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RESUMEN 

La secrecién es el mecanismo mds importante para la 

comunicacién entre las células de un organismo. En las células secretoras 
el calcio es de fundamental importancia en el acoplamiento estimuio- 

secrecién. La hipdtesis del calcio pestula que el incremento en la [Ca?]; 
es necesario y suficiente para activar la secreci6n. 

El acoplamiento estimulo-secrecién ha sido muy estudiade en los 
gonadotropos de fa hipdfisis anterior, que sintetizan y secretan ias 
hormonas gonadotropinas en respuesta a la hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH) hipotaldmica. La estimulacién de los receptores 
a GnRH en fos gonadotropos activa fa produccién de 1P3, con la 

consecuente liberacién de calcio de las pozas intraceiulares. La GnRH 

ademas, produce un influjo de calcio proveniente de! medio extracelular 
por medio de canales dependientes de voltaje. Estas respuestas causan 

un incremento en la [Ca], que lleva a la secrecién de las 

gonadotropinas. 
El estudio de gonadotropes en cultivos primarios resulta dificil 

debido a que estas células constituyen una proporcién pequefia de la 
poblacién celular total de la hipdéfisis y ademds no se pueden dividir en 

cultivo. Estas dificultades han podido ser resueltas gracias al desarrollo de 

lineas celulares inmortalizadas. Una de elias es la linea «13-1, que expresa 
Gnicamente fa subunidad alfa de las hermonas glicoprotéicas, pero 
presenta receptores especificos para la GnRH acoplados positivamente 

a la produccién de IP3. La activacién de los receptores para GnRH en 
estas células causa un incremento bifdsico en la concenitracién 

intracelular de calcio. La linea celular «T3-1 ha sido ampliamente utilizada 

para estudiar las vias de sefalizacién intraceiviar acopladas al receptor 

de GnRH, asf como la regulacién de la expresién de los genes de la 
subunidad a y de los receptores para GnRH. Sin embargo, ia regulacién 

de la secrecién en estas células no ha sido estudiada. Resultados 
preliminares de nuestro grupo de trabajo mostraron que dos distintos 
estimulos, que sé sabe elevan la [Ca?*},, tenifan sin embargo efectos muy 
distintos sobre la secrecién: mientras que la GnRH no era capaz de 

estimuiaria, ia jionomicina, un fiondforo de calcio, la_ estimulaba 

significativamente. Con base en estos resultados, se planted como 

objetivo de este trabajo, caracterizar las respuestas tanto en secrecién 

como en la [Ca]: a estos y otros tratamientos, y caracterizar también los 

receptores liberaderes de calcio de las pozas iniraceiulares en estas 

células. 
La determinacién de la secrecién por precipitacién con TCA de 

proteinas totales marcadas con *S, mostré que ia incubacién por 60



minutos con GnRH no juvo ningun efecto sobre la secrecién de proteinas 

en las células «73-1. Otros tratamientos que incrementan fa 
conceniracién intracelular de calcio, como la despoiarizacién por alto 

potasio o con veratridina, tampoco estimularon la secrecién, y de hecho 
causaron una figera inhibicibn. La determinacién de la [Ca]; en 

poblaciones celulares cargadas con el fluoréforo Indo-1, mostré que la 
GnRH produce una respuesta bifdsica, que consiste en un pico rapide, 

seguido por una meseta ligeramente superior al nivel basal que se 

sostiene durante varios minutos. La amplitud de la respuesta es 

dependiente de ia dosis dé GnRH. El pico depende de la liberacién de 

- Calcio de las pozas intracelulares, mientras que la meseta depende del 
influjo de calcio extracelular. 

La caracterizacién de los receptores liberadores de calcio de las 

pozas intracelulares revelé la ausencia de cantidades detectables de 

receptores de ryancdina, y la presencia de receptores de |P3, saturables, 

con un solo sitio de unién, una Kd de 3.18 nM y una densidad de 50.5 
fmoles/mg de proteina. 

La despoiarizacién por KC} 50 mM produjo un incremento rapido y 
sostenido en la [Ca2+],, que aparentemente depende de la activacién 
de canales de calcio dependientes de voliaje. El hecho de que estos 

tratamientos qué causan un incremento en la [Ca2*]i no estimulen la 

secrecion, sugiere que las células «13-1 presentan algtin defecto en el 

acoplamiento entre estos estimulos y la secrecién, que se encuentra en 
un nivel posterior al incremento de calcio intracelular. 

Por el contrario, el tratamiento por 60 minutes con ionomicina, 

produjo una estimulacién dependiente de ia dosis en la secrecién de 

proteinas al medio de incubacién en las células aT3-1, lo que demuestra 

que las células son responsivas, y capaces de secretar ante 

determinados estimulos. Las respuestas en calcio intracellular a 
jionomicina fueron muy similares a las observadas con GnRH: respuestas 

bifdsicas, de amplitud dependiente de la dosis, cuyo componente rapido 

depende de Ia liberacién de caicio de las pozas intraceiulares, mientras 

que el componente sosienido depende del influjo de calcio del medio 
extracelular. La cantidad total de calcio invoiucrada en las resouestas a 
ionomicina y a GnRH en los primeros tres minuios no. difirid 
significativamente, lo que sugiere que cuantitativamente no hay 
diferencias enire estas dos respuesias. Sin embargo, la respuesta a GnRH 

no fue suficiente para estimular la secrecién, mientras que la de 

ionomicina si. Esto sugiere que el incremento en la [Ca?*}i no es suficiente 
para activar la secrecién y que debe existir alguna diferencia cualitativa 

entre las respuestas en calcio a ionomicina y a GnRH que no puede ser 

detectada con el método que se utiliz6 en este trabajo.



1, INTRODUCCION 

}. Importancia‘de la Secrecién como mecanismo de comunicacién. 

La secrecién es el proceso mediante el cual una substancia 

sintetizada dentro de una célula es liberada al exterior de ésta, 

generalmente para poder ejercer una accién sobre otras células del 

organismo (en caso de la secrecién endocrina), o bien para ser vertida al 

exterior del organismo y cumplir otras funciones (en este caso se habla 

de secrecién exocrina, y no hablaremos de ella en el presente trabajo}. 

En cuanto a la secrecién endocrina, segun las células blanco de la 

substancia secretada, se habla de efectos de varios tipos: a) endocrinos, 

cuando la substancia es vertida en el torrente sanguineo o liquidos de 

transporte del organismo y ejerce una accién sobre células distantes al 

lugar de la secrecién, b) paracrina, en la que la substancia acta sobre 

células vecinas a la secretora y c} autécrina, en la que la substancia 

tiene efectos sobre la misma estirpe celular que la produjo. 

En cualquier caso, la secrecién es un mecanismo de gran 

importancia para la comunicacién entre distintas células en el organisrno, 

ya que las substancias secretadas llevan un mensaje que reguia las 

funciones de las células blanco y da informacién del estado de las 

células secretoras y del organismo en general. En los organismos 

pluricelulares la comunicacién entre las distintas células es fundamental 

para el funcionamiento del mismo. Sin esta comunicacién no seria 

posible la existencia de organismos pluricelulares, ya que es necesario 

que exista una integracién de todas las funciones celulares para el 

funcionamiento adecudado y la supervivencia del organismo. La 

secrecién, como mecanismo de comunicacién intercelular desempefia



enionces un papel fundamental en el funcionamiento integral de los 

arganismos pluricelulares. 

La secrecién entonces, es uno de los mecanismos mas imporiantes 

de comunicacién entre células y érganos, y de ella dependen una gran 

variedad de funciones fisioldgicas, entre las que se encuentran, solo por 

mencionar algunas, el metabolismo, la proliferacién y diferenciacién 

celular, la transmision de sefales nerviosas, la contraccién muscular, la 

reproduccién, etc. 

La secrecién se puede llevar a cabo de distintas maneras, 

dependiendo de la naturaleza de la substancia secretada. Si ésta es 

linosoluble, puede atravesar la membrana de !a célula que la sintetiza y 

salir de esta manera al medio circundante. En cambio, si es hidrofilica, no 

puede afravesar por sf misma la membrana celular, y para salir de la 

célula necesita ser empacada dentro de vesiculas membranales. Estas 

vesiculas, ante un estimulo adecuado, sé fusionan con la membrana 

plasmatica, liberando asi su contenido al exterior celular. Este proceso es 

conocido como exacitosis, y es el mecanismo que emplean jas células 

para secretar las hormonas de naturaleza proteica, asf como una gran 

variedad de neurotransmisores y nevuromoduladores. 

