limitaria la eficiencia de pulsos de TRH, que 

pudiera contribuir a la baja secrecién de PRL. 3) Las hormonas tiroideas y los 

estrégenos regulan negativa y positivamente el numero de receptores de la TRH 

sobre la membrana plasmatica respectivamente (de Lean et al, 1977: Gershengorn et 

al., 1979; Perrone y Hinkle, 1978). En ratas tratadas con estrégenos se ha observado 

que cuando disminuyen los niveles de hormonas tiroideas la liberacién de la PRL 

inducida por la TRH aumenta, debido posiblemente a un incremento en los niveles 

del R-TRH. En esta misma condicién la actividad de ta PPII disminuye, con lo cual se 

estaria aumentando la eficiencia de la TRH. Sin embargo queda por probar 

experimentalmente la hipétesis de que la regulacién de la PPIl juega un papel 

fisiolégico sobre la eficiencia de la comunicacién TRHérgica. 

En conclusién es posible que la modulacién de la inactivacién de 

neuropéptidos mediada por ectoenzimas represente un nivel adicional de regulacién 

de la transmisién peptidérgica. 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

En conclusion, hemos mostrado que la activacién del receptor de la TRH 

induce una disminucién en la actividad de la PPII y que un tiempo breve (15 min) de 

interacci6n TRH/R-TRH es suficiente para desencadenar respuestas celulares a largo 

plazo. Ademas el R-TRH parece estar acoplado a la familia de proteinas Gag ynoa 

proteinas G sensibles a la PTX o la CTX para regular la actividad de la PPII. Los 

efectos de la TRH estan probablemente mediados por una entrada de Ca++ a través 

de los canales tipo L posterior a la activacién de la PLC. Por otro lado, observamos 

que un incremento en los niveles intracelulares del AMPc disminuye la actividad de la 

enzima, pero que la activacién del R-TRH no modula esta via y que no existe 

comunicacién cruzada entre las vias de la PLC y del AMPc para regular a Ja PPIl. La 

PPIl también es regulada heterdlogamente por otros factores hipotalamicos. E! 

PACAP, posiblemente via activacién de la PKA, regula negativamente la actividad de 

la PPIl. La bromocriptina o la SRIF inducen un incremento en la actividad de la PPII y 

bloquean el efecto de la TRH, a través de proteinas G sensibles a la PTX. La 

regulacion de la PPIl puede estar mediada, al menos parcialmente, a nivel del ARNm. 

Si bien, el conjunto de los datos reportados en ia literatura y en esta tesis 

apoyan la hipétesis de que la modulacién (positiva o negativa) de ectopeptidasas, 
pudiera ser un nuevo nivel de regulacién de la comunicacién intercelular, queda por 

determinar cual es el impacto reai in vivo de la regulacién de la PPII sobre la vida 

media de la TRH a proximidad del lactétropo y sobre las respuestas celulares al 

péptido. Para estudiar esto proponemos que se analice la respuesta bioldgica de la 
TRH después de alterar a la PPII, ya sea inhibiendo especificamente su actividad o 

modificando su expresién negativa o positivamente con la transfeccién del ARNm 
antisentido o del ADNc de la PPI| respectivamente. Por otro lado, debido a que la PPII 

es una enzima especifica para la TRH, es posible contemplar en el futuro una 

manipulacién farmacolégica de la enzima, aprovechando los conocimientos sobre su 

regulaci6n, con el propésito de controlar desdérdenes de las secreciones 
adenochipofisiarias debidos a alteraciones de la secrecién de la TRH en sangre portal. 
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Thyrotropin-Releasing Hormone 
Downregulates Pyroglutamy| 
Peptidase Il Activity in 
Adenohypophyseal Cells 

Abstract 

Pyroglutamy] peptidase I] (PPII) is a thyrotropin-releasing hormone (TRH) 

hydrolyzing ectoenzyme with a narrow specificity. In the adenohypophysis, it 

is present on lactotropes. This study was undertaken in order to determine 

whether TRH itself regulates PPI activity in the adenohypophysis. After 5 

days in culture, dispersed cells from female pituitaries expressed detectable 

levels of PPII activity when 10-8 Af 3,3',5'-triiodo-L-thyronine was present 

throughout the culture. 10-6 1 TRH decreased PPII activity with a maximal 

effect (down to 46% of initial values) at 16h and an EDso of 10-9 Af. [3Me- 

His?}TRH, a potent agonist of the TRH receptor was effective at lower con- 

centrations (EDsg: 1.6 10-!°Af). Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA; 

10-6 Af), a protein kinase C (PKC) activator, diminished PPII activity to 61% 

or initial values with an EDso of 2.2 x 10-8 Af. Maximal effects of PMA and 

TRH were not additive. Neither PMA nor TRH effects were reversed by 

inhibitors of protein kinases (1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-methyl-piperazine 

or sphingosine or staurosporine); TRH-induced downregulation of the en- 

zyme was not modified by PMA pretreatment. TRH had no effect on two 

other ectopeptidases, endopeptidase 24.11 and dipeptidyl aminopeptidase IV. 

These data demonstrate that TRH specifically downregulates PPI activity in 

adenohypophyseal cells through TRH receptor activation and suggest that the 

activation of a presumably calcium-independent PKC mimics the TRH effect. 

TRH regulation of PPII activity may contribute to adjust lactotrope respon- 

siveness to TRH. 

Adenohypophyseal PPII appears after TRH hypophy- 

siotropic neurons terminal differentiation, concomitant 

Pyroglutamy! peptidase II (PPII; EC 3.4.19.6), an ec- with lactotropes [7] where it is localized in adult rats [4]. 

toenzyme [1] present in neuronal [2] and adenohypophy- _Its activity is subject to positive regulation by thyroid hor- 

seal cells 3. 4]. specifically degrades thyrotropin-releasing — mones [8. 9] acting directly on the adenohypophysis [4] 

  

hormone (pGlu-His-ProNH2; TRH) in vitro [5, 6]. and to negative regulation by 17B-estradiol [9]. PPII 
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activity fluctuates during the estrous cycle, with minimal 

activity during diestrus 2 and maximal at estrous [10]. 

Serum 17-estradiol fluctuations during this period seem 

insufficient to explain this pattern of activity. TRH is 

known to increase the synthesis and release of thyrotropin 

and prolactin (PRL), but also to downregulate its own 

receptors [11]. Hypothalamic factors may contribute to 

regulate PPII activity since it can be regulated by phorbol 

esters in Y-79 human retinoblastoma cells [12, 13]. The 

changes in PPI] activity detected during the estrous cycle 

could reflect responses to TRH secretion since hypotha- 

lamic TRH mRNA levels (an index of peptide neurons 

activity) fluctuate during the estrous cycle in an opposite 

manner to adenohypophyseal PPI] activity [10]. We have 

studied the effect ot TRH on PPI] activity, as well as the 

transduction mechanism involved in adenohypophyseal 

cell culture. Our data demonstrate that TRH downregu- 

lates PPI] activity through activation of its own receptors 

and suggest that protein kinase C (PKC) activation mim- 

ics this effect. 

Materials and Methods 

Reagents 

Peptides were purchased from Peninsula Laboratories (Belmont, 

Calif., USA); HPLC or TLC analyses of peptides revealed a single 

peak with expected retention time or Rf. (L-2,3,4,5-3H-Pro]-TRH 
(GH]-TRH; 83 Ci/mmol) was from New England Nuclear Co. (Bos- 

ton, Mass., USA); Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM), 

fetal bovine serum, vitamins and antibiotics were obtained from 
Gibco BRL (Grand Island, N.Y.. USA); 4-well multidishes, from 

Nunc (Roskilde, Denmark); aminopeptidase M from Pierce Chemi- 

cal Co (Rockford, Ill.. USA). All other chemicals were from Sigma 

(St. Louis, Mo., USA) or J.T, Baker (D.F., México). N-benzyloxycar- 

bonyl prolyl prolinal (ZPP). pyroglutamyl diazomethyl ketone 

(PDMK) and N-1-carboxy-2-phenylethyl(N™benzy!}-histidyl-B- 

naphtylamide (CPHNA), specific inhibitors of prolyl endopeptidase 

(PE), pyroglutamyl] peptidase I (PPI) and PPII. respectively, were a 

gift from Dr. S. Wilk. Mount Sinai School of Medicine. New York, 

N.Y., USA. 

Animals 

Female Wistar rats (80-100 days old. 260-300 g) kept under con- 

trolled lighting conditions (light from 07.00 to 19.00 h) and fed ad 

libitum were used in all experiments. Animals were killed by decapi- 

tation. 

Cell Culture 
Adenohypophvyseal cells were cultured as described [14]. Briefly. 

the adenohypophysis was separated from the neurointermediate 

lobe, dissociated with trypsin and DNAse followed by mechanical 

dispersion. 106 viable cells, determined by tnypan blue exclusion, 

were plated in 16-mm wells with 1 ml DMEM. supplemented with 

10% fetal bovine serum. vitamins. antibiotics (40 U/ml penicillin. 

50 ug/ml streptomycin), 125 ng/ml fungizone. 2 m.\/ glutamine. 

14 mM glucose, 10-8 Af 3.3°.5-triiodo-L-thyronine (T3) and 0.7 mAs 
insulin. If T; was not added. PPIE was generally undetectable. The 

medium was changed after 3 days of incubation at 37°C in a water- 

saturated atmosphere of 95% O2 and 5% CQ). 

Treatments 

Stock solutions of drugs were diluted with culture medium, to 

desired concentration. just before use and 10 yl added to the dishes at 

indicated times before enzymatic determinations. 

Enzymatic Assays 

Enzymatic determinations were performed at the 5th culture day 

on intact cells. After drug treatment, the cells were washed twice with 

Krebs-Ringer bicarbonate (KRB) and incubated in KRB containing 

the drug under study (or vehicle) and the substrate. Aliquots of 

medium were taken at time 0 and subsequent times to ensure mea- 

surement of initial velocity. Vehicles did not affect enzyme activities. 
For PPII assay, 10-6 Af (3H}-TRH (200.000 cpm) in 250 ul was 

used as substrate. [3H]-His-ProNH: produced was detected after sep- 

aration from (3H]-TRH by ton-exchange paper chromatography on 

Whatman cellulose phosphate P81 sheets [3]. PPII activity was stable 

during 1h incubation and linear with time (1h) and cell density 

input. Cells incubated with 10-6 17 (3H]-TRH (400,000 cpm) for 1 h 
did not internalize a significant amount of radioactivity. 

Dipeptidyl aminopeptidase IV (DAPIV) was assayed according 

to Yoshimoto and Walter [15] using 0.4 mf glvcvl-proly!-B-naphty- 

lamide (Gly-Pro-@NA) as substrate. DAPIV activity was linear dur- 

ing 30 min incubation. 
Endopeptidase 24.11 was assayed using succinyl-alanyl-alanyl- 

phenylalany!-(7-amido.4-methyl)}-coumarin (suc-Ala-Ala-Phe-AMC) 

as substrate. in a coupled assay with aminopeptidase M, according to 

Giros et al. [16]. 

Proteins 

After enzymatic assays. cells were washed with KRB, digested 

with 1 NaOH at room temperature for 24h and proteins deter- 

mined according to Lowry et al. [17]. 

Phase-Contrast Microscopy 

Cells were observed under a Zeiss inverted light microscope on 

the day of plating. and before and after treatment. Adenchypophy- 

seal cell cultures were maintained healthy in our conditions for up to 

at least 5 days and there was no morphologic change with any of the 

drugs tested. 