La exocitosis es un proceso muy complejo, que involucra el 

empaquetamiento de la substancia que se va a secretar en las vesiculas 

membranales, el transporte de éstas hacia la membrana plasmadtica, y su 

fusion con ella. Todo el proceso es finamente regulado por mecanismos 

intracelulares que se desencadenan en respuesia a un estimulo 

determinado. Este estimulo externo, debe ser fraducido por la célula 

sacretora para desencadenar el proceso de exocitosis, de manera que 

ocurra el acople del estimulo con la secreci6n.



2. Ele Hipotdlamo-Hipéfisis-Génadas: eiemplo de requiacién de la 

secrecién por factores endocrinos. 

Uno de los ejemplos mds claros de comunicacién y regulacién a 

través de la secrecién hormonal esta representado én el eje hipotdiamo- 

hipdfisis-gonadas. La comunicacién entre los elementos de este eje 

permite el control central de la reproduccién en todos los vertebrados. 

En cada una de las partes de este eje, se puede ver a su vez cémo Ia 

integracién de estimulos y su acoplamiento con Ja secrecién mantienen 

al sistema informaco del funcionamiento del mismo, asi como de sefiales 

externas, lo cual permite que siga funcionando de forma écordinada 

con e| estado general del organisrmno. 

En el conire! de la reproduccién inierviene una gran cantidad de 

érganos del sistema neuroendécrino, que establecen complejas redes de 

comunicacién. Sin embargo, el conirol central de las funciones 

reproductivas reside en ciertos elementos que se encueniran en la base 

del cerebro y en Ja hipdfisis, por lo que, para simplificar su estudio, se 

habla de un eje hipotdlamo-hipéfisis-gonadas en el cual cada uno de los 

organos mencionados regula al siguiente mediante la secrecién de 

hormonas y ademds existen asas de retroalimentacién tanto positiva 

como negativa a todos los niveles, que informan al sistema del grado de 

funcionamiento del mismo. 

2.1 Funcionamiento del Eje Hipotdlamo-Hipofisis-Gonadas. 

La reproduccién en todos los organismos esta regulada por 

factores tanto externos (como la duracién del dia, la disponibilidad de 

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

wa



internos {entre las que sé encuentran ej] metabolismo, el peso, la 

cantidad de grasa, las emociones y algunos otros}, qué convergen a 

través de la secrecién de neuromediadores y neuromoduladores, en una 

via final comin de integracién, que son las células GnRHérgicas en el 

hipotdiamo. La infegracién de todos los estimulos que reciben estas 

células tiene como resultado la secrecién pulsdtil de la hormona 

liberadora de gonadotropinas (GnRH) en et sistema portal hipotdlamo- 

hipofisiario a través de terminales axénicas en la eminencia media. Por 

medio det sisterna poria, este factor liberadeor es transportado a la 

hipdfisis anterior, donde actila sobre sus células blanco, los 

gonadotropos, en los que estimula tanto la sintesis como la secrecién de 

las gonadotropinas (hormona luteinizante o LH y hormona estimulante de 

los foliculos o FSH) a la circulacién sistémica. De esta forma, la sefal 

hipotaldmica es amplificada varias veces, ya que una molécula de GnRH 

es capaz de facilitar la liberacidbn de varias moléculas de 

genadotropinas. Aunque la GnRH estimula la liberacidn de ambas 

gonadotropinas, aparentemente es mds potente para estimular la 

liberacién de LH que la de FSH (Clark y Cummins, 1982). 

Al parecer, la liberacién pulsdatil de la GnRH es necesaria para la 

resouesta adecuada de la hipdfisis, ya que la administracién continua de 

GnRH a células hipofisiarias de rata en perfusién abate la secrecién de LH 

y FSH (Smith y Vale, 1981) 

La LH es secretada por la hipdfisis también en forma pulsdtil, en 

respuesta a los pulsos de GnRH. En la oveja, los pulsos de LH presenfan 

una clara sincronia temporal asf como una buena correlacién en 

amplitud con los de GnRH (Clarke y Cummins, 1982; Levine et al., 1982}. 

Se ha observado que, después de una peaquefia dosis de GnRH, los 

gonadotropos presentan una respuesta mucho mayor a una segunda



dosis, es decir, la GnRH tiene un efecto facilitader o potenciador (priming 

effech sobre los gonadoilropos. Para explicar este efecto, se ha 

propuesto que se da un cambio de orientacién de los microfilamentos lo 

cual provoca una migracién de los grdnulos de gonadoiropinas hacia 

zonas cercanas a la membrana, de donde pueden ser liberados mds 

facilmente en respuesta a una segunda estimulacién (Fink, 1988). 

Este trabajo se centrard en la regulacién que ejerce la GnRH sobre 

la liberacién de las gonadotropinas en la hipdfisis, por lo que hablaremos 

de este aspecto con mayor detalle mds adelante. 

Una vez secretadas a la circulacién sistémica, las gonadotropinas, 

viaian hasta sus érganos blanco, que son las génadas. Las células de las 

génadas tienen receptores para la LH y la FSH, las cuales modulan 

distintas funciones en estos érganos. La FSH actua en el testiculo sobre las 

células de Sertoli para estimular la espermatogénesis, mientras que la LH 

actta principalmente sobre las células de Leydig, donde estimula la 

oroduccién de testosterona y estradiol. En ef ovario, la FSH estimula a las 

células de la granulosa para inducir el desarrollo de ios foliculos y la 

sintesis de estradiol, ademds de aumentar la capacidad de respuesta a 

la LH en estas células. La LH a su vez, promueve Ia ovulacién mediante ja 

degradacién del foliculo de Graaf por medio de la activacién de 

proteasas séricas y adermds estimula a las células de la granulosa, a las 

de la teca y a las células lUteas, donde promueve la sintesis de estradiol, 

progesterona y testosterona. En las génadas, !a sefia! secretora iniciada 

en el hipotdiamo y en la hipdfisis, se amplifica alin mds, ya que cada 

molécula de LH y de FSH es capaz de estimuilar la liberacién de varias 

moléculas de las hormonas esteroides. 

Los esteroides sexuaies secretados por las génadas en respuesta a 

las gonadotropinas, tienen efectos sobre las mismas gdénadas,



principalmente en la reguiacién de la gametogénesis, y ademds tienen 

una gran cantidad de efectos exiragonadales, entre ellos la 

coordinacién de cambios en el Utero, vagina y gldndulas mamarias en la 

hembra como preparacién para la cdpula, fertilizacién € implantacién, 

la aparicién y mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios, la 

modulacién de la conducta y la libido a nivel del sistema nervioso 

central, etc. Los estercides gonadales ademds, ejercen asas de 

retroceomtrol janto positive como negativo a nivel hipoialamico e 

hipofisiario, regulando asi directa o indirectamente la secrecién de GnRH 

y gonadotropinas. 

3. Elcalcio como acoplader en el proceso estimulo-secrecién. 

El calcio es considerado como un segundo mensdjero universal, 

que interviene en la regulacién de una gran diversidad de funciones 

celulares entre las que se encuentran la transcripcién de algunos genes, 

la contraccién muscular, y en particular la secrecién tanto de hormonas 

en las células endocrinas como de neurotransmisores en el sistema 

nervioso. La liberacién de! contenido vesicular por exocitosis se ha 

convertido en el proceso mds estudiado en el que se ha establecido e| 

papel crucial que juega el calcio como el elemento activador y 

controlador del proceso. 

Fl conocimiento del papel del calcio en el acoplamiento estimulo- 

secrecién surgié a partir de los esiudios sobre liberacién cuGntica de 

transmisores en la placa neuromuscular, realizados por Bernard Katz y sus 

colegas a lo largo de varios aos (Katz, 1969). Esta visidn fue extendida a 

otras células excitables, como las células cromafines y las beta
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pancredticas y pronto surgid la “hipdtesis del calcio” en la que se 

consideré a este ion como el mecanismo universal de contro! en el 

acopiamiento estimulo-secrecién (Douglas, 1968). Las observaciones 

cruciales que correboraron esta hipdtesis en la exocitosis fueron: 1} Se 

requiere calcio extracelular para producir la liberacién de transmisores, 2) 

los canales de calcio activados por voltaje permiten el influjo de calcio a 

la célula, fa magnitud del cual determina ta cantidad de transmisor 

liberada, 3) procedimientos que elevan la concentracién de calcio 

intracelular inducen la exocitosis, y el bloqueo del influjo de calcio inhibe 

la secrecién (Katz y Miledi, 1967; de! Castillo y Stark, 1952). 

El concepto de que el calcio controia la exocitosis parecia 

aplicarse también a las células no excitables, que carecen de canales 

de calcio activades por voltaje. Esto se basdé en las siguientes 

observaciones: 1) la estimulacién antigénica de mastocitos o baséfilos de 

rata depende de la concentracién de calcio extraceiular y es 

mimetizada por la entrada de calcio (Foreman, Hallett y Mongar, 1977), 

2) ta inyeccién de calcio en mastocitos induce secrecién (Kanno, 

Cochrane y Douglas, 1973), 3) los iondédforos de calcio producen 

respuestas secretoras en masiocitos (Cochrane y Douglas, 1974; Penner y 

Neher, 1988a), células RBL (Beaven et al., 1987}, neutréfilos (Rubin, Sink y 

Freer, 1981) y plaquetas (Feinman y Detwiler, 1974). Adernds, estudios que 

utilizan indicadores fluorescenies de calcio han mostrado incrementos en 

la concentracién intracelular de calcio ([Ca?*]i) en respuesta a la 

estimulacién con secretagogos en practicamente todos os tipos de 

células no excitables investigados (Tsien, Pozzan y Rink, 1984). Ahora se 

sabe que en el caso de las células no excitables, la fuente principal de 

calcio son los depésitos intracelulares de este ion, liberados por segundos 

mensajeres, y no el calcio extracelular. En las cétulas no excitabies el



  

calcio extracelular es necesario sobre todo para rellenar las pozas 

intracelulares de calcio. En este caso el calcio liberado de los depésitos 

intracelulares es considerado como un “fercer mensajero” (Penner y 

Neher, 1988 b). 

A partir de todas estas observaciones, se consideré durante las 

Ultimas décadas que el aumento én Ia [Ca?*], que ocurre en las células 

secretoras como respuesta a diferentes estimulos que activan la 

secrecién es necesario y suficiente para producir ta exocitosis en todas las 

células capaces de llevar a cabo esta funcién. Sin embargo, estudios 

recientes en células no excitables, sugieren que el aumento en la [Ca?*}; 

no es necesario ni suficiente para activar la exocitosis, ya que se ha 

observado que la exocitosis se produce aun con niveles basales de 

calcio intracelular, y que en algunos casos, la elevacién en la [Ca2*], no 

produce secrecién (Penner y Neher, 1988 a, b). 

En las células excitables, por el conirario, la hipdtesis del calcio 

sigue siendo aceptada como mecanismo de acoplamiento.estimulo- 

secrecién. 

3.1 Mecanismos de _accién del calcio en el acoplamiento_estimulo- 

secrecion 

Aunque el mecanismo por medio del cual el calcio produce el 

acoplamiento estimulo-secreci6n no ha podido ser completamente 

elucidado, se cree que por un lade puede participar en fa fusién de las 

vesiculas de secrecién con la membrana plasmdtica y que puede 

ademds regular las interacciones entre las vesiculas de secrecién y 

algunos elementos del citoesqueleto. Dichas interacciones pueden ser 
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importantes en la regulacién de !a exocitosis, ya sea manieniendo jas 

vesiculas cerca de la membrana plasmatica listas para su fusién con ésta 

{como en el caso de las terminales nerviosas}, o previniendo e!| acceso 

de los grdnulos secretores a la membrana plasmdtica hasta que se 

presente un estimulo adecuado para activarla fen el caso de las células 

endocrinas}. Estas interacciones vesicula-citoesqueieto, son 

generalmente mediadas por proteinas que pueden ser citosdélicas, del 

citoesqueleto, o proteinas integrales de la membrana de las vesiculas de 

secrecion. 

Aigunas proteinas citosdlicas (como la sinapsina | en el caso de las 

neuronas}) cuando se encueniran desfosforiladas se unen con una alia 

afinidad a la membrana de las vesicuias de secrecién y a los filamentos 

de actina del citoesqueleto, manteniendo las vesiculas ancladas a éste 

e impidiendo asi que se acerquen a la membrana. Por el contrario, 

cuando estas proteinas son fosforiladas, su afinidad por las vesiculas 

disminuye notablemente, permitiendo asi la transiocacién de éstas hacia 

la membrana plasmatica. La fosforilacién de estas proteinas es flevada a 

cabo frecuentemente por una cinasa dependiente de calcio- 

caimodulina, de modo que cuando aumenta la concentracién de 

calcio por un estimulo externo, las vesiculas pueden ser liberadas del 

anclaje al citoesqueleio, para acercarse a la membrana piasmatica 

(Lindstedt y Kelly, 1987). 

Otras proteinas reguladas por calmodulina como el caldesmon, a 

concentraciones bajas de calcio {0.1 uM), se unen a los filamentos de 

acting, y pueden producir su entrecruzamiento. En presencia de 

concentraciones micromolares de calcio, la unién del caldesmdn a los 
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filamentos de actina es inhibida, y el caldesmén se puede unir entonces 

reversiblemente a los granulos de secrecién. El incremento de calcio por 

ia activacién celular podria resultar en el desprendimiento del granulo de 

los filamentos de actina y la unién det caldesmon a ia vesicula podria 

regular interacciones con ia membrana plasmdtica o con el 

cltoesqueleto cercano a ésta y coadyuvar asi a la exocitosis (Burgoyne, 

1990). Se ha observado que los grdnulos en células que se encuentran 

secretando activamente estdn unidos a la membrana por estructuras 

filamentosas. El caldesmén o proteinas relacionadas podrian estar 

involucradas en este tipo de uniones. La fodrina es otra proteina que 

podria también jugar un papel similar. 

Se conocen también proteinas integrales de la membrana de las 

vesiculas secretoras que pueden estar relacionadas con la exocitosis, 

como la SV2, la p65, la sinaptobrevina o Ia sinaptofisina. Estas proteinas 

pueden también unirse a caicio y a calmodulina . Se cree que la 

sinaptofisina puede estar involucrada en !a formacion del poro de fusién 

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

3.2 Mecanismos de requlacién de la [Ca**}ien las células excitables 

Dada la importancia de la [Ca?*], en la regulacién de las funciones 

celulares, no es sorprendente que las células presenten diversos 

mecanismos para regular la concentracién de este ion. 

En condiciones fisioldgicas, la concentracién de calcio libre en el 

exterior celular es alrededor de cuatro érdenes de magnifud mayor que 
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en el interior. Dentro de la céluia, sélo una pequena parte de} calcio esta 

fore en el cifosol, y la mayor parte se encuentra unido ya sea a 

proteinas citosdlicas solubles, o a superficies membranaies. La mayor 

parte def calcio esiad contenido dentro de compartimentos 

membranales, como las mitocondrias (Heh! et al., 1996), el complejo de 

Golgi, el nucleo y en particular el reticulo endopldsmico, donde su 

concentracién puede exceder varios milimoles por litro (Pozzan et al., 

1997}, En el citopiasma de la célula en reposo, la [Ca?*] es mantenida en 

niveles basales mds o menos estables (en un intervalo enire 10% - 107 M) 

por mecanismos sensores que regulan dicha concentracién, ya sea por 

medio del aimacenamiento de! Ca?* en los depédsitos intracelulares antes 

mencionados o de su transporte hacia el exterior celular por medio de 

bombas de calcio e intercambiadores Nat-Ca?* en la membrana 

plasmatica. Ademds existen candles de calcio ténicamente actives que 

contribuyen a la entrada de calcio y bornbas e intercambiaderes que 

sacan calcio de la célula en ausencia de estimulaciones eléciricas o 

quimicas y ayudan a establecer la [Ca?*} basal. mantenimiento de Ia 

concentracién basal de calcio citopldsmico es necesario para la 

homeostasis celular, ya que las concenitraciones aitas de Ca durante un 

tiempo prolongade tienen efectos foxicos para jas células y pueden 

inducir la apoptosis (Schwartzman, R. y Cidlowski, J., 1993). 

El almacenamiento del calcio dentro de las pozas intraceiulares, 

principalmente el reticulo endopldsmico, es realizado por enzimas 

ATPasas, que utilizando energia obtenida a partir de Ia nidrdlisis del ATP 

son capaces de fransportar el calcio en contra de su gradiente de 

concentracién hacia el interior de la poza, en donde se alcanzan 

concentraciones de calcio muy elevadas gracias a la capacidad de 

“qmortiguar” el calcio mediante su union a projeinas del tipo de las 
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calsecuestrinas y las calreticulinas dentro del depédsito (Pozzan et al., 

1994). La actividad de la ATPasa de calcio es reguiada por las 

concentraciones tanto citopldsmica como intraluminal de este ion y 

también por cinasas dependientes de calcio y calmodulina. La ATPasa 

de calcio del reticulo endopidsmico puede ser inhibida 

farmacolédgicamente por un sesquiterpeno llamado thapsigargina. 