Statistical Analyses 

Statistical analyses were performed using Student's t test. p values 

less than 0.05 were considered to be significant. 

Results 

PPI Assay Specificity 
TRH was exclusively degraded by the ectoenzyme 

PPII and not by soluble enzymes leaking from the cells 

since: (a) addition of PE and PPI specific inhibitors (ZPP 
and PDMK. respectively) in the incubation medium had 

no effect on the amount of [}H]-His-ProNH: produced 

  

324 Vargas/Joseph-Bravo/Charli Regulation of TRH Degradation



(table 1); (b) CPHNA, a PPII specific inhibitor, decreased 

adenohypophyseal cell activity (table 1) as previously 

shown for brain membranes incubated in conditions de- 

veloped to specifically detect PPH [18], and (c) no enzyme 

activity was detected in KRB that was incubated with 

cells for 1 h (not shown). 

Effects of TRH and [3-Me-His?] TRH on 

Ectoenzyme Activities 

A time-dependent inhibition of PPI] activity was ob- 

served when cells were incubated with TRH (10-6 A) 

(fig. 1). Maximum inhibition (54 + 6%, n = 6) was 

observed after 16h (fig. 1); with further TRH exposure 

PPII activity retuned towards control values (28 + 7% 

inhibition, n = 4, at 24h) (not shown). PPII activity was 

not detected in media from cells incubated for 16 h with 

or without TRH (not shown). TRH inhibitory effect was 

dose-dependent with an EDs of 10-9 Af (fig. 2A). 10-6 AF 

TRH had no effect on two other ectopeptidases: endopep- 

tidase 24.11 activity was 1.05 + 0.04 pmol AMC/106 

cells/min (n = 4) after 16h incubation with TRH (con- 

trols: 1.02 + 0.1, n = 4); DAPIV was unaltered after dif- 

ferent exposure times (fig. 1). 16h incubation with the 

TRH analog [3Me-His*]TRH inhibited PPH activity with 

an EDspo of 1.6 x 10-!° Af (fig. 2B). 

To verify that TRH was regulating memrane-bound 

PPII, activity was also measured on membranes obtained 

[3] from cells incubated with or without 10h-6 44 TRH for 

16h. An inhibitory effect (45%) similar to that obtained 
with intact cells was observed (not shown). 

Involvement of PKC 

TRH receptor activation induces PKC activity in GH 

cells [19], an activity responsible for various TRH effects, 

including TRH receptor mRNA downregulation [20]. 

The role of PKC was therefore evaluated. 10-6 Af PMA 

inhibited PPII; the maximum effect was observed be- 

tween 8 and 16 h (39 + 6% inhibition at 16 h) (fig. 3A), 
with lesser inhibition at 24h (22 + 9%) (not shown). 

Enzyme activity was not detected in media from cells 

incubated 16 h with 10-6 Af PMA (not shown). All further 

experiments were performed at 16h. A dose-dependent 

response was observed (fig. 3B) with an EDs of 2.2 x 

10-8 Af. Another PKC activator, phorbol-12,13-dibuty- 

rate (PDBu) [21] caused a similar PPII inhibition while 

the inactive analogue 40-phorbol-12, 13-didecanoate (4a- 

PDDe) [21] had no effect (table 2). TRH and PMA (both 

at 10-6 Af) added together inhibited PPII to the same 

extent as TRH alone (table 3). These data were consistent 

with the hypothesis that TRH decreases PPII activity 
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Fig. 1. Time-dependent effects of TRH on PPH and DAPIV spe- 

cific activities in adenohypophyseal cell culture. Cells were treated 

with 10-6 M TRH for various times. Data are mean specific activity 
(in % of time 0) SEM. Indicated in the figure are the numbers of 

independent determinations shown above (DAPIV, black boxes) or 

below (PPII, white boxes, from two experiments). Mean PPII specific 

activity (time 0) was 1.77 pmol His-ProNH>2/min/mg protein; mean 
DAPIV specific activity (time 0) was 11 nmol BNA/min/mg protein. 

*p<0.05; ** p< 0.01; **** p< 0.001 compared to time 0. 

Table 1. Effects of specific inhibitors of 

TRH degrading enzymes on TRH degrada- 

tion in adenohypophyseal cell cultures 

Inhibitor His-ProNH? 

Control 100+ 3 (12) 

ZPP + PDMK 9811 (8) 

CPHNA 3924 (4)*** 

Cells were preincubated with 10-5 Af 

ZPP + PDMK or 10-44% CPHNA for 
15 min; inhibitors were maintained during 
enzymatic assay. Data are mean pmol His- 

ProNH2/min/mg protein (in % of control) + 

SEM. Number of independent determina- 

tions indicated in parentheses. Mean control 

specific activity was: 1.52 pmol His- 

ProNH:2/min/mg protein. *** p < 0.01 com- 

pared to control. 
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Fig. 2. Dose-response curves of TRH and [3-Me-His?]TRH on 
PPII activity in adenohypophyseal cell cultures. Cells were incubated 
with 10-!0-10-6 Af TRH (A) or 10-!!-10-6 Af [3-Me-His?] TRH (B) 
for 16h before PPII assay. Data are mean specific activity (in % of 

control) + SEM. Indicated in the figure are the numbers of indepen- 

dent determinations (from 3 or 4 experiments). Mean control PPI 

specific activities were 1.57 and 1.82 pmol His-ProNH>»/min/mg pro- 

tein for A and B. respectively. *** p < 0.01 and **** p< 0.001 com- 

pared to control. 

through PKC activation. To test this, cells were pretreated 

with kinase inhibitors before PMA or TRH addition. Nei- 

ther 1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-methyl-piperazine (H7) 

(tested from 10-§ to 2x10-44/) nor staurosporine 

(10-7-10-€ Af) nor sphingosine alone (10-§-10-5 As) 

modified PPH activity (not shown). H7 (2 x 10-4.\/) or 
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Fig. 3. Time-dependent and dose-response effects of PMA on 

PPII specific activity in adenohypophyseal cell cultures. Cells were 

incubated with 10-6 Af PMA for various times (A) or exposed to 

10-9-10-§ Af PMA for 16 b (B) before PPII activity determination. 

Data are mean specific activity (in % of control) + SEM. Indicated in 

the figure are the numbers of independent determinations (from 2 

experiments). Mean control PPI! specific activities were 1.78 and 

1.49 pmol His-ProNH2/min/mg protein for A and 8, respectively. 

*** p< 0.01 and **** p< 0.001 compared to control. 

10-7 Af staurosporine did not reverse PPII inhibition 

caused by 10-7 Af TRH or PMA (fig. 4A). Further experi- 

ments with various doses of H7, sphingosine or staurospo- 

rine gave the same results (not shown). 

It has been shown that 20h exposure to 10-6 Af PMA 

virtually inhibits most of PMA-induced PRL release in 
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Fig. 4. Effects of kinase inhibitors or phorbol esters pretreatment 

on TRH or PMA effect. Cells were treated with 2.2 x 10-4 Af H7 or 

10-? M staurosporine (ST) for 1 h before addition of 10-7? Af TRH or 
10-7 Af PMA (A) or with PMA or PBDu for 24 h before 10-? AY TRH 
addition (B). Pretreatment drugs were maintained during TRH or 
PMA treatment and PPII determination. Data are mean specific 
activity + SEM (n = 4). *** p< 0.01 and **** p< 0.001 compared to 

control. 

adenohypophyseal cells cultivated under very similar con- 

ditions [22]. A 24-hour pretreatment with 10-6 or 10-7 Af 

PMA or 10-744 PDBu did not change the inhibitory 

effect caused by 10-7 Af TRH on PPII activity (fig. 4B). 

Similar results were obtained in an independent experi- 

ment (not shown). 

Table 2. Effects of phorbol esters on the 

specific activity of PPII in adenchypophy- 

seal cultures 

Treatment PPII 

0.001% DMSO 100+ 12 (4) 

10-8 Af PMA 6643 (4)"* 

10-8 Af PDBu 7542 (4)** 

10-6 Af 40-PDDe 9344 (4) 

0.01% DMSO 100+ 5 (4) 

10-7 Af PMA 6448 (8)*** 

10-7 Af PDBu 67413 (4)>* 

10-7? M 40-PDDe 105+ 17 (4) 

Cells were treated with phorbol esters for 

16 h. Data are mean specific activity (in % of 

control with vehicle) + SEM. Numbers in 

parentheses represent number of indepen- 

dent determinations. 0.001 and 0.01% dime- 

thy] sulfoxide (DMSO) final concentrations 

in culture medium were used as the vehicles 

for 10-8 and 10-7 Mf phorbol esters, respec- 
lively. Mean specific activities were 1.49 and 
1,32 pmol His-ProNH2/min/mg protein for 

0.001 and 0.01% DMSO controls, respec- 

tively, 

2 Compared to 0.001% DMSO; > com- 

pared to 0.01% DMSO. 

*p<0.05; ** p< 0.02, *** p< 0.01. 

Table 3. TRH and PMA effects on PPII 

specific activity are not additive 

Treatment PPI 

Control 1.64£0.22 

TRH 0.804 0.08**** 

PMA 0.74£0.09"*** 

TRH + PMA 0.79 £0.10"*** 

Cells were treated with TRH (10-6 Af) 
and/or PMA (10-6 M/) for 16h before PPII 

assay. Data are mean pmol His-ProNH2/ 

min/mg protein + SEM (n = 4). 

**** p< 0.001 compared to control. 
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Discussion 

The primary conclusion of this study is that adenohy- 

pophyseal PPII, a target of feedback effects of thyroid hor- 

mones [4, 8, 9] and 17f-estradiol (4. 9]. is also regulated 

by TRH. The ED4o of the effect is lower than the Ky of 

TRH for its receptors in pituitary (4 x 10-8 Af) [23] but 

similar to the EDso values for TRH biological responses 

such as stimulation of prolactin secretion (2 x 10-9 Af) 

{23]. The 6-fold lower EDsq observed with [3-Me- 

His?]TRH is similar to Kg ratios for TRH receptors [23]. 

These data suggest that TRH down regulates PPII activity 

through TRH receptor activation. 

Understanding the biochemical consequences of TRH 

binding to its receptor has largely relied on the use of clon- 

al strains of rat pituitary cells. TRH promotes inositol 

1,4,5-triphosphate and 1,2-diacylglycerol formation in 

GH cells with subsequent increases in intracellular cal- 

cium and PKC activity [19]. These events contribute to 

PRL release [24, 25} and synthesis [26, 27] and TRH 

receptor mRNA downregulation [20]. 

The very low levels of PPII in GH; cells [28] have pre- 

cluded the use of this cell line for the study of the mecha- 

nisms involved in PPII regulation. TRH inhibition of 

adenohypophyseal PPII was replicated by phorbol esters. 

PMA ED«gg was similar to that reported for PMA effect on 

the second phase of PMA-induced PRL release from 

GHC, cells [29]. PMA effect was reproduced by active 
but not by inactive phorbol esters. Therefore, PMA and 

PDBu effects were probably due to PKC activation. 

Two strategies have frequently been used to establish 

PKC role in cell physiology. One is to pretreat cells with 

PKC inhibitors before addition of agonists. We have used 

3 inhibitors that impede lactotrope or corticotrope (in pri- 

mary cell culture) response to phorbol esters or agonists 

which act through PKC activation [22, 30, 31]. Failure to 

block PMA effect with H7 or sphingosine or staurospo- 

rine is probably not due to a lack of efficacy of these treat- 

ments. Various reports revealed that some PMA effects 

are not counteracted by calcium-dependent PKC (cPKC) 

inhibitor treatment (32. 33]. PKC is a family of enzymes 

with different properties [34], some of which (a, BII, 8 € 

and C) have been identified in GH,C, cells [35, 36]. Cells 

can contain a novel PKC (nPKC) two orders of magni- 

tude less sensitive than cPKC to an inhibitor of the stau- 

rosporine family (K252a) [37]. It is therefore possible that 

an nPKC isoenzyme downregulates PPI] activity in re- 

sponse to phorbol esters. 