Generalmente existe una fuga pasiva de calcio de las pozas 

intracelulares hacia el citoplasma, ta cual es reveriida por Ila ATPasa de 

calcio, que recaptura el ion en las pozas, de manera que si esta enzima 

es inhibida, hay una liberacién pasiva de la poza_ intracelular, 

incrementandoseé la [Caz] en el citoplasma (Pozzan et al., 1996). 

Hemos dicho que la hipdétesis del calcio sostiene que el incremento 

en ia [Ca%} producido por un estimulo adecuado en las céluias 

secretoras, acopla el estimulo con la secrecién. Ahora bien, gcdmo 

ocurre y como es regulado este incremento en la [Ca?*}i? 

En las céluias excitables, el incremento en la [Ca?*}i en resovesia a 

estimulos externos es regulado bdsicamente por dos mecanismos 

diferentes: por una parte, en la membrana piasmatica existen canales de 

calcio dependientes e independientes del voltaje, que al abrirse 

permiten el flulio de este lon hacia el interior celular, a favor de su 

gradiente de concentracién. Por otro lado, algunos segundos mensajeros 

provocan ta movilizaci6én del Ca?+ almacenado en los depdsiios 

intracelulares, al interactuar con receptores especificos localizades en las 

membranas de dichos depésitos, que al activarse permiten la apertura 

de canales de Ca? en ésias (Penner y Neher, 1988b). A continuacién se 

hablard brevemente de cada uno de estos dos mecanismos. 
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- Canales de calcio de la membrana plasmdGtica: 

Existen diferentes tloos de canales de calcio en la membrana de 

distintas células. En general los canales de calcio se clasifican (por los 

mecanismos que los activan} en canales dependientes de voltaje y 

canales independientes de ésie. Entre los independientes del voliaje 

existen canales activados por ligandos, y también canales activados 

mecdnicamente, por tensidn, ademds de los canales pasivos que 

contribuyen a la [Ca?*} basal, 

El mecanismo de mayor importancia para la entrada de calcio en 

respuesta a un estimulo externo en las células excifables es la apertura 

de canales dependientes de voltaje. Estos canales han sido clasificados 

de acuerdo con caracteristicas funcionales como la conductancia 

unitaria, la dependencia del voltaje y del tiempo en sus cinéticas de 

apertura y cierre, su farmacologia y su distribucién celular (Tsien y Tsien, 

1990}. .La clasificaciébn que mds se utiliza divide a tos canales 

dependientes de voltaje en cinco tipos: L, T, N, P y Q. Cada uno de estos 

tioos de canales tiene una sensibilidad al voliadje y una farmacologia 

distintas, es decir, se activan con cambios de voltaje de distinta magnitud 

y se pueden bloquear con ciertas drogas especificas para cada tipo, 

aunque en muchos casos algunas de estas propiedades se sobrelapan 

entre cistinios tipos de canales, por lo que es necesario analizar varias de 

ellas para distinguir el tipo de canai que se observa (Stea et al., 1995). Es 

frecuente que en una misma célula coexistan mds de un tipo de canales 

(Bean et al., 1989). 

Recientemente, las técnicas de la biologia molecular han 

permitido la clonacién y secuenciacién de las proteinas que forman los 

distintos tipos de canales, y esto ha abierfo un gran campo dé esiudio en 

la relaciédn estructura-funcién de estos, permitiendo también entender en 
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detaile algunos de los mecanismos de apertura, cierre y regulacién de 

los canales iénicos. Los canales de caicio dependientes de voltaje son 

camplejos heterooligoméricos. Por ejemplo, el canal tipo L del muscuio 

esquelético esta compuesto por cinco subunidades llamadas a,a2 B y ¥. 

La subunidad al es la que forma el poro y es el sitio de accién de los 

agonistas y los antagonistas de los canales fipo L (Stea et al., 1995). 

Los canales de calcio dependientes de voliaje se abren ante 

estimulos que despolarizan la membrana celular y se inactivan a 

determinados potenciales de membrana, que varian segun el tipo de 

canal. Cuando se abren ante una despolarizacién, producen corrientes 

entrantes de calcio que contribuyen de manera significativa al 

incremento de la [Ca**} y pueden ser responsables del disparo de 

potenciales de accién en algunas células. 

Los canales de calcio dependientes de voliaje pueden ser 

modulados selectivamente por neurotransmisores, proteinas G, cinasas 

de proteinas y mensajeros difusibles. 

- Liperacién de las pozas intraceluiares de caicio: 

Dentro de los organelos membranales que guardan calcio en su 

interior, aparentemente sdlo el reticulo endoplasmico puede liberar 

calcio de manera rapida (Pozzan et al., 1994]. Este compartimento se 

considera la poza intraceiular de calcio mds imporiante, y su liberacién 

juega un papel cruciai en e! acopiamiento de un gran numero de 

estimulos con respuestas celulares, entre ellos la contraccién muscular y 

la secrecién. Se conocen varios tipos de receptores activadores de lias 

pozas intracelulares de calcio, entre ellos los receptores a inositol 1,4,5 

trifosfato (IP3). Estos receptores son canales de calcio que se abren 

cuando el segundo mensajero [P3 se une a ellos. Ademdas, fa actividad 
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de los recepiores a IP3 es regulada por la concentracién tanto 

citoplasmica como intraluminal de calcio (Stojilkovic et al., 1994) y 

también puede ser regulada por cinasas de profeinas como la 

dependiente de AMP ciclico (PKA) y la dependiente de diacilglicero| 

(PKC). 

Otro tipo de receptores que movilizan Ca?* de depdsitos 

intracelulares en distintos tipos de células (entre ellas las neuronas y las 

células musculares} son ios receptores conocidos como receptores de 

ryanodina, ya que son sensibies a un alcaloide asf llamado. Estos 

receptores son también activades por la cafeina y nucledtides de 

adenina y se han relacionade con mecanismos de liberacion de calcio 

inducidos por el propio calcio (Tsien y Tsien, 1990). 

La liberacién de las pozas intracelulares de calcio por la accién de 

segundos mensajeros produce un incremento muy rapido en la [Ca?*}, 

generalmente de corta duracién debido al vaciado de la poza. Para 

volver a llenar las pozas intracelulares de calcio es necesario que entre 

calcio del medio extracelular. 

La liberacién de calcio de las pozas intraceluiares se relaciona 

ademas con el influjo de calcio transmembranal mediante el mecanismo 

llamado “entrada capacitativa de calcio”. Esto se da por medio de 

canales en la membrana que son activades cuando la concentracién 

de calcio en las pozas intracelulares disminuye a un determinado nivel. 

Aparentemente, hay una activacién mecadnica del canal por alguna 

proteina de la membrana del reticulo endopldsmico que se activa 

cuando se vacia la poza (Petersen, 1996 }. 
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4, Gonadotropos: un_ modelo para el estudio de la regulacién de la 

Uno de los tipes celulares que mds se han utilizado como modelo 

para estudiar la regulacién de la secrecién hormonal y el papel del Ca? 

en el acoplamiento entre el estimulo y la secrecién son los gonadotropos 

de la hipéfisis anterior, Los gonadotropos constituyen entre el 5 y el 15% 

de la poblacién celular totai de la hipdfisis (Childs, 1986) y como ya se 

dijo, sintetizan y secretan las hormonas conocidas como gonadotropinas, 

(LH y FSH), en respuesta a la hormona liberadora de gonadotropinas 

(GnRH}, que es secretada por el hipotdiamo en el sistema portal 

hipotdiamo-hipofisiario. El 80% de los gonadoiropes contiene ambas 

hormonas: el 10% contiene sdlo LH y el 10% sélo FSH (Fink, 1988). 

La LH y la FSH son hormonas glicoprotéicas, con un peso molecular 

de 28-29 kDa, formadas por dos subunidades llamadas aifa y beta, unidas 

por enlaces no covalentes. La llamada subunidad alfa es comun en 

ambas hormonas, asi como en la hormona estimulante de la tiroides 

(TSH), mientras que la subunidad beta es especifica de cada una de 

ellas. La subunidad alfa libre es secretada por los gonadotropos en 

respuesta a la estimulacién con GnRH con un patrén pulsatil similar al de 

la secrecién de la LH y la FSH y una desensibilizacién paralela ante ja 

estimulacién continua con la hormona liberadora (Weiss ef al., 1990}. 

Las gonadotropinas estan glicosiladas con carbohidratos como N- 

acetil galactosamina y N-acetil glucosamina, lo cual es una 

caracteristica importante para su reconocimiento por sus receptores en 

las génadas (Pierce, 1988). 
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14.1 Mecanismo de accién de la GnRH en la secrecién de 

gonadotropinas. 

Los gonadotropes presenfan receptores especificos para la GnRH, 

los cuales pertenecen a la superfamilia de receptores de siete segmentos 

transmembranales acoplados a proteinas G. 

Al unirse Ia GnRH a sus receptores en la superficie de los 

gonadotropos, dichos receptores activan proteinas G del tipo G./Gu, 

(Shah y Milligan, 1994), que a su vez estimulan a fa enzima fosfolipasa C 

para hidrolizar fosfolipides de membrana come el} difosfate de fosfaticdiil 

inositol (Naor, 1990). Esto produce la formacién de dos segundos 

mensajeros: trifosfato de inositol {IP3) y diacilglicero! (DAG) (Berridge, 1987: 

Morgan et al., 1987; Chang et al., 1988}. EI DAG activa a la enzima cinasa 

de proteinas C (PKC), que es capaz entonces de fosforilar otras proteinas, 

entre ellas algunas de las proteinas que favorecen las interacciones 

entre las vesiculas de secrecién y el citoesqueleto o la membrana, lo 

cual, como ya se dijo, puede coniribuir a la activacién de la exocitasis. La 

PKC puede también fosforilar canales iénicos, incluyendo canales de 

calcio en Ia membrana, lo que coniribuye al incremento en la [Caz]. El 

iP3 por su parte, se une a receptores especificos localizados en el reticulo 

endoplasmico y abre canales de caicio, lo cuai produce un aumento 

transitorio en la concentracién de este jon en el citoplasma. La liberacion 

de las pozas iniraceluiares de calcio es de gran importancia en el 

acoplamiento estimulo-secrecién, sobre todo en células no excitables 

(Penner y Neher, 1988b}), pero también en células excitables, como los 

gonadotropos. Por ejemplo, se ha observade que la thapsigargina, que 

bloquea a la enzima Ca?+-ATPasa que secuestra el calcio en las pozas 

injracelulares, causa secrecién por si misma en dosis alrededor de 20 mM 

(ECs0}, mientras que dosis menores, que no tienen efecto por sf mismas 
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sobre la secrecién, bloquean aquella estimulada por la GnRH (McArdie y 

Poch, 1992). 

En condiciones de reposo, los gonadotropos presentan un 

potencial de membrana de alrededor de -50 mV. A este potencial, la 

mayor parte de los canales de calcio y de sodio dependientes de voltaje 

estan inactivos. El incremento en la [Ca?+} debido a la liberacién de las 

pozas intracelulares activa canales de potasio dependientes de calcio 

(Ise y Hille, 1992; Vergara et al., 1995; Heyward ef al., 1995}, lo cual 

produce comientes salientes de potasio que resultan en una 

hiperpolarizacién de la membrana del gonadotropo. Esto remueve la 

inactivacién de ios canales de calcio y de sodio, que se activan 

entonces, produciendo el disparo de varios potenciales de accién. La 

despolarizacién producida por los canales de sadio activa a su vez a los 

canales de calcio dependientes de voliaje y esto produce la entrada de 

calcio del medio extraceluiar, incrementando la respuesta de caicio 

intracelular a GnRH (Tse y Hille, 1993}. Cuando hay oscilaciones en la 

[Ca2*],, se producen hiperpolarizaciones ritmicas (Tse y Hille, 1992) y el 

potencial de membrana puede a su vez modular la frecuencia de las 

oscilaciones de [Ca]; (Kukuljan ef al., 1994). La PKC puede también 

modular tanto las corientes de K*t dependientes de calcio 

fincrementando ia corriente por una accién directa sobre el canal}, 

como ta frecuencia de las oscilaciones de[Ca?*}: (probablemente por 

una inhibicién de ia fosfolipasa C) (Tse et al., 1995). 

Tanto la entrada de calcio a través de canales en ia membrana 

plasmdatica como la liberacién de las pozas intracelulares producidas por 

la GnRH en los gonadotropos, generan un incremenio en la 

concentracién de catcio citoplasmdtico [Ca?*li que puede sequir 

bdasicamente tres tipos de dinGmicas (Leong y Thorner, 1991; Guerineau et 
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al., 1992:): respuestas subumbrales (que consisten en un incremento 

pequefio y transitorio en la [Ca*}i que no llega a producir respuesta de 

secrecién), oscilatorias o bifdsicas. Estos Uitimos dos tipos de respuesta se 

han relacionado con eventos secretores, y se descripen con mds defalle 

a continuacion. 

A) respuestas oscilatorias, 

Cuando la concentracién de GnRH aplicada a los gonadotropos 

es menor de 10 nM, se produce un incremento en ja [Ca?*]; que al llegar 

a un cierto umbral comienza a presentar una serie de oscilaciones con 

una amplitud que llega hasta 3 mM y cuya frecuencia depende de la 

concentracién de GnRH aplicada, la cual se refleja a su vez en la 

concentracién de |P3 producido en la célula (la frecuencia puede ser 

hasta de 30 min”) (Stojilkovic ef al., 1994; Leong y Thorner, 1990). Este tipo 

de respuesta puede producir pulsos de secrecién paralelos a las 

ascilaciones en la [Ca]i, La generacién de oscilaciones tiene ademas la 

ventaja de mantener una secrecién comparable a la que se obtendria 

con una elevacidén sostenida de la [Ca?*}i reduciendo los efectos téxicos 

del calcio (Tse ef al., 1993}. El patrén oscilatorio ha sido observado 

también én otros tipos celulares, como los linfocitos T (Dolmetsch y Lewis, 

1994), las neuronas y las células pancreGticas (Gilon et al, 1993; Bergesten 

et al., 1994}. 

Aunque algunos autores sugieren aue e! patrén de oscilaciones 

depende exclusivamente de la liberacién de calcio de depésitos 

intracelulares (Guerineau ef al. 1992), en algunos modelos 

experimentales se ha visto que la generacién de oscilaciones depende 

también del influlo de Ca? del medio extraceluiar (Dolmetsch y Lewis, 

1994). Se han propuesto dos modelos distintos para fratar de explicar el 

21



mecanismo de la generacién de oscilaciones en fa concentracién 

intracelular de este ion. Uno de ellos propone ia existencia de dos pozas 

intracelulares de caicio diferentes: una sensibie al IP3 y ia otra sensible a 

la ryanodina, entre las cuales opera un mecanismo de liberacion de 

calcio inducido por el propio calcio que las acopla (Stojilkovic et al., 1994; 

Lytton y Nigam, 1992). La alternancia entre la liberacién y el secuestro del 

Ca? entre las dos pozas, en conjunto con la entrada de calcio del medio 

extracelular, explicaria las oscilaciones en la concentracién de este ion. 

Aparentemente en los gonadoiropos las oscilaciones dependen de una 

sola poza intracelular de calcio, sensible a IP3, y los receptores de 

ryanodina no parecen tener ningGn papel en las respuestas de calcio 

intracelutar ni en el acoplamiento estirnulo-secrecién en estas células 

{Stojikovic et al., 1994). 

El modelo que mejor explica fa generacién de oscilaciones de 

calcio en los gonadotropos propone ia existencia de una sola poza de 

calcio intracelulor, sensible a IP3. La produccién de este segundo 

mensqajero lipera calcio de esta poza, produciendo un incremento en la 

[(Ca2*}, La [Ca2*} tiene un efecto bifdsico sobre los receptores de !P3: a 

bajas concentraciones tiene un efecio positive, mientras que a altas 

concentraciones tiene un efecto negativo. La actividad del receptor de 

IP3 tarnbién es modulada por la concentracién de caicio infraluminal. 