The lack of additive effect of maximal doses of TRH 

and PMA is consistent with a common mechanism of 

action: TRH may inhibit PPI] activity through activation 

of a PKC. To test this hypothesis, we used the strategy 

mentioned above. i.e. pretreatment with PKC inhibitors, 

and PMA-induced PKC depletion. This second strategy 

has been exploited successfully to suppress some primary 

lactotrope responses mediated by PKC (22, 38]. Our 

inability to overcome TRH-induced down-regulation of 

PPII activity by pretreatments aimed at inhibiting or 

depleting PKC may then be explained by the involvement 

of an nPKC. Studies by Strulovici et al. [39] and Grief et 

al. [40] have shown that long-term treatment of cells by 

PMA does not deplete all forms of PKC, i.e. PKC-L and 

PKC-e, respectively, in certain cell types. In GH4C, cells, 

PMA depletes all PKCs studied including PKC-e [35]. 

However, extrapolating the results in GH cells to primary 

cultures of adenohypophyseal cells should be made with 

extreme caution. In particular, it has been recently shown 

that, in contrast to what occurs for GH; cells, PMA- 

induced downregulation of PKC does not block TRH- 

induced PRL release by adenohypophyseal ceils [38]. 

Alternatively, TRH-induced PPI] downregulation 

could be the result of the activity of other second messen- 

gers and/or protein kinases. Prolonged enhancement of 

intracellular Ca?+ levels or protein kinase A stimulation 

also downregulates PPII activity [Vargas et al: unpubl. 

observations]. 
The mechanism by which PMA or TRH downregu- 

lates PPII is not known but is not due to PPI] release in 

extracellular medium. The inhibition observed may be 

due to a decrease in synthesis, as suggested for the long- 

term PMA effect on retinoblastoma PPII [13], or to inter- 

nalization followed by degradation as occurs for the nev- 

trophil endopeptidase 24.11 response to short-term appli- 

cation of PMA [41]. 

Regulation of the number of cell surface receptors is a 

common mechanism for modulation of cell responses to 

hydrophilic first messengers. TRH downregulates TRH 

receptor number in GH; cells [11] with similar kinetic to 

PPI] downregulation. Because of the time course of TRH, 

the concentration near the lactotropes could be influenced 

by PPII activity, ‘homologous’ modulation of ectopepti- 

dase activity may be an additional mechanism that regu- 

lates cellular responsiveness to peptides. 

In conclusion, we have shown that adenohypophyseal 

PPII activity is down-regulated by TRH. PPI] downregu- 

lation may be induced by activation of a calcium-inde- 

pendent PKC. This implies that PPIE is another target in 

the regulation of lactotrope function. 
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ABSTRACT 

In adenohypophysis, TRH is inactivated by pyroglutamyl peptidase II (PPIl), a 

TRH specific ectoenzyme localized on lactotrophs. TRH slowly downregulates surface 

PPil activity in adenohypophyseal cell cultures. Although protein kinase C (PKC) 

activation mimicks this effect, there is no conclusive evidence that TRH action is 

through this pathway. Since the TRH receptor (TRH-R) can couple to G/G, or G, 

proteins, we determined whether these G proteins are involved in PPII activity 

regulation in adenohypophysea! celis. Pertussis toxin, neither modified basal PPH 

activity nor the inhibitory (37 %) effect of 3-Me-His-TRH (MeTRH), a high affinity TRH- 

R agonist. Cholera toxin inhibited PPHl activity by 35 %. Forskolin (10° M) caused a 

time-dependent decrease in PPil activity, with maximal inhibition at 12-16 h treatment 

(42-47 %); EDs, was 10’ M. 3-isobutyl-1-methy!xanthine, or dibutiryl CAMP (dBcAMP), 

caused dose dependent inhibition of PPil activity. The inhibitory effect of maximally 

effective doses of CTX, forskolin or GBcCAMP were additive with MeTRH: effects of 

forskolin and 12-O-tetradecanoylphorbo! 13-acetate, a PKC activator, were also 

additive. MeTRH action was not blocked by preincubation with an adenylate cyclase 

inhibitor or with H89, a protein kinase A inhibitor. PPIl activity is therefore 

independently regulated by the PKC and cAMP pathways; TRH action does not involve 

cAMP. The effect of other hypophysiotropic factors which may use the cAMP pathway 

was analysed: pituitary adenylate cyclase activator peptide 38 (PACAP; 10° M) 

decreased PPI! activity (32 %) and its effect was additive with that of MeTRH and 

blocked by preincubation with H89; bromocryptine (10% M) or somatostatin (10% M) 

stimulated enzyme activity (22 and 25% respectively) and blocked the inhibitory effect 

of MeTRH. Since various treatments inhibited PP! MRNA levels similarly to PPI  
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activity, an important level of control of PPII activity by these factors may be at the 

mRNA level. We suggest that PPIl is subject to homologous and heterologous 

regulations by elements of the multifactorial system which controls prolactin secretion. 

 



INTRODUCTION 

Regulation of PRL secretion at the level of the lactotroph involves pleiotropic 

signals. Interactions between inhibitory (dopamine (DA), somatostatin (SRIF),...) and 

stimulatory (TRH, vasoactive intestinal peptide (VIP), ....) hypothalamic as well as 

paracrine and autocrine factors modulate intracellular signalling pathways tuning PRL 

secretion. These intracellular signals feedback on the activity of the transduction 

mechanisms (1, 2). 

Lactotroph or GH cell lines responsiveness to TRH at the TRH receptor (TRH-R) 

level is regulated either by a rapid homologous desensitization without receptor loss 

or by modulation of the amount of TRH-R molecules present on plasma membrane; i.e. 

TRH-R number decreases after its activation by TRH due to internalization and to 

inhibition of TRH-R synthesis (3). TRH-R is also up- or down-regulated by the action 

of other hormones (3, 4, 5). 

Pyroglutamy! peptidase tl (PPH: EC 3.4.19.6), a highly specific TRH-degrading 

ectoenzyme (6, 7, 8, 9), may modulate TRH turnover in the vicinity of lactotrophs and 

therefore participate in regulating its response: PPII is present on the plasma 

membrane of lactotrophs (10), its development in adenohypophysis is concomitant with 

that of the neuroendocrine TRHergic system (11) and its in vivo activity fluctuates 

during the estrous cycle (12) or thyroid status variations (13, 14). 

TRH, through TRH-R_ activation, down regulates PPI! activity in 

adenohypophyseal cells (15). TRH transduction pathway has been studied primarily 

in GH cell lines; evidence was provided that TRH-R is coupled to phospholipase C
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(PLC) 8-1 via a G,,/G,4, protein. TRH induces phosphatidylinosito! 4,5-biphosphate 

hydrolysis by PLC, activating protein kinase C (PKC) isozymes and an initial increase 

of free calcium ion ([Ca**}) mobilized from intracellular stores. A second phase of [Ca‘*], 

increase is mediated by voltage-dependent L-type Ca” channels (3). These events 

contribute to PRL release (16, 17) and synthesis (18, 19) and to TRH-R mRNA 

downregulation (3). 

APKC activator, 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA) decreases PPII 

activity as does TRH. When applied together their effect is not additive, although PKC 

inhibition or depletion does not revert TRH effect. This led us to propose that TRH- 

induced downregulation of PPIl activity is mediated via a non conventional PKC or 

alternatively, other second messengers (15). 

TRH-R may also be coupled to pertussis toxin (PTX)- and cholera toxin (CTX)- 

sensitive G proteins in GH3 cells (3). The initial aim of this work was to determine 

whether PPH regulation by TRH in primary cultures of adenohypophyseal cells is 

coupled to G/G, or G,-like proteins. Our data show no involvement of these G proteins. 

However, we demonstrate that the cAMP pathway is involved in PPI! activity regulation. 

MATERIALS AND METHODS 

Reagents: TRH, [3-Me-His’]-TRH (MeTRH), pituitary adenylate cyclase activator 

peptide 38 (PACAP), VIP and SRIF were purchased from Peninsula Laboratories 

(Belmont, CA, USA); high performance liquid chromatographic analyses revealed a 

single peak with expected retention time. [L-2,3,4,5-°H-Pro]-TRH (PH]-TRH: 83 

Ci/mmol) was obtained from New England Nuclear Co. (Boston, MA, USA); Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium (DMEM), fetal bovine serum, vitamins, antibiotics-antimycatic,  
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M-MLV reverse transcriptase from Gibco BRL (Grand Island, NY, USA); 4 well 

multidishes from Nunc (Roskilde, Denmark); 35 mm Petri dishes from COSTAR 

(Cambridge, MA, USA); Cholera and pertussis toxins, from Research Biochemicals 

Intemational (Natick, MA, USA}; Taq DNA polymerase and oligo-dT,, from Boehringer 

Mannheim, agarose from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA); nitrocellulose 

from Schieicher and Schuell (Dassel, Germany), TRI-X pan film from KODAK; N-{2-(p- 

bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide dihydrochloride (H89) from 

Biomol Research Laboratories, inc (Plymouth Meeting, PA, USA); TRHRNA (TRH 

&naphtyiamide) from Bachem Bioscience Inc (King of Prusia, PA, USA); guanidium 

isothiocyanate and solvents were from J.T. Baker (D.F., México). All other reagents 

(including deoxynucleotides, forskolin, 1-9 dideoxyforskolin, N®°,2'-O-dibutiryladenosine 

3':5'-cyclic monophosphate [cBcAMP], 3-isobutyl-1-methylxanthine [IBIMX], 2',3'- 

dideoxyadenosine, TPA and 2-bromo-c-ergocryptine [bromocryptine]) were from Sigma 

(St. Louis, MO, USA). Dipeptidy! aminopeptidase IV (DAPIV) was purified from goat 

cortical kidney according to Yoshimoto and Walter (20). 

Animals: Female Wistar rats (80-100 days ald, 260-300 9) were used in all 

experiments. Animals kept under controlled lighting conditions (light from 7:00-19:00 

h) and fed ad libitum were killed by decapitation between 10:00 and 11:00 h. The 

Society for Neuroscience (USA) “Guidelines for the use of animals in neuroscience 

research" were followed. 

Cell Culture: Adenohypophyseal cells were cultured as described (15). Briefly, 15 

adenohypophysis separated from the neurointermediate lobe were placed in DMEM



  

7 

containing bovine serum albumin (0.3 %) (DMEM-BSA), minced, washed and incubated 

in 3 mi DMEM-BSA containing trypsin (5 mg/ml) for 18 min at 37 °C; 4.5 mi DNase (12 

ug) was then added to the medium for 2 min. Tissue was allowed to settle, supernatant 

discarded and adenohypophysis incubated for 5 min in 2 ml DMEM-BSA containing 

trypsin inhibitor (1.5 mg) followed by incubation in Ca**, Mg” free medium with EDTA 

(2 mM) for 8 min, with EDTA (1 mM) for 15 min and mechanically dispersed. Except 

when mentioned, 10° viable cells, determined by trypan blue exclusion, were plated on 

16 mm diameter culture dishes with 1 ml DMEM supplemented with fetal bovine serum 

(10%), vitamins, penicillin (50 units/ml), streptomycin (50 ug/ml), fungizone (125 ng/ml), 

glutamine (2 mM), glucose (14 mM) and 3,3',5',-triiodo-L-thyronine (10° M). After 3 

days of incubation at 37 °C in a water-saturated atmosphere of 95 % O, and 5 % CO,, 

the medium was changed. 