Cuando Ja poza esta llena, su sensibilidad al segundo mensajero es baja, 

mientras que cuando disminuye la concentracién intraluminal de calcio, 

esta sensibilidad se incrementa, de manera que al producirse una 

liceracién inicial no es necesario mantener una conceniracion de iP3 

consianteé para continuar con la liberacién de ia poza. Las oscilaciones 

en la {Ca} no requieren tampoco que ocurran oscilaciones en la 
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concentracién de IP3 para iniciarse ni para mantenerse. Cuando la poza 

se libera y aumenta la [Ca?*], los receptores de IP3 son regulados 

negativamente, de manera que cesa esta liberacion. Como ya se dijo, el 

incremento en la [Ca?} activa una cormiente saliente de potasio 

dependiente de calcio (por medio de canales sensibles a la apamina}, lo 

que produce una hiperpolarizacién de la membrana que remueve ia 

inactivacién de los canales de calcio y de sodio dependientes de 

voltaje. Al activarse los canales de sodio se dispara una serie de 

potenciales de accidén, lo que hace que se activen a su vez los canales 

de calcio y entre Ca2* a la célula. La ATPasa de Ca? del reticuio 

endopldsmico bombed este ion al interior del depdsito, y las bombas en 

la membrana plasmdatica sacan calcio de ta céluia, disminuyendo la 

{Cat} y reiniciando asf el ciclo. La generacién de oscilaciones de calcio 

en los gonadotropos ha sido simulada con algunos modelos 

matematicos (Goldbeter et al., 1990; Keizer y De Young, 1992; Li ef al., 

1994} 

Ademas de las oscilaciones temporales, la compleja dinadmica que 

sigue el Ca intracelular produce gradientes espaciales en las 

concentraciones de este ion, es decir, ja [Ca] es diferente en distintas 

zonas del citoplasma celular. Dada la velocidad de difusién de los iones 

de calcio en el cifoplasma, se cree que en los tiempos relevantes para 

las respuestas fisioldgicas las sefiales de calcio deben estar restringidas a 

zonas cercanas a aquellas en donde eniran los jones a través de los 

canales en la membrana o donde son liberados a través de los canales 

de |P3. Estas zonas ocupan aparentemente volimenes subcelulares muy 

pequefios, dentro de los cuales probablemente la concentracién de 

calcio es mucho mayor de lo que se ha estimado (Augustine y Neher, 
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1992b). Esto se ha demostracdo directamente en espinas denadriticas en 

neuronas del hipocampo (Mueller y Connor, 1991) y en somas de 

neuronas simpaticas (Hernandez-Cruz et al, 1990). En células cromafines, 

la entrada de caicio a través de canales en ia membrana plasmatica es 

mucho mds efectiva para estimular la secrecién que la elevacién de! 

calcio a niveles similares por liberacién de pozas intraceiulares o por 

didlisis a través de una micropipeta, lo que sugiere que al entrar calcio 

por dichos canales la [Ca] que se alcanza en la vecindad de ésios (y 

probablemente en las zonas dé exocitosis) es mucho mayor que el 

promedio que se mide con Fura-2, mieniras que cuando se eleva la 

[(Ca2} por los otros métodes la respuesta no ilega con fa misma 

intensidad a las zonas de exocitosis. Esto demuestra indirectamente que 

deben haber gradientes subcelulares en la [Ca?*}; (Augustine y Neher, 

1992a). En los gonadotropos se han obtenido resultados similares. Por 

medio de deferminaciones de la secrecién por medidas de la 

capacitancia membranal, se ha observado que hay mucha mas 

secrecién cuando la [Ca?*} es elevada mediante la aplicacién de GnRH 

(por la liberacién de pozas intracelulares} que cuando se eleva de 

manera uniforme por medio de la fotdlisis de calcio enjaviade. Esto 

demuestra también de manera indirecta que ante la estimulacién 

fisioldgica hay gradientes espaciales de calcio y que la medicién 

promedio de la [Ca?*} en la céiula subestima las concentraciones de 

este ion en algunos sitios relacionados con ia exocitosis y con las pozas 

intracelulares que liberan Ca? (Tse et al., 1997). La determinacién de la 

[Ca2*}; en sifuaciones en las que hay gradientes espaciaies presenia 

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

Cuando la concentracién de GnRH aplicada a los gonadotropos 

es de 10 nM © mayor, la respuesta en la [Ca]; en los gonadotropos 

presenta un patrén bifdsico, que consiste en un incremento inicial rapido 

y de gran ampiifud pero de corta duracién en la [Ca**]i seguido por una 

elevacién menor pero sostenida por encima del nivel basal de la [Ca?+}; 

(meseta}, sin presentar oscilaciones. Aparentemente, fa respuesta rapida 

depende de la liberacién de las pozas intracelulares de calcio, mientras 

que la sostenida depende del influjo de calcio extracelular. Este tino de 

resouesia produce una secrecién sostenida de gonadotropinas. Se ha 

reportado que los gonadotropos pueden presentar una secrecién 

transitoria, que depende Unicamente de la fiberaciédn de las pozas 

intracelulares y se puede presentar aun en ausencia de calcio 

extracelular (Tse ef al., 1993; Chang et al., 1988; Naor et al., 1988: McArdle 

y Poch, 1992). / 

Aparentemente estos tipos de respuestas (subumbrales, oscilatorias 

y bifdsicas), asi como la frecuencia de oscilaciones en el segundo tipo de 

respuesta, son una forma de codificar las diferentes sefales producidas 

por distintas concentraciones de los agonisias que ias regulan (Leong, 

1991). 

Para evitar los efectos tdxicos del calcio, la concentracién de este 

ion regresa al nivel basal unos minutos después de fa estimutacién, 

mediante los mecanismos de recaptura del calcio en las pozas 

intracelulares, y su salida a través de canales o bombas en la membrana 

plasmdtica.



5. Células «13-1: Un modelo para el estudio de los gqonadotropos. 

Uno de los obstdculos para analizar los mecanismos de 

transduccién que utiliza la GnRH para regular la secrecién de las 

gonadoiropinas es el hecho de que los gonadotropos constituyen sdlo 

entre el 5 y el 15% de la poblacién celular total de la hipdfisis (Childs, 

1986). La incapacidad de los gonadotropos para dividirse en cultivo limita 

el nUmero de células que puede ser obtenida en cultives primarios 

(Tougard y Tixier-Vidal, 1994). Estas dificultades han podido ser superadas 

al menos en parte gracias ai desarrollo de algunas lineas celulares 

transformadas de gonadotropos de ratén, entre las que se encuentra la 

Hamada aT3-1 (Windle et al., 1990). Las células «T3-1 fueron desarrolladas 

mediante Ja técnica de tumorigénesis genéticamente dirigida, uniendo el 

promotor del gen que codifica para la subunidad alfa de las hormonas 

glicoprotéicas con el gen del antigeno T del virus SV40. Este gen hibrido 

fue Inyectado en ovocitos fecundados de ratén, que fueron implantados 

en hembras pseudoembarazadas para su desarrollo. Al nacimiento, 

algunos de los productos presentaron tumores hipofisiarios a partir de uno 

de los cuales se pudo aislar la Ifnea celular «13-1. Esta linea sintetiza y 

secreta Unicamente la subunidad alfa de las hormonas glicoprotéicas, sin 

embargo expresa receptores especificos para la GnRH pero no para la 

TRH, lo que la define como una linea celular dei linaje de los 

gonadoitropos (Windle et al., 1990). 

Los receptores para la GnRH expresados en las células aT3-] 

presentan una afinidad por la GnRH similar a la de los receptores que se 

expresan en la hipdfisis de ratén y de rata (Kd = 0.50 nM) y una densidad 

aproximadamente 5 veces mayor (1.6 pmol/mg contra 0.33 pmot/mg en 

hipdfisis de ratén). Aunque no es posible hacer una comparacién directa 
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de las células aT3-1 y los gonadoitropos, ya que éstos representan 

aproximadamente el 10% de las células hipofisiarias, ef ntUmero de 

receptores en las células aT3-1 no parece ser significativamente distinto 

que en los gonadotropos (Horn ef al., 1991). 

Los receptores para la GnRH en la linea celular a73-1 estan 

acoplades positivamente a la hidrdlisis de fosfoinositideos a través de 

proteinas G del tipo Ga/Gn (Shah y Milligan, 1994), con la consecuente 

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

La uniédn de la GnRH a sus receptores en estas células produce un 

incremento bifadsico en ia [Ca?*}, similar al observado en gonadotropos 

normales (Merelli et al., 1992; Anderson et al., 1993;), cuyo primer 

componente (pico) involucra la liberacién de Ca2* dependiente de IP3 

asf como la entrada de calcio del medio extracelular a través de 

canales operados por segundos mensajeros, mieniras que el segundo 

(meseta} involucra la entrada de Ca por medio de canales activados 

por ja cinasa de protefnas C (Anderson et al., 1992}. Sin embargo, no se 

han observado oscilaciones de Ja [Ca?*}; en esta linea celular. Ademas, la 

movilizacién de Ca?* en respuesta a la GnRH en las células «13-1 tiene 

una sensibilidad de uno a dos ordenes de magnitud menor que los 

geonadoitropes neormales (Merelli ef al., 1992; Stojilkovic ef al., 1993}. La 

activacién de los receptores para la GnRH en estas células aumenta 

también la actividad de canales de calcio dependientes de voltaje 

(Bosma y Hille, 1992]. Estas células presentan canales de caicio tanto de 

tipo T como de tipo L (Horn et al., 1991), ademds de canales de sodio 

sensibles a tetrodotoxina, y varios tipos de canales de potasio, que 

incluyen canales sensibles a calcio (Bosma y Hille, 1992). 
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La GnRH ademéds estimula la transcriocién del gen de la hormona « 

glicoprotéica y regula la cantidad de receptores para la propia GnRH en 

la superficie de estas células (Windle et al., 1990; Ben-Menahem et al., 

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

La linea celular aT3-1 ha sido utilizada ampliamente para estudiar la 

regulacién de Ia transcripcién del gen de la hormona a-glicoprotéica asi 

como Ja expresién funcional y el reciclaje de los receptores para la GnRH 

(Windle et al., 1990; Ben-Menahem et al., 1992; Barnhart y Melion, 1994). 