Forskolin (107 M), 1-9 dideoxyforskolin (107% M), BMX (5 X 107M), TPA (2 X 

10° M), H89 (10? M) and bromocryptine (2 X 10° M) were dissolved in DMSO; TRH 

(10° M), PACAP (10*M), and SRIF (107M) in acetic acid (0.001 %); dBcAMP (10° M), 

VIP (5 X 10° M), 2',3'-dideoxyadenosine (107 M), CTX and PTX in water. Stock solution 

of drugs were diluted with culture medium to appropriate concentration just before 

addition to cultures. Vehicles had no effect on PPI! activity. 

Cells were observed under a Zeiss inverted light microscope the day of plating, 

and before and after treatments. Adenohypophyseal cell cultures were maintained 

healthy in our conditions at least up to 5 days and there was no morphologic change 

with any of the drugs tested. 

Prolactin release and radioimmunosessay (RIA): Aliquots of medium were recovered one
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h after addition of drugs. PRL was assayed by RIA with NIH reagents (intraassay 

variation coefficient, 5%) according to previously published protocols (21). Secretory 

responses to the drugs used in this study were similar to those reported elsewhere (not 

shown). 

Enzymatic assays: Enzymatic determinations were performed at 5th culture day on 

intact cells as previously described (15), except where indicated. Briefly, after drug 

treatment, cells were washed twice with Krebs Ringer Bicarbonate (KRB) and incubated 

in KRB containing treatment drug and substrate. Aliquots of medium were taken at time 

0 and subsequent times to ensure measurement of initial velocity. For PPli assay, [PH]- 

TRH (10° M, 200,000 cpm) in 250 yi was used as substrate. [H]-His-ProNH, produced 

was detected after separation from [PH]-TRH by ion exchange paper chromatography 

on Whatman cellulose phosphate P81 sheets. Surface DAPIV was assayed using 

glycyl-prolyl-8-naphtylamide (0.4 mM) es substrate, according to Yoshimoto and Walter 

(20). 

in some experiments, PPIl activity was measured in membranes obtained from 

35 mm Petri dishes containing 4.5 X 10° cells. Cells were ruptured by freezing and 

thawing on ice (3x) in 2 ml NaPO, (10 mM) buffer pH 7.5 containing pheny!methy!- 

sulfonyl fluoride (0.5 mM), iodoacetamide (5 mM) end pepstatin A (1 uM) (buffer A). 

After centrifugation for 15 min at 14 000 g, pellet was washed once with buffer A-1M 

NaCl and once with buffer A. Pellet was resuspended finally in NePO, buffer (0.05 M) 

PH 7.5 (buffer B). Membrane PPI! activity was determined with the substrate pGlu-His- 

Pro-RNA in a coupled assay in the presence of excess DAPIV according to Friedman 

and Wilk (22) except for a few modifications. The incubation mixture contained 100-200
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ug membrane protein, DAPIV (4 nmoles Gly-Pro-RNA hydrolised per min), bacitracin 

and N-ethyimaleimide (200 uM each) and pGlu-His-Pro-RNA (400 uM) in buffer B. 

Incubations were for 0-120 min. Reactions were stopped by addition of one vol. of 

methanol. Liberated RNA was detected fluorometrically. Results obtained with this 

assay were similar to those obtained with the surface activity assay (compare effect of 

MeTRH in Figures 1 or 4 and 6). 

Protein quantification: After enzymatic assays, cells were washed with KRB, digested 

with NaOH (1N) at room temperature for 24 h and proteins determined according to 

Lowry et al. (23). Membranes were treated in the same way. 

RNA quantification: Cells were washed with PBS and scrapped in 200 ul lysis buffer 

(solution D) per 108 cells; total RNA was purified according to Chomezynski and Sacchi 

(24). 

Northern analyses: Analyses were performed as described (25). Membranes were 

hybridized with **P nick-translated rat PPI] cDNA (nucleotides 1-2683 of rat cDNA) 

kindly donated by K. Bauer. Various PPIi mRNA bands were detected with MW similar 

to those reported (26). PPll mRNAs were quantified by laser densitometry (Biomed 

instruments, Fullerton, CA) of the autoradiographic signals and adjusted for ribosomal 

RNA amount present before transfer. 

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR): 1ug RNA was incubated 

wih oligo-dT,. (100 pmoles) and M-MLV reverse transcriptase (200 U) during 1h at 37 

°C. 1/5 of CDNA was submitted to PCR amplification using PPIl primers (15 pmoles), 

glyceraldehyde-s8phesphate dehydrogenese (G3PDH) primers (2.6 pmolea) and Taq
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DNA polymerase (2.5 U). PPII primers [CTGGATCGCATACAAAAAG (sense); 

GGACACCCAAATAATTGCT (antisense)] amplified a 418 bp fragment corresponding 

to 1644-2061 sequence of rat PPll cDNA. A 983 bp fragment corresponding to 

nucleotides 35-1017 of rat G,;PDH cDNA (27) was coamplified with sense 

[TGAAGGTCGGTGTCAACGGATTTGGC] and antisense 

CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC} primers as an internal standard. Samples were 

incubated in a robocycler gradient 40 system (STRATAGENE) at 95 °C for 3 min, 

followed by 30 cycles with a profile of 95 °C for 1 min, 50 °C for 1 min and 72 °C for 1 

min except for the last cycle which was raised to 10 min. 1/10 of the PCR products were 

separated by electrophoresis on a 2% agarose gel. Gel was stained with ethidium 

bromide and photographed with a TRI-X pan film (exposure 2 min). PPil and G,PDH 

bands were quantified by laser densitometry. 

Statistical analyses: Data generally represent the mean + SEM values of at least two 

independent cultures (each performed in tri- or quatri-plicate). One-way ANOVA 

followed by Duncan multiple range test was used to determine statistical significance 

between individual means. Differences were considered as significant at p<0.05 or 

less. 

RESULTS 

Role of G proteins in MeTRH-induced downregulation of PPI activity. 

PPIl regulation by TRH-R coupling to G proteins of the G/G, or G, families was
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investigated with pertussis (PTX) or cholera (CTX) toxins. in agreement with previously 

published data, MeTRH (10° M), a high affinity agonist for TRH receptor, decreased 

PPIl activity by 37 + 2 % 16 hr after treatment initiation (fig.1); since this was the 

maximal effect of TRH (15), experiments were generally performed at this time point. 

Basal and MeTRH down regulated PPII activity were not modified by PTX (400 ng/mi) 

added prior to agonist treatment (fig. 1). in contrast, incubation with CTX (400 ng/mi) 

diminished PPIl activity by 35 + 2% (fig. 1), probably a maximum effect since CTX 

(200 ng/ml) induced a maximal increase of PRL secretion (not shown). MeTRH (added 

2 h after CTX), caused a greater inhibition of PPil activity (60 + 1%) than that caused 

by CTX (35 + 2%) or MeTRH (37 + 2%) alone (fig. 1). Similar results were obtained if 

CTX was added 4 h before MeTRH (data not shown). These data suggested that G 

proteins of the G/G, or G, families do not transduce TRH effects on PPIl activity and 

that down stream elements activated by G,-like proteins may regulate PPI activity. 

Regulation of PPIl activity by the CAMP pathway 

Since CTX activates G,-like proteins, some of which are positive regulators of 

adenylate cyclase (AC), we analyzed whether treatments that increase cAMP levels 

down regulate PPIl activity. Forskolin (10° M), an AC activator, caused a time- 

dependent inhibition of PPI activity. A significant inhibition (22+ 3 %) was observed 

after 8 h; maximal decrease occurred between 12 h (42 +3 %) and 16h (47 +3 %) (fig. 

2A). The effect of forskolin was dose-dependent with an EDs of 107 M (fig. 2B). 

Incubation for 16 h with an analog of forskolin inactive on AC, 1-9 dideoxyforskolin (10° 

M), had not effect on PPII (not shown). A phosphodiesterase inhibitor (IBMX) and 

dBcAMP, a permeable cAMP analog, caused dose dependent inhibition on PPIt  
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activity. Maximum effects were obtained at 40“ M IBMX (49 + 6 %) and 10°M dBcAMP 

(46 + 4 %) (fig. 3). Therefore enhancement of cAMP levels can down regulate PPH 

activity. However adenylate cyclase inhibition with 2',3'-dideoxyadenosine (10% M) or 

PKA inhibition with H89 (10* M), a specific PKA inhibitor (28) had no effect on basal 

PPIl activity (fig. 6 and various independent experiments [not shown]) suggesting that 

basal activity is not determined by steady state cAMP intracellular levels. Forskolin (10° 

6M) caused no change on surface DAPIV activity after 16 h treatment (10.4 + 1.8 nmol 

BNA/min/mg protein, n=8 vs control activity: 10.6 + 1.7 nmol BNA/min/mg protein, n=8); 

this demonstrate that the effects on PPIl do not refiect a general modification of the 

expression of membrane proteins. 

Role of the cAMP pathway in MeTRH-induced downregulation of PPIl activity. 

To determine whether TRH action on PPH activity involves the cAMP pathway, 

cells were treated with the maximally effective doses of MeTRH (10% M) (15) and 

forskolin (10° M). MeTRH in association with forskolin inhibited PPII activity (56 +2 

%) more than any of these drugs alone (MeTRH: 34 +3 %; forskolin: 32 £ 2 %) (Fig. 

4A). An additive effect was also observed when cells were incubated with dBcAMP (10% 

M) and MeTRH (10° M) (62 + 3 % vs 34+ 3 % [dBcAMP] and 38 + 3% [MeTRH)}) 

(fig.4B). We conclude that TRH action on PPII activity is independent of the cAMP 

pathway. In agreement with these data, MeTRH action was not decreased by 

preincubation with 2',3'-dideoxyadenosine (10% M) (2 independent experiments, not 

shown) or H89 (10% M) (2 independent experiments; not shown). 

Relationship betwween the cAMP and PKC pathways in the control of PPII activity.
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Since signalling pathways can crosstalk at many levels, we determined whether 

Interactions between the PKC and cAMP pathways could contribute to control PPil 

activity. This was studied by cotreatment with maximally effective doses of TPA (10° 

M) (15) and forskolin; in this case a stronger down regulation of PPI activity (62 + 2 %) 

was induced than with TPA (36 + 3 %) or forskolin (38 + 2 %) alone (fig. 5). This 

suggests that regulation of PPI activity by PKC and cAMP involves independent 

pathways. 

Effects of PACAP, VIP, bromocryptine and SRIF on PPIl activity and their interaction 

with MeTRH. 

Because our results implied regulation of PPIl activity through the cAMP 

pathway, extracellular effectors whose receptors couple to this second messenger were 

analysed. PACAP (10° M), a potent stimulator of AC in adenohypophysis (29), 

decreased PPI! activity by 32 + 4 %; this effect was additive with that of TRH (5726 

% yersus 36 £7 % inhibition for MeTRH alone) and reversed by preincubation with 10% 

M H88 (Fig 6). VIP (10° M) was inefective (3 independent experiments with 2 diferent 

lots of peptide, not shown). Somatostatin (SRIF) and dopamine D, receptors are 

negatively coupled to AC via PTX-sensitive G proteins (2, 30, 31, 32) and inhibit the 

release of prolactin induced by TRH (2, 30). Bromocryptine (10°M) or SRIF (10° M) 

had smal! but significant stimulatory effects on PPI activity (22 + 5%or25+7% 

respectively) and strongly reduced the inhibitory effect of MeTRH treatment (fig. 7). To 

determine whether bromocryptine and SRIF effects were mediated by G/G, proteins, 

we incubated the cells with PTX (400 ng/ml) 2 h before bromocryptine or SRIF 

treatments. PTX reverted the effects of bromocryptine or SRIF on basal as well as on
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MeTRH inhibited PPIl activity (fig. 7). 