Sin embargo, la regulacién de Ia secrecién hormonal en ésta linea 

celular no ha sido estudiada. 

1.5.1 Antecedentes inmediatos (resultados preliminares). 

Resultados preliminares de nuestro grupo de trabajo mostraron que 

al tratar a las células aT3-1 con distintos farmacos que se sabe producen 

un incremento en la [Ca?*];, resultaban en distintas resouestas secreforas: 

mientras que algunos iratamientos (como algunos iondforos de calcio) si 

eran capaces de estimular la secrecién, otros (entre ellos la GnRH) eran 

completamente inefectivos para desencadenar la respuesta secretora 

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

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

Estas observaciones sugieren que jas células aT3-1 presentan un 

defecto en el acoplamiento funcional entre la sefal producida por la 

GnRH y la secrecién hormonal y proveen las bases para proponer que el 

aumento transitorio bifasico de la [Ca?*}, que se sabe es producido por 

la GnRH en estas células, no es suficienie para causar la exocitosis. Es 
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posible que en las células aT3-1 esté ausente algiin componente de la 

respuesta de Ca? disparada por la GnRH, el cual puede ser substituido 

farmacolégicamente por la accién de un iondéforo de calcio. 

desacoplamiento entre la activacién de los receptores para la GnRH y la 

secrecién podria ser el resultado de un defecto en los mecanismos de 

movilizacién de calcio de las pozas intracelulares, aunque no se puede 

descartar la posibilidad de que los mecanismos efectores de la exocitosis 

en estas células presenten una menor sensibilidad al calcio, o un umbral 

de activacién de la exocitosis mas alto que los gonadotropos normales. 

Las células aT3-1 pueden por lo tanto representar un modelo Unico para 

estudiar este paso crucial en el acoplamienito enire las sefales 

estimuladoras y la secrecién. 

Il, OBJETIVOS 

General: 

Estudiar el papel del calcio en el acoplamiento estimulo-secrecién 

en células endocrinas, utilizando como modelo a las células «13-1. 

Particulares: 

- Comprobar mediante ensayos de unidn especifica de 

radicligandos, la presencia de los receptores que liberan las pozas 

intracelulares de calcio en las células aT3-1, especificamente los 

receptores de IP3 y de ryanodina. 

- Caracterizar las resouestas tanto de secrecién como en la 

concentracién de calcio intracelular a la aplicacién de GnRH, a la 

despolarizacién de la membrana piasmadtica por alto potasio, y a la 

ionomicina, un iondéforo de calcio. 
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Ill. MATERIALES Y METODOS 

1. Cultivo celular 

Las céluias «73-1 entre los pasajes 10 y 30 fueron cultivadas sobre 

cajas de petri de 10 cm de diGmetro (Costar corporation, Cambridge. 

MA}, con medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbeco (D-MEM} 

suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/ml! de penicilina- 

esireptomicina (P-S}, 100 U/mi de gentamicina y 0.3 mg/mi de glutamina 

(GIBCO BRL). Los cultivos se mantuvieron dentro de un incubador a 

temperatura constante de 37°C con alta humedad y 5% de CO: El 

medio se cambiéd cada 3 dias. Cuando las céiulas alcanzaban una 

confluencia del 90-100% eran subcultivadas disociGndolas con una 

solucién salina balanceada con iripsina al 0.05% y EDTA-4Na 0.53 mM 

{Gibco BRL} y centrifugandolas a 800 rom por 8 minutos en und centrifuga 

clinica, para después resuspenderias y resembrarlas en con medio de 

cultivo, 

2. Ensayos de unién especifica de 3H-ryvanodina_y de 3H-Ins 14,5 P3 a 

membranas de la fraccién microsoma! de las células aJ3-1. 
  

Con el objeto de comprobar la presencia de los receptores de Ins 

1,4.5 P3 y la ausencia de los receptores de ryanodina, y caracterizar asf 

los mecanismos de liberacién de calcio de las pozas intracelulares en 

esta linea celular, se realizaron ensayos de unién especifica de 3H- 

ryanodina y de 3H-Ins 1,4,5 P3 a membranas de la fraccién microsomal de 

las células aT3-1. La técnica que se utilizé para realizar e! fraccionamiento 
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subcelular es una modificacién de !a descrita por Damiani et al. {1991} y 

se describe brevemenie a continuacién. 

2.1 Obtencién de la fraccién microsomal de membranas de las células 

a13-1 

Se cultivaron, para cada extraccién de membranas, 40 caias de 

petri de 10 cm de didmetro con células aT3-1. Cuando llegaron ai 80- 

90% de confluencia, se les retird el medio de cultivo, y se agregaron 2 mi 

de un buffer de lisis {sacarosa 0.25 M, MOPS 10 mM, DTT 1 mM} con 

inhibidores de profteasas (PMSF 0.2 mM, benzamidina 0.2 mM, pepstatina 2 

mg/ml, leupeptina 2 mg/ml, aprotinina 2 mg/mi) frio. Las células se 

despegaron de! plato con un raspador Costar, y se transfirieron a tubos 

de centrifuga, manteniendo los tubos en hielo. Una vez colectados los 80 

mi en dos tubos de 50 mi, se centrifugaron las células a 800 rom en una 

centrifuga clinica, se les retird el medio, se determind ei peso hUmedo de 

las células, y se resuspendieron en el mismo buffer de lisis, en un volumen 

de 5 veces su peso himedo. Se lisaron las células por homogeneizacién 

(teflén-vidrio por un minuto a la velocidad maxima del homogenizader) y 

sonicacién (3 pulsos de 1 minuto) , y se aislaron las membranas de Ia. 

fracci6n microsomal mediante las _ siguientes centrifugaciones 

consecutivas: 10 minutos a 1000 X g para eliminar los nUcleos y fas células 

que quedaron enteras, seguido de 20 minutes a 7700 X g para eliminar las 

mitocondrias y finalmente 60 minutos a 110,000 X g para precipitar la 

fraccién microsomal. Esta fue resuspendida y homogenizada en un 

volumen pequefio (aprox. 500 ul) del buffer de lisis y se hicieron alicuotas 

de 50 ul que se guardaron a -70°C, 
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Una vez extraidas las membranas, se determiné !a concentracién 

de proteinas en el exiracto mediante el método descrito por Lowry ef al. 

(1951}, y se caiculé e| volumen de! extracto de membranas necesario 

para obtener 100 ug de proteina, cantidad que se utiliz6 para los ensayos 

de unidn. 

2.2 Ensayos de uniédn con 3H-ryanodina 

Los ensayos de unién de 3H-ryanodina (segun Hamilton et al., 1989} 

se realizaron incubando 100 ug de membranas con HEPES 10 mM, KCI 300 

mM y CaCle 100 mM pH 7.2, y 7.5 nM de 3H-rya durante 15 a 17 horas a 

temperatura ambiente. Para cuantificar la unién inespecifica, a algunos 

tubos se les adicionéd 25 mM de ryanodina fria. Se ufiliz6 un volumen {otal 

de 200 ul en cada tubo, y cada determinacién se realizé por triplicado. 

La ryanodina no unida a las membranas se separé de la unida por 

filtraciédn. Las muestras fueron filtradas con filtros Whatman GF/F y lavadas 

5 veces con 5 mi de KCI 0.3 M. La radioactividad retenida en los filtros fue 

determinada por conteo en centeileo liquide. Como control positive, y 

para validar el méfodo, se utilizaron membranas microsomales de 

musculo esquelético {reticulo sarcopldsmico} y de cerebro (fraccién 

microsomal) de rata. Estas Ultimas, se disiaron siguiendo la misma 

metodologia empleada para las células aT3-1. 

2.3 Ensayos de yunidn con 3H-Ins 1,4,5 P3 

Para los ensayos de unién de “H-Ins 1,4,5 P3 se siguid el 

procedimiento descrito por Furiuchi ef al. (1993), que se resume a 

continuacién: se mezclaron 100 ug de membranas de las células aT3 con 
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un buffer de Tris HC] 25 mM, NaHCOs 5 mM, EDTA 1 mM, DIT 0.25 mM pH 8,. 