Effects on PPIl mRNA. 

The effects previously described appear after several hours, possibly as a 

consequence of regulation of PP!l biosynthesis. Therefore, PP!I mRNA was quantified 

inresponse to MeTRH and other treatments. Preliminary experiments using Northern 

plots and RT-PCR suggested MeTRH down regulates PPIl mRNAs with a lag of a few 

hrs, 40-50 % inhibition was observed at 16 h (not shown). Similar results with both 

techniques support that the RT-PCR protocol allowed a semiquantitative estimation of 

PPII MRNA levels. Since MeTRH effects were higher at 16 h, subsequent experiments 

with RT-PCR were performed at this time point. Addition of TPA or forskolin led to 42 

+6 % or 37 +6 % down regulation of PPI! mRNA respectively (Fig 8A}. Their action 

was additive since addition of the 2 drugs caused a higher inhibition than any one 

alone (69 + 7 % versus 47 £10 % for TPA and 25 + 12 % for forskolin; Fig 8B). MeTRH 

decreased PPI] mRNA by 49 + 2 %. Although bromocryptine and SRIF caused no 

significant changes, they did reverse TRH induced PPIl MRNA down regulation (Fig 9 

A, BandC). Except for treatments with BrC or SRIF alone, the pattern of regulation 

of PPI} mRNA levels was very similar to that of the activity. 

DISCUSSION 

The initial goal of the present study was to further analyse the way by which 

TRH regulates PPII activity in adenohypophyseal cells since we had not previously 

obtained conclusive evidence for PKC involvment (15). Various types of G proteins may
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transduce TRH effects in lactotrophs or GH cell lines. TRH-induced PLC activation was 

reported as a PTX-insensitive mechanism (33) but recent data indicate coupling of 

TRH-R to a PTX-sensitive G protein in GH, membranes (3). Moreover, PKC and Gp 

protein are necessary for TRH-induced voltage-dependent L-type Ca?" channels 

activation in GH, cells, a process sensitive to PTX (3). Our results suggest that GIG, 

are not involved in basal or TRH-regulated PPI! activity in normal adenchypophyseal 

cells. 

TRH-R cDNA cloning allowed the identification of two TRH-R isoforms generated 

by alternative splicing (3); both coupled to PLC by a PTX-insensitive mechanism, but 

incapable of AC activation when expressed in Rat 1 fibroblasts (34). However, other 

evidences suggest that TRH-R activates AC via a CTX-sensitive G, protein in GH, cells 

(3). This led us to explore the involvement of TRH-R coupling to G, protein in PPI 

activity regulation. We demonstrate that increases in the level of intracellular cAMP 

downregulate PPIi activity: enzymatic activity was inhibited by CTX or forskolin or 

enhancement of intracellular levels of cyclic nucleotides or addition of dBcAMP. 

Although forskolin is able to induce cellular responses independent of AC activation, 

1,9-dideoxyforskolin, an analog unable to activate adenylyl cyclase but which 

reproduces AC-independent forskolin effects (35, 36), had no effect on PPIl activity. 

Consistent with our interpretation, maximum effects of these drugs were very similar. 

The additivity of maximally effective doses of MeTRH with treatments enhancing 

CAMP levels suggests that TRH regulation of PP#l activity is not due to TRH-R coupling 

to a G, protein or a downstream element of the cAMP pathway; accordingly, adenylate 

cyclase or PKA inhibitions did not modify the effect of MeTRH. PPI] down regulation 

can thus occur independently either by TRH or by the cAMP pathway. Despite that
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TRH-induced AC activation and cAMP accumulation can be mediated by PKC 

activation (37), our data showing additivity of PKC and AC actions suggest that a 

crosstalk between the PKC and cAMP pathways does not operate in PPIl activity 

modulation. 

The data led us to demonstrate that PACAP, as weil as dopamine and SRIF, 

neurohormones modulating AC activity regulate PPII activity (2, 29, 31, 32), PACAP 

binding sites are present on most lactotrophs (29). Since VIP was not able to modulate 

PPIl activity, itis probable that the type | PACAP receptor, which prefers PACAP over 

VIP, was involved in PACAP action. The various cloned subtypes of receptors 

positively couple to AC (29). Therefore PACAP may directly enhance AC activity in 

lactotrophs, Since a PKA inhibitor reverted its effect, activation of PKA and therefore 

presumably of AC could contribute to the down regulation of PPil activity. However 

other PACAP transduction pathways (inositol 3-phosphate turnover) or a paracrine 

action (29) may also contribute to PPII regulation. 

While bromocryptine (10° M) induced only a small but significant increase of 

basal PPIl activity, a stronger effect was observed at 10°’M (not shown). Even at the 

lower dose, preincubation with bromocryptine reversed MeTRH induced down 

regulation of PPIl activity. Bromocryptine actions can be mediated by different 

mechanisms including PTX sensible effects. D2 dopamine receptors in lactotroph cells 

are negatively coupled to AC via a PTX-sensitive G protein, inhibiting basal AC activity 

and cAMP accumulation (1). Bromocryptine-induced decrease of intracellular cAMP 

levels may therefore account for the upregulation of PPI! activity. However, 

bromocryptine action on basal or MeTRH regulated PPI activity was not prevented by 

preincubation of cells wih a small dose of dBcAMP (20 uM: 2 independent
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experiments; not shown) and inhibition of adenyl ciclase (or PKA) did not modify basal 

PPII activity. These data suggest that inhibition of intracellular cAMP levels alone is 

insufficient for explaining the effect of bromocryptine. Other PTX sensitive mechanisms 

may relate to our data. D2 receptor activation may also inhibit PKC activity and 

mobilization of intracellular Ca™* by a direct effect on PLC (38). Other mechanisms by 

which DA lowers [Ca”*], include either direct inhibition of voltage-dependent L-type 

Ca?** channels (39) or indirect inhibition of these channels after voltage-gated K* 

channels activation (40, 41) and subsequent hyperpolarization of plasma membrane 

(42). Inhibition of PKC activity and/or decreased (Ca**], could mediate bromocryptine 

action. Thus, PPIl activity downregulation can occur due to PKC activation (15) or to 

treatment with Bay K 8644, an agonist of voltage-dependent L-type Ca** channels 

(Vargas et al., unpubl. observations). 

The five subtypes of the SRIF receptor (SSTR) including two isoforms for SSTR2 

are present in adenohypophysis. Some of the mechanisms mentioned for 

bromocryptine may mediate SRIF action on PPIl because its receptors are also coupled 

negatively to AC and Ca‘ channels and positively to K* channels, through PTX- 

sensitive G proteins (31, 32), 

The delayed response of surface PPI! activity to TRH or pathways involving PKC 

or AC activation suggests an effect on PPHi biosynthesis. Consistent with this 

hypothesis, the pattern of PPll activity in response to various effectors was similar to 

that of PPI] mRNA levels. Modulation of PPIl mRNA by hormones (43) and 

hypothalamic factors (this study) probably underlies an important regulatory event of 

adenohypophyseal PPII. However, additional mechanisms of control may exist. 

Positive regulation of surface PPIl activity by DA and SRIF, hypothalamic
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hormones that inhibit basal and TRH induced PRL secretion (1), points for a 

physiological role of this enzyme in the control of PRL secretion. Since short term (15- 

30 min) exposure to TRH is sufficient to induce the long term effect on PPI activity 

(Vargas et al, unpublished), the mechanisms here unraveled might contribute to set the 

future in vivo sensitivity of lactotrophs to TRH based on the actual secretion of 

neurohormones controling PRL secretion. 

In conclusion, regarding the mode of adenohypophyseal PPil regulation, our 

data demonstrate: a) TRH-R is not coupled to PTX- or CTX-sensitive G proteins, b) 

increased intracellular CAMP levels downregulate the enzyme activity, but the response 

to TRH-R activation is independent of this pathway, c) PACAP probably enhances 

cAMP to down regulate PPil activity, d) through PTX-sensitive G proteins, 

bromocryptine or SRIF upregulate PPIi activity and block the effect of TRH, as occurs 

for prolactin release, e) control at the MRNA level may contribute to some of these 

effects. PPiI can thus be regulated through homologous and heterologous elements of 

the multifactorial system which coordinately controls PRL secretion.



    

19 

ACKNOWLEDGMENTS 

We thank Dr. L. Pérez-Martinez, R. M. Uribe and G. Martinez de la Escalera for 

technical advices and stimulating discussions; MVZ E. Mata, G. Cabeza and S. 

Gonzalez for animal care; P Gaytan and E Bustos for oligonucleotide synthesis and M. 

Cisneros and M. Villa for technical assistance. We acknowledge the gifts of prolactin 

and prolactin antibodies by the National Hormone and Pituitary Program supported by 

the NIDDK (USA) and of PP cDNA by Dr, Karl Bauer. 

 



  
  

20 

FIGURE LEGENDS 

Fig. 1. Effects of PTX, CTX and MeTRH on PPIl activity. Adenohypophyseal cells were 

preincubated for 2 h with PTX (400 ng/ml) or CTX (400 ng/ml) before addition of 10 

M MeTRH or vehicle, followed by 16 h incubation. Surface PPII activity was 

determined. Data are the mean specific activity (in % of control) + SEM. Mean control 

PPIl specific activity was 1.5 pmol His-ProNH./min/mg protein. The numbers of 

independent determinations are indicated inside bars. ****p<0.001 with respect to 

control, 4“4p<0.001 compared to CTX. 

Fig. 2. Time course and concentration dependence of forskolin effects on PPII activity, 

Adenohypophyseal cells were incubated with either 10° M forskolin for the time 

indicated (A) or various concentrations of forskolin for 16 h (B) before surface PPI 

activity determination. Data are the mean specific activity (in % of control) + SEM. Mean 

control PPil specific activities were 1.6 and 1.5 pmo! His-ProNH./min/mg protein for A 

and B, respectively. The numbers of independent determinations are indicated below 

or above curves. *p<0.05, **p<0.02, ***p<0.01, “*p<0.001 compared to zero time or 

conirol. 

Fig. 3. Regulation of PPI activity by dBcAMP and IBMX. Adenohypophyseal cells were 

treated with various concentrations of dBcAMP or IBMX for 16 h before surface PPIi 

activity determination. Data are the mean specific activity (in % of control) + SEM. Mean 

control PPlt specific activity was 1.2 pmol His-ProNH,/min/mg protein. The numbers of 

independent determinations are indicated inside bars. ***p<0.001 compared to control.  
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Fig. 4, MeTRH and forskolin or dBcAMP effects additively regulate PPIl activity. 

Adenohypophyseal cell cultures were incubated for 16 h with 10® M MeTRH alone or 

in combination with 10° M forskolin (A) or 10® M dBcAMP (B), before surface PPIl 

activity determination. Data are the mean specific activity (in % of control) + SEM. Mean 

contro! PPIl specific activities were 1.0 pmol His-ProNH,/min/mg protein. The numbers 

of independent determinations are indicated inside bars. ****p<0.001 with respect to 

control, “““4p<0.001 with respect to MeTRH or forskolin, """"p<0.001 with respect 

to MeTRH or dBcAMP. 

Fig. 5. Effects of forskolin and TPA on PPII activity are additive, Adenohypophyseal 

cells were incubated with 10% M forskolin or with 10* M TPA alone or in combination 

during 16 h. Data are the mean specific surface PPIl activity (in % of control) + SEM. 

Mean contro! PPI! specific activity was 1.1 pmol His-ProNH,/min/mg protein. The 

numbers of independent determinations are indicated inside bars. **p<0.001 with 

respect to control, 4“44p<0.001 with respect to forskolin or TPA . 

Fig. 6, PACAP down regulates PPII activity through the PKA pathway. 

Adenohypophyseal cells were incubated with 10° M PACAP or with 10° M MeTRH or 

with 10° M H89 alone or in combination during 16 h. Data are the mean specific 

membrane PPI activity (in % of control) SEM. Mean control PPIl specific activity was 

19 pmol RNA/min/mg protein. The numbers of independent determinations are 

indicated inside bars. ***p<0.01 with respect to control, “““p<0.01 with respect to 

PACAP, ““p<0.02 with respect to PACAP, ©""p<0.01 with respect to MeTRH.
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Fig, 7, Bromocryptine and SRIF regulate PPII activity through PTX sensitive proteins. 

A: adenohypophyseal cells were preincubated for 1h with 10° M bromocriptine (BrC) 

or 10° M SRIF before addition of 10° M MeTRH or vehicle. B: adenohypophyseal cells 

were treated with PTX (400 ng/ml) for 2 h before addition of 10® M BrC or 10° M SRIF. 

One h later 10® M MeTRH or vehicle was added. After addition of MeTRH or vehicle, 

cultures were incubated for 16 h, and surface PPil activity determined. Data are the 

mean specific activity (in % of contro!) SEM, Mean control PP!l specific activities were 

1.0 and 1.2 pmol His-ProNH,/min/mg protein for A and B panels, respectively. The 

numbers of independent determinations are indicated inside bars. *“p<0.01 and 

™p<0,.001 compared to control, 

Fig. 8. Regulation of PPIl mRNA levels by TPA and forskolin, Adenohypophyseal cells 

were incubated with the indicated treatments as described in figure 5. Total RNA was 

purified and PPI] and G,;PDH mRNAs amplified by RTPCR. PCR products were 

Separated by electrophoresis; gel was stained and photographed. PPil and G,PDH 

bands were quantified by laser densitometry. Data in paneis A and B are the mean ratio 

of PPil over G,PDH mRNA levels (in % of control) + SEM. The numbers of independent 

determinations are indicated inside bars. **p<0.02 compared to control. 

Fig. 9. Regulation of PPIl mRNA levels by MeTRH, BrC and SRIF. Adenchypophyseal 

cells were incubated with the indicated treatments as described in figure 7, Total RNA 

was purified and PPIl and G;PDH mRNAs amplified by RTPCR. PCR products were 

separated by electrophoresis; gel was stained and photographed. PPIl and G,PDH 

bands were quantified by laser densitometry. Daia in panels A and B are the mean ratio
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of PPil over G;PDH mRNA levels (in % of control) + SEM. The numbers of independent 

determinations are indicated inside bars. ***p<0.01 and “**p<0.001 compared to 

control; “p<0.05 and ®""p<0.01 with respect to MeTRH. Panel C shows the result of 

a representative RT-PCR amplification in various experimental conditions.



24 

REFERENCES 

1, Lamberts SWJ, MacLeod RM 1990 Regulation of prolactin secretion at the level of 

the lactotroph, Physiol Rev 70: 279-318 

2. Martinez de la Escalera G, Weiner RI 1992 Dissociation of dopamine from its 

receptor as a signal in the pleiotropic hypothalamic regulation of prolactin secretion. 

Endoc Rev 13: 241-255 

3. Gershengorn MC, Osman R 1996 Molecular and cellular biology of thyrotropin- 

releasing hormone receptors. Physiol Rev 76:175-191 

4. De Lean A, Ferland L, Drouin J, Kelly PA, Labrie F 1977 Modulation of pituitary 

thyrotropin releasing hormone receptor levels by estrogens and thyroid hormones. 

Endocrinology 100:1496-1504 

5, Tashjian Jr AH, Osborne R, Maina D, Knaian A 1977 Hydrocortisone increases the 

number of receptors for thyrotropin-releasing hormone on pituitary cells in culture. 

Biochem Biophys Res Commun 79:333-340 

6. Garat B, Miranda J, Charli JL, Joseph-Bravo P 1985 Presence of a membrane bound 

pyrogiutamyl aminopeptidase degrading thyrotropin releasing hormone in rat brain. 

Neuropeptides 6:27-40 

7. O'Connor B, O'Cuinn G 1984 Localization of a narrow specificity thyroliberin 

hydrolysing pyroglutamate aminopeptidase in synaptosomal membranes of guinea-pig 

brain, Eur J Biochem 144:271-278 

8. Charli JL, Cruz C, Vargas MA, Joseph-Bravo P 1988 The narrow specificity 

pyroglutamate amino peptidase degrading TRH in rat brain is an ectoenzyme. 

Neurochem Int 13:237-242



25 

9, Wilk $ 1986 Neuropeptide-specific peptidases: does brain contain a specific TRH- 

degrading enzyme? Life Sci 39:1487-1492. 

10. Bauer K, Carmeliet P, Schulz M, Baes M, Denef C 1990 Regulation and cellular 

localization of the membrane-bound thyrotropin-releasing hormone-degrading enzyme 

in primary cultures of neuronal, glial and adenohypophyseal cells. Endocrinology 

127:1224-1233 

11. Vargas MA, Herrera J, Uribe RM, Charli JL, Joseph-Bravo P 1992 Ontogenesis of 

pyroglutamy] peptidase II activity in rat brain, adenchypophysis and pancreas. Dev 

Brain Res 66:251-256 

12. Uribe RM, Joseph-Bravo P, Pasten J, Ponce G, Méndez M, Covarrubias L, Charli 

JL 1991 Some events of thyrotropin-releasing hormone metabolism are regulated in 

lactating and cycling rats. Neuroendocrinology 54:493-488 

13. Bauer K 1988 Degradation and biological inactivation of thyrotropin releasing 

hormone (TRH): regulation of the membrane-bound TRH-degrading enzyme from rat 

anterior pituitary by estrogens and thyroid hormones. Biochimie 70:69-74 

14. Ponce G, Charli JL, Pasten JA, Aceves C, Joseph-Bravo P 1988 Tissue-specific 

regulation of pyroglutamate aminopeptidase Hl activity by thyroid hormones. 

Neurcendocrinology 48:211-213 

15. Vargas MA, Joseph-Bravo P, Charli JL 1994 Thyrotropin-releasing hormone 

downregulates pyroglutamy! peptidase II activity in adenohypophyseal cells. 

Neuroendocrinology 60:323-330 

16. Martin TFJ, Kowalchyk JA 1984 Evidence for the role of calcium and diacylglycerol 

as dual second messengers in thyrotropin-releasing hormone action: involvement of 

diacylglycerol, Endocrinology 115:1517-1526



26 

17. Martin TFJ, Kowalchyk JA 1984 Evidence for the role of calcium and diacylglycerol 

as dua] second messengers in thyrotropin-releasing hormone action: involvement of 

Ca**. Endocrinology 115:1527-1536 

18. Murdoch GH, Waterman M, Evans RM, Rosenfeld MG 1985 Molecular mechanisms 

of phorbol ester, thyrotropin-releasing hormone, and growth factor stimulation of 

prolactin gene transcription. J Biol Chem 260:11852-11858 

19. Ramsdelf JS, Tashjian AH Jr 1985 Thyrotropin-releasing hormone and epidermal 

growth factor stimulate prolactin synihesis by a pathway(s) that differs from that used 

by phorbol esters: dissociation of actions by calcium dependency and additivity. 

Endocrinology 117:2050-2060 

20. Yoshimoto T, Walter R 1977 Post-proline dipeptidy] aminopeptidase (dipeptidy| 

aminopeptidase IV) from lamb kidney. Biochim Biophys Acta 485:391-394 

21. Enjatbert A, Arancibia S$, Ruberg M, Priam M, Bluet-Pajot MT, Rotsztejn WH, 

Kordon C 1980 Stimulation of in vitro prolactin release by vasoactive intestinal peptide. 

Neuroendocrinology 31: 200-204 

22. Friedman TC, Wilk S 1986 Delineation of a particulate thyrotropin-releasing 

hormone degrading enzyme in rat brain by the use of specific inhibitors of proly| 

endopeptidase and pyrogiutamyl peptide hydrolase. J Neurachem 46: 1231-1239 

23. Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randal! RJ 1951 Protein measurement with 

the Folin pheno! reagent. J Biot Chem 193:265-275 

24. Chomezynski P, Sacchi N 1987 Single step method of RNA isolation by acid 

guanidinium thyocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal Biochem 162:156-159 

25. Uribe RM, Pérez-Martinez L, Covarrubias ML, Gomez OB, Covarrubias L, Charli 

JL, Joseph-Bravo P 1995 Phorbol ester or cAMP enhance thyrotropin releasing



27 

hormone mRNA in primary cultures of hypothalamic cells. Neurosc Let 201: 41-44 26. 

26, Schauder B, Schomburg L, Kéhrie J, Bauer K. 1994 Cloning of a cDNA encoding 

an ectoenzyme that degrades thyrotropin releasing hormone. Proc Natl Acad Sci USA 

91:9334-9538 

27. Tso JH, Sun XH, Kao TH, Reece KS, Wu R 1985 Isolation and characterization of 

rat and human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase cDNAs: genomic 

complexity and molecular evolution of the gene. Nucleic Acids Res 13: 2485-2502 

28. Chijiwa T, Mishima A, Hagiwara M, Sano M, Hayashi K, Inoue T, Naito K, Toshioka 

T, Hidaka H 1990 Inhibition of forskolin-induced neurite outgrowth and protein 

phosphorylation by a newly synthesized selective inhibitor of cyclic AMP-dependent 

protein kinase, N-[2(p-Bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide (H-89), 

of PC12D pheochromocytoma cells. J Biol Chem 265: 5267-5272 

29. Rawings SR, Hezareh M 1996 Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide 

(PACAP) and PACAP/vasoactive intestinal polypeptide receptors: actions on the 

anterior pituitary gland. Endoc Rev 17: 4-29 

30. Yajima Y, Akita Y, Saito T 1986 Pertussis toxin blocks the inhibitory effects of 

somatostatin on cAMP-dependent vasoactive intestinal peptide and cAMP-independent 

thyrotropin releasing hormone-stimulated prolactin secretion of GH, cells. J Biot Chem 

261:2684-2689 

31. Patel YC, Greenwood MT, Panetta R, Demchyshyn L, Niznik H, Srikant CB 1995 

The somatostatin receptor family. Life Sci 57:1249-1265 

32. Reisine T, Bell GI 1995 Molecular Biology of somatostatin receptor. Endocrine Rev 

16:427-442 

33. Martin TF, Bajjalieh SM, Lucas DO, Kowalchyk JA 1986 Thyrotropin-releasing



28 

hormone stimulation of polyphosphoinositide hydrolysis in GH, cell membranes is GTP 

dependent but insensitive to cholera or pertussis toxin. J Biol Chem 261:10141-10149 

34. Lee TW, Anderson LA, Eidne KA, Milligan G 1995 Comparison of the signalling 

properties of the long and short isoforms of the rat thyrotropin-releasing-hormone 

receptor following expression in Rat 1 fibroblasts. Biochem J 310:291-298 

35. Hoshi T, Garber SS, Aldrich RW 1988 Effect of forskolin on voltage-gated K* 

channels is independent of adenylate cyclase activation. Science 240:1652-1655 

36. Park TJ, Jim KT 1996 Cyclic AMP-independent inhibition of voltage-sensitive 

calcium channels by forskolin in PC12 cells. J Neurochem 66:83-88 

37. Audinot V, Rasolonjanahary R, Bertrand P, Priam M, Kordon C, Enjalbert A 1991 

Involvement of protein kinase-C in the effect of angiotensin-Il on adenosine 3',5'- 

monophosphate production in lactotroph cells. Endocrinology 129:2231-2239 

38. Caccavelli L, Cussac D, Pellegrini |, Audinot V, Jaquet P, Enjalbert A. 1992 D, 

dopaminergic receptors: normal and abnormal transduction mechanisms. Hormone Res 

38:78-83 

39. Lledo P, Legendre P, Israel J, Vincent J 1990 Dopamine inhibits two characterized 

voltage-dependent calcium currents in identidied rat lactotroph cells. Endocrinology 

127:990-1001 

40. Lledo P, Legendre P, Zhang J, Israel J, Vincent J 1990 Effects of dopamine on 

voltage-dependent ptassium currents in identified rat lactotroph cells. 

Neuroendocrinology 52:545-555 

41. Einhorn LC, Gregerson KA, Oxford GS 1991 D, dopamine receptor activation of 

potassium channels in identified rat lactotrophs: whole-cell and sinlge-channel 

recording. J Neurosci 11:3727-3737



29 

42. Israel JM, Kirk C, Vincent JD 1987 Electrophysiological responses to dopamine of 

rat hypophyseal cells in lactotroph-enriched primary cultures. J Physiol Lond 390: 1-22 

43. Schomburg L, Bauer K 1995 Thyroid hormones rapidly and stringently regulate the 

messenger RNA levels of the thyrotropin-releasing hormone (TRH) receptor and the 

TRH-degrading ectoenzyme. Endocrinology 136: 3480-3485



 
 

 
 

P
T
T
 

TD 
7 

0
0
 

0 
O
D
O
T
,
 

AAAA 

5 
. 
‘ 
S 
s 
. 
. 
. 
S 
. 
S 
S 
S 

 
 

, 

CTX + 
MeTRH MeTRH 

   
 

 
 

S
T
I
T
T
 

< 
POPP 

T 
L
A
T
 
P
O
L
L
 

T
T
 
t
O
 
t
a
 

S
E
 

a
a
 

P
O
O
P
I
E
 

O
L
D
 
O
D
E
D
 

Dt 
MN 

S
S
N
S
 
S
S
N
S
 

PRO 
A
E
C
 

A
C
C
A
 

CO 
ON 
S
N
S
 

SID 
P
O
O
P
 

O L
T
E
 

E
D
 
E
A
D
 

N
N
N
 

N
N
N
 

NN 
S
O
N
A
 

NSS 
O
O
O
O
 
A
T
L
 

E
E
 
E
L
 
O
E
 
A
A
D
 

O
O
T
P
 
T
E
L
E
 

E 
T
E
A
L
 

L
E
 

O
E
D
,
 

N
N
N
 

N
S
 
N
S
 

< 

akkkk 

   
 

 
 

P
I
I
I
 

I
I
 
I
T
I
P
 

A
I
A
 

V
N
 
S
N
 

N
N
 
N
N
N
 
N
N
N
 

POD 
A 
A
A
T
 

T
I
T
 
A
D
L
 

D
O
A
 

F
E
.
 

N
S
 
S
S
N
 

N
Y
 

COA 
LP 

E
A
L
 
L
T
T
 

8 
A
E
D
 

E
D
 

E
L
E
.
 

e
e
 
N
S
 

HO 
A
A
 
e
d
 
I
e
 

A 
A
A
L
S
,
 

O
N
 

S
N
 

N
S
 

ORCI 
I
C
A
 
R
N
S
 

S
S
N
 
S
U
N
N
 

P
O
P
E
 
E
A
T
 

P
I
A
 
D
P
D
 

O
A
 

D
O
 
E
D
.
 

N
S
 

P
A
L
A
 
A
A
R
C
 

kkk 

MeTRH PTX+ 

   
 

 
 

CTX 

   
 

 
 

7. 
N
N
N
 

N
N
N
 

OOP 
A
A
D
 

O
T
L
 
D
A
 
D
L
 
B
O
O
 
O
D
 
E
L
 

BD. 
Sos 

a 
s
s
 
s
o
y
 
E
s
 

x 
s
y
 

x 

   
 

 
 

7. 
P
O
P
P
A
 
B
A
O
 

P
L
 
L
E
A
P
 

L
A
T
 
O
P
A
 

O
L
 

A
T
 

D
t
.
 

O
N
S
 
S
N
 

N
N
 

N
N
N
 

P
A
P
A
L
 

L
L
L
 
D
A
E
 
I
L
L
 
A
A
 
D
D
D
 
D
D
.
 

P
O
P
P
E
 

L
O
E
 
A
L
 
T
L
 
D
O
D
D
 
O
D
.
 

e
e
e
 

N
I
N
O
S
 

S
N
S
 

P
O
O
P
I
E
 
P
A
P
A
 

E
E
 

A 
A
O
 

PT 
O
O
 

AO 
E
D
 

   
 

 
 

  
  

CONTROL PTX 

120 

100 - 

80 

60 

40 

20 

0 

(Jo1U0d 
Jo 

%) 
ApANoe 

o1j199dS 
|Iidd



 
 

16 

 
 

  & <q 

 
 

{Jo1U09 
yo 

%) 
AyAnoe 

oyIDedS 
[Idd   

time (h) 

10°§ 

 
 

 
   

3 
8 

¢ 
8
 

120 

(jo4.U09 
yo 

%) 
Aytanoe 

oyloads 
tidd   

FORSKOLIN (M) 

Fig. 2



 
 

  

 
 

   
 

 
 

 
    
 

 
 

   
 

 
 

  o
S
 

: r
e
t
 

. 5mM 

 
 

 
 

   
 

 
 

   
 

 
 

  
   
 

 
 

O
T
 

toque 
» 

Jo 2%) 
A
n
n
e
e
 

DIpI9 nods 
tia 

C
o
 

| 
<— dBcAMP ——> <—— IBMX ——~>



 
 

 
 

AAAA    
 

 
 

kak 

  A
 
 
 

 
 

kkkek 

  A
 
 
 

 
 

A
 

   
 

 
 

  Oo 
N
 
-
 

T 
qT 

* 
T 

2
 

Qo 
So 

o
 

©
 

st 
~- 

80-7 

2 N   o 

(jo4jU0d 
Jo 

%) 
APANOe 

Oy199dS 
Idd 

< 

MeTRH FORSKOLIN CONTROL 

 
 

kkk 
kkKK 

 
 

anan 

1 
’ 
7 
” 
7 
7 
7 
: 
’ 
” 

   
 

 
 

   
 

 
 

PRE R
E
A
R
A
R
 

N
S
 

One 
e 

8 
aa 
t
e
e
 

t
O
 

eae 
AT 
M
N
S
 

   
 

 
 

   
 

 
 

  o
 
N
 

pay ( 
ma 

Joajuod 
Jo 

%) 
AWANoR 

oII9edS 
Idd   

MeTRH dBcAMP CONTROL 

Fig 4



PP
Il
 
sp

ec
if

ic
 

ac
ti
vi
ty
 

(%
 

of
 
co

nt
ro

l)
 

  120 

100 - 

80 7 

60 7 

40 5 

20 4   

  

WY) 

kkkKk 

  

\\
 

-
 
|
 

        Le 

kkKKK 

  

    

AAAA 

  

—— 
14; 

    LL   
  

CONTROL FORSKOLIN TPA FORSKOLIN + 
TPA 

Fig 5



 
 

AAA 

 
 

 
 

AA 

aan 

. 
N 
N 
N 
S 
S 
. 
S 
S 
. 
. 
S 

C
L
E
 

T
E
 
t
T
 
t
O
 
E
o
,
 

   
 

 
 

P
E
L
L
 
D
L
P
 

D
O
P
O
D
 

E
P
P
A
 

O
O
 

D
D
 
L
D
 
D
O
P
E
D
 

A
L
E
S
.
 

N
N
 

 
 

  
e
e
e
 
N
N
N
 

N
N
N
 

P
O
O
P
 

A
L
L
E
L
E
 

T
O
T
 
T
A
T
 

L
D
 

A
D
D
 

L
D
 
N
P
D
 

AD 
L
D
L
.
 

x 
s 

Ss 
v
s
s
 

s
a
s
 

soy 
yy 

   
 

 
 

 
 

ake 

   
 

 
 

kkk 

  
VOR 
S
N
 

N
N
 
S
N
S
 

a
h
h
h
 

ok 
h
a
k
 

ra 
 
 

 
 

V
S
T
 
N
N
 

N
S
N
 
N
N
N
 

 
 

 
 

P
O
O
P
 
L
P
P
 
D
O
A
 

A 
L
O
E
 

O
E
D
 

A 
P
D
 

AE 
O
A
L
 

DL 
A
A
O
 

D 
LS. 

e
e
e
 
e
e
e
 

N
S
 

P
O
O
P
 
P
E
E
L
E
 

L
D
 
E
A
A
 

P
O
E
 
E
E
T
 

BT 
T
t
 

N
N
N
 
N
N
 

P
O
C
A
 

P
O
R
E
 
T
E
A
 

A 
A
T
E
D
 

D
D
 
E
T
E
 

E
T
E
 

e
e
e
 

e
e
e
 

S
N
 
N
N
 

N
S
 

C
O
O
P
 

D 
L
E
E
L
A
 
L
T
 

T
L
 

L
T
E
 

D
T
D
 
t
t
t
 

D
T
T
 

t
t
 

SN 
N
N
 

S
S
S
 
S
t
e
 

O
D
 
P
A
L
L
 
I
L
 
L
L
L
P
 

L
L
L
 

D
D
 

DD 
A
O
D
 

D
D
D
 
A
L
O
T
 
D
O
E
.
 

e
e
 

e
e
e
 

e
e
 
N
S
 

P
O
P
P
E
 

O
P
A
 
A
D
 

D
D
 
L
E
E
 
E
L
L
 
B
O
T
T
 
L
E
E
 

T
T
T
 

ET 
E
D
 

e
e
 
N
S
 

C
A
A
A
 

A
C
A
R
I
 

   
 

 
 

  120 

Tr 
T 

T 
r 

T 
v 

T 
sae 

a
 

a
 

oO 
o
 

oS 
T 

oO Oo 
©
 

wo 
t+ 

N
 

—
 

(joajuod 
yo 

%) 
AWAQoe 

o1199dS 
|idd   

PACAP + H89 + 
PACAP MeTRH 

MeTRH PACAP CONTROL H89 

 



 
 

 
 

  

 
 

   
 

 
 

   
 

 
 

   
 

 
 

   
 

 
 

   
 

 
 

   
 

 
 

  

P
A
I
 
C
e
 

N
N
N
 

P
O
O
D
L
E
 

T
T
 
O
L
 
T
T
D
 
E
E
E
 
P
O
O
 
E
t
.
 

N
N
N
 

BD 
R
R
R
 
R
R
A
 

A
L
L
L
 
L
L
I
N
 
I
I
A
 

N
O
 N
N
 
N
S
 

ae 
A
A
 

A
P
T
 

D D
T
 
D
L
L
 
E
D
 

ELD 
o
N
 

e
e
 

N
Y
 

P
A
L
A
T
E
 

O
T
 
O
T
 
O
O
O
 

T
A
T
E
D
 
t
t
 

N
O
I
R
E
 
UE IE OULU 

S
E
S
S
 

U
E
 

P
O
P
P
 
A
T
E
N
E
O
 

d
T
 
O
D
O
T
 

S
o
o
 

as 
s*s"50s05 

ysis 
v
s
s
 

POLO 
T
O
O
 

OO 
P
E
O
 

OO 
OA 

OE 
Od 

AD 
O
O
D
 

O
A
D
 
O
E
D
 

N
N
 
N
N
N
 

P
O
P
 

A
A
T
 
O
E
T
A
 

T
t
 
O
O
 

T
O
P
 

AE 
T
E
E
 

EO 
I
D
L
 

+ 
o
e
 

MD 
O
R
R
 

O
A
L
 
L
I
A
L
 

L
L
 

L
A
L
L
A
 

LILI 
IS, 

* 
e
e
e
 
S
N
 

Me 
O
L
E
 

O
D
T
 
E
T
T
 

E
E
L
 

D
P
D
 
A
O
D
 

BL 
ED 

DD 
* 
N
N
 
N
N
N
 

C
O
L
E
T
T
E
 

I
A
T
 

I T
E
E
 
E
E
L
 
E
D
 
D
A
D
 

D
D
 
E
O
D
 

* 
N
e
 

N
S
D
 

T
e
 
E
e
 

R
R
R
 

1
 FU Ld 

70 
0 
#
7
7
 

PO 
0 

7 
PO 

OE 
TD 

O
O
D
 

OD 
O
D
 

Te 
e
e
 

P
O
E
T
 

E
L
T
 

O
T
P
 
D
E
T
 

E
D
T
A
 

L
E
G
 

ED 
e
e
e
 

e
o
 

N
N
 

D
A
R
P
A
 

AR 
I
L
 
O
E
D
 

E
D
T
 

O
O
D
 

EL 
DE 

EE 
I
I
E
 

nS 
FE 

A
R
O
R
A
 
R
A
R
E
R
 

OR 
T
O
E
 

LT 
t
t
 

E
E
O
 

ee 
ON 

N
N
N
 

N
N
N
.
 

PO 
P
A
P
 
P
E
O
N
 

T
I
A
A
 

A D
L
T
 
D
D
 

N
N
N
 

P
R
P
 

E 
E
R
E
 
E
E
T
 

T
T
 

Ot 
TO 

L
T
 

tt 
bt 

n
e
 

e
e
 

N
e
 

T
I
 

ITD 
T
O
T
 

DT 
TD 

TD 
OD 

D
D
 
D
O
D
O
 

T
O
D
 
D
P
T
 
P
P
P
 

o
e
 

N
N
N
 

T
E
 O
R
R
 

e
e
 
e
e
 

N
O
 

x 
P
S
E
A
 

E 
AL 

A 
A
D
A
 

A 
L
A
T
 

LL 
OO 

A
A
O
 

BD 
D
O
E
.
 

em 
N
N
N
 

* 
A 
P
A
P
E
E
T
E
 

L
T
T
 
I
D
E
T
 
E
L
I
 
O
A
 

O
D
 

em 
N
N
N
 

N
N
N
 

“ 
BO 
P
O
P
P
A
 

O T
O
A
 
O
L
E
 

A
D
M
D
 
A
D
 
E
I
D
E
 

N
e
 

N
S
 

B
T
A
 

B
E
T
 

E
O
I
 

E
O
D
 
L
O
O
 

T
D
D
 

tS. 
e
e
 

N
n
 

N
N
N
 

7 
TT 

IIIT 
ar 

O
E
S
 

a
r
e
a
 

a
r
e
a
 
r
e
a
t
 e is 

* 
N
N
 

N
N
 

A
E
A
 

ARE R
E
E
 

x 
1
0
 
N
S
 

Re 
Ra 

aa 
a
a
n
 

e
e
e
 

ee 
* 
S
S
E
 

SC 
ES 

Ct 
e
e
e
 

ra 
ee 

ele 
ea 

ae 
* 

S
V
N
 

S
N
S
 
N
S
N
 
N
N
N
 

P
A
A
R
 

E
R
E
 

R
E
C
A
 
ICAEA 

N
N
 

N
S
 

a 
e
e
 

“ 

L
P
I
A
 

ITI 
N
T
T
 TIT 

STI 
S
T
I
T
T
 

17 
r 

N
I
N
N
 

N
N
N
 
S
N
S
 

O
E
 
P
A
R
E
 

O 
 t 

t
t
t
 

dt 
t
t
 

Or 
ae 

N
N
 

P
O
R
E
 
O
T
T
 

T
A
T
E
 

T
L
 
E
O
D
 

NR 
e
e
 
N
N
N
 

W
A
L
A
 

e
a
d
 

t
O
 
O
O
D
 

OO 
E
O
D
 

O
E
 

OT 
D
t
 

S
E
 
e
e
t
 

yy ty® 
>. 

A
A
 

A 
C
C
C
 

N
e
 
N
S
 

P
O
P
O
L
 

A
A
T
 
E
O
E
 
E
E
T
 

N
S
 

yar aa 
‘“L 

“2. 
Z 

—
T
 

T 
T 

T 
T 

T 

(jo1U0D 
yo 

%) 
ApANOe 

OyWI!9edS 
fidd 

< 

BrC + SRIF SRIF + 
MeTRH 

Brc CONTROL MeTRH 
MeTRH 

 
 

 
 

WiEy 

   
 

 
 

 
    
 

 
 

   
 

 
 

   
 

 
 

   
 

 
 

   
 

 
 

  
« 
,N~ 

£ LSS 
* "
W
S
 

SS 
NN 

N 

f
e
 

T
W
 

S WN 

a 

(Jo1}U09 
Jo 

%) 
Aylayoe 

oyloads 
Idd   

SRIF SRIF + 
MeTRH 

BrC + 
MeTRH 

Brc CONTROL MeTRH 

Fig 7



 
 

  

 
 

kkkk 

7 

‘ ’ 
7 
7 
¢ 
7 
¢ 
7 
2 
7 
’ 
‘ 
’ 
7 
: 
7 
7 

e
r
r
r
 

e
e
r
e
 
r
n
g
:
 

   
 

 
 

  

* 
O
C
P
D
 

t
L
 
O
L
D
 

D
E
 
T
T
T
 

tal 
N
N
N
 

= 
P
A
R
A
 

A
 

N
N
 

x 
P
A
C
A
 

e
e
 
N
N
N
 

N
S
N
 
N
N
 

eo 
C
O
O
 
R
A
R
 

T
e
a
 

La oe 
ta 

x 
ON 
N
N
 
N
N
 

P
A
R
A
L
 

N
N
N
 
N
S
S
 

N
Y
 

POOLE 
E
R
A
T
E
 

O
T
 
L
L
 
T
E
D
 

N
N
N
 

PICA 
E
A
C
 

N
N
 
S
N
S
 

P
O
O
L
 
E
O
L
A
 

E
L
 

t
t
 et oa 

tN 
x
y
 

s
y
s
 

 
 

 
 

s 

s 

7, 
N
N
N
 

a
7
 

77 

XN 
x 
N 

. 

F770 
7
D
 
P
T
T
 

O
T
 

0 A
O
E
 

o
N
 

N
S
 

L
T
T
 

E
E
T
 
E
t
 
e
e
 
oa 

N
s
 

P
O
P
P
 

T 
L
T
 

EL 
OO 

t
t
e
 

M
N
 
N
N
 
N
S
 

7 
77 

V
s
 

ae 
e
e
 
S
N
 

ae 
aie 
N
S
 

lela 
le 

C7, 
M
S
 

: 
ee 

77, 
ae 

oor 
7 

aoe 

\ N 

7, 
VN 

7 
N
S
 

7 
a
 

. 
S 
‘ 

. 
‘ 

NS 
NN 

vs 

ws 
s 

r
r
 

N
O
N
U
N
 

US 
U
N
O
N
O
N
O
N
O
N
S
N
 
N
N
N
 

N
8
8
 
8
 

¢ 
ae 

¢ ¢ 7 y 

MN 

. 

VSS 

P
P
 
P
P
P
 
p
e
t
e
 

7, 

7: 

M
S
 

x 
a
n
c
e
 

N
N
 

N
Y
 

7 
one 

P
E
R
E
R
A
 

R
R
 
E
R
I
 

* 

7 
° 

4 
r
e
n
e
e
 

o
e
 

N
S
 

Ace ce 
es 

N 
r
i
n
s
e
s
 

4 

“N 
NNN 

7 

S 
SNS 

¢ 

’ 

786828 < 
7 Se 7 
. 
PN NS 7 
- 
7 
? 
¢ 
¢ 
7 
? 
¢ 
2 
7 
y 
7 
7 
? 
’ 

. 

NS 
7 
7. 

7 
“Ss 

¢. 

4 
M
N
S
 

VA 
e
e
 

N
N
N
 

L
k
 

h 
L 

4 

. 
ies 
. 

   
 

 
 

120 

T 

oO 
o
 

8 JO1JUOD 
JO 

%) 
WNUYUWI 

Idd   
TPA FORSKOLIN CONTROL 

 
 

 
 

   
 

 
 

 
   

7 

 
 

 
 

 
 

5] eo 

   
 

 
 

 
 

  A
 
 
 

 
 

  120 

a 

T 
T 

T 
tT 

oO 
oO 

Oo 
Qo 

co 
wo 

vt 
™N 

100 + 

(J04,U09 
JO 

%) 
W
N
H
W
 

IIdd   
FORSKOLIN FORSKOLIN TPA CONTROL 

+ TPA 

§ 9



< 

 
 

  

 
 

  N
S
 

O
8
9
 

0 
e
a
e
 
e
7
0
8
 

8 t
a
r
a
 
e
e
 

 
 

 
 

C
O
C
T
S
C
T
T
 

TT 
e
e
e
 

e
e
 
r
e
r
e
 

   
 

 
 

- 

akik 

   
 

 
 

  
O
R
A
N
G
 

R
E
A
R
 

E 
E
A
A
 

E
E
E
 
E
E
E
 

S
Y
 

 
 

 
 

120 _ 

1005 

  
JO4JUOS 

4O 
%) 

Y
N
Y
W
 

Idd 

MeTRH Brc SRIF CONTROL 

 
 

 
 

  
i
 

N
Y
 

 
 

al 
 
 

WN 
 
 

  \ 2
 —
 

 
 

 
 

NN 

   
 

 
 

 
    
 

 
 

kak 

3 

   
 

 
 

\N 
 
 

  
   
 

 
 

2
8
 

(joa}u 

mM 

  
2289 

° 
r
 

+ SRIF 
SRIF MeTRH MeTRH 

+ Brc 
Brc CONTROL MeTRH 

~q— G3PDH 

PP Il 

 
 

  

 
 

  
 
 

{ 

 
 

  

CONTROL MeTRH MeTRH 8&rc 
+ Brc 

Fig 3


	Portada 
	Índice
	Abreviaturas 
	Resumen 
	Introducción 
	Antecedentes 
	Objetivo
	Estrategía Experimental   
Metodología  
	Resultados
	Discusión 
	Conclusiones y Perspectivas
	Referencias
	Publicaciones 