10 nM de 3H-iP3 y 1 uM de IP3, Se uttfizé un volumen total de 120 ul en 

cada tubo y cada determinacién se realizé por duplicado. Se incubé en 

hielo durante 30 minutos, agitando cada 10 minutos. El iP3 no unido a las 

membranas se separdé del unido por filtracién. Las muestras fueron 

filtradas con filtros Whatman GF/F y lavadas 5 veces con 5 mi de buffer 

Tris HCI25 mM, NaHCOs 5 mM, EDTA 1 mM, pH 8. La radioactividad 

retenida en los filtros fue determinada por conteo en centelleo liquido. 

Como control positive, y para validar el método, se utilizaron membranas 

microsomaies de cerebro de rata. 

Después de ensayos preliminares para determinar la presencia de 

unién especifica, se realiz6 una curva de saturacién, utilizando 

concentraciones crecientes de 3H-IP3. A partir de esta curva se realizé 

una transformacién de Scatchard para obtener ta afinidad de los 

receptores y su densidad en las membranas microsomales de las células 

al3-1. 

3. Determinacién de la secrecién hormonal_con_la_técnica_de 

precipitacién de proteinas tofales marcadas con *S-met y cys. 

Para las determinaciones de la secrecién hormonal en respuesta a 

distintos farmacos, las células aT3-1 fueron sembradas en cajas de 24 

pozos (Costar corporation, Cambridge, MA) cubiertos con matrigel, y se 

incubaron a 37°C con 5% de COz hasta alcanzar aproximadamenie e! 

70-80% de confluencia. Entonces se sustituyo el medio por D-MEM libre de 

metionina y cisteina y suplementado con 10% de suero fetal bovino, 0.3 

mg/ml de glutamina y 100 U/ml de P-S y con 50ul de una mezcia de *S- 
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met y 3$-cys (10 mCi/ml). Las células se incubaron con este medio 

durante 18 horas para permitir que incorporaran los aminodcidos 

rnarcados. Al cabo de este tiempo se retirS el medio y se lavaron las 

células con D-MEM sin suero durante 30 minutos. El medio se volvid a 

cambiar y se agregaron los diferentes tratamientos farmacoldgicos, 

incubando durante 60 minutos, ai cabo de los cuales se colecié el medio 

de cultivo en tubos eppendorf de 1.5 ml. Cada tratamiento se realiz6 por 

cuadruplicado. Se realizaron controles con cada uno de los vehiculos en 

los que se disolvieron los farmacos. Ei medio de incubacién se centrifugé 

para éliminar las céiuias desprendidas y se mezciaron 500 ul de medio de 

incubacién con 500 ul de acido tricloroacético (TCA) al 20% y 10 ul de 

alptmina de suero bovino 10 mg/ml. Se incubdé a 4°C durante 60 minutos 

y después se centrifugé durante 15 minutos a 4°C. Ej pellet se resuspendid 

en 50 wl de NaOH IN y se conté ta radioactividad en 40 ul de esta 

suspension por centeileo liquide. 

4. Determinacién de la viabilidad celular después de los tratamientos 

farmacolégicos: 

Como el métode que se utiliz6 para determinar la secrecién de 

proteinas en las células «13-1 puede detectar cualquier proteina que 

haya sintetizado la célula durante ei periodo de marcaje metabdlico y 

que se encuentre en el medio de incubacidn, se realizaron controies de 

viabilidad celular desoués de aplicar cada uno de los tratamientas 

utilizados, ya qué en el caso de que hubiera muerte celular, las proteinas 

de las células rotas podrian ser detectadas como proteinas secretadas al 

medio de cuitivo, sin serlo. 

34



  

Para determinar ia viabilidad celular se utilizaron dos métodos 

distintos: 1) determinacién de actividad de fa enzima lactato 

deshidrogenasa en el medio de incubacién, y 2} el método colorimétrico 

de reduccién de MTT. Estos métodos se describen a continuacién: 

4.1 Determinacién de la actividad de ta enzima lactato deshidrogenasa 

en el medio de incubacién. 

En caso de que algunas células murieran y su membrana se 

rompiera, se liperarian al medio enzimas intracelulares, de manera que 

determinando la presencia de alguna de estas enzimas en el medio 

podemos fener un indice del porcentaje de muerte celular. La enzima 

lactato deshidrogenasa {LDH) transforma el piruvato en Jactato, utilizando 

al NADH como coenzima, siguiendo la reaccién que se muestra a 

continuacién: 

Piruvato + NADH + H* -------------- > L{+)-Lactato + NADt 

El equilibrio es hacia e! lactato y e} NAD*. 

La actividad de LDH es medida por la disminucién de Iq absorbancia a 

340 nm debida a la oxidacién del NADH. 

Para medi ta actividad de laciato deshidrogenasa en el medio de 

incubacién de las células aT3-1 se mezclaron 2.5 mi de una solucién de 

Tris 81.3 mM, NaCl 203.3 mM NADH 0.244 mM_ 9H7.2 con 50 ul del medio 

de incubacién que se desea analizar y para comenzar la reaccién se 

agregaron 0.5 mi de una solucién de Tris 81.3 mM, NaCi 203.3 mM 

piruvato 9.76 mM. Se mezclé bien agifando en un vortex, se leydé la 

absorbancia a 340 nm inmediatamente después de adicionar el piruvato, 

y después cada minuto durante 4 minutos. Las lecturas se fransformaron a 

nmol de NADH consumides por minuto por mililitro con la siguiente 

formula: 
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Lectura inicial - Lectura final 

nmol NADH/min mi =   

(C.E.M,} (tiempo en min} (volumen de muestra en mi) 

donde C.E.M. es ef coeficiente de extincidn molar del NADH = 0.00622 

4.2 Reaccion con MIT. 

Este método utiliza una sal tetrazdlica soluble, el bromuro de 3-[4,5- 

dimetittiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolio (MTT} que las células viables reducen 

a formazdn (insoluble) pero las muertas no. La cantidad de formazan 

producido es directamente proporcional al numero de células viabies. La 

ventaja de éste método es que permite cuantificar el numero de células 

vivas en una monocapa adherida al plato de cultivo. El formazan forma 

cristales de color azulvioleta y al ser solubilizado con un solvente 

orgénico se puede cuaniificar su densidad dptica en un 

espectrofotémetro para microplatos (lector de ELISA). 

Para realizar las pruebas de viabilidad con MIT, se siguid una 

modificacién del método descrito por Mossmann (1983): se sembraron 

células aT3-1 en cajas de 96 pozos, y cuando llegaron a confluencia det 

90% se lavaron con solucién de Locke (NaCl 154 mM; KCI 5.6 mM; MgCl I 

mM ; CaCls 2.2 mM; NaHCOs 6 mM; HEPES 2 mM; glucosa 10 mM) durante 

30 minutos, al cabo de los cuales se les aplicé el tratamiento 

farmacolégico (los mismos que se utilizaron en los experimentos de 

determinacién de la secrecién) durante 1 hora, y posteriormente se les 

retiréd el medio, y se les reempiazdé por 100 pl de la soiucidn de Locke. A 

cada pozo se le agregaron 10 ul de MIT disuelto previamente en 

amortiguader de fosfatos (5 mg de MIT/mi} y se incubaron durante 

cuatro horas a 37°C con 5% de COzy humedad saturada. Posteriormente 

a cada pozo se le agregaron 100 ul de una solucién con de lauryl sulfato 

36



  

de sodio (SDS) al 10% p/v y HCi 0.03% v/v. La placa se incub6é durante 

30 minutos para asegurar Ia disolucién de los cristales de formazan. Se 

hamogeneizé él colorante pipéteandolo varias veces y se cuantificd la 

absorbancia a 595 nm en un lector de ELISA. Se compararon los distintos 

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

5. (nmunoprecipitacién de la hormona a-glicoprotéica. 

Para comprobar la presencia de la hormona a-glicoprotéica tanto 

en las células como en los medios de incubacidén, y validar asf el método 

de precipitacién con TCA, se realizé una Inmunoprecipitacién (Lane, 

1988), utilizando ef anticuerpo AFP-66P9986 NIDDK-NIH dirigido contra la 

hormona a-glicoprotéica. 

Las células fueron cultivadas en 3 platos de 3.5 cm de didmetro 

cubiertos con matrigel, y marcadas con *S-met y %S-cys, como se 

describid anteriormente. Al cabo de ias 18 horas de incubacién con el 

medio de marcaje, éste fue coleciado y guardado en refrigeracién con 

inhibidores de proteasas. Las células fueron lavadas durante 30 minutos 

con D-MEM sin suero y una de fas cajas se traté por una hora con 

ionomicina 1 mM. Al cabo de este tiempo, se colectaron los medios de 

incubacién, se les agregaron inhibidores de proteasas y tanto estos 

Gitimos, como los medios de marcaje, se concentraron en centricones 

No. 3. en una centrifuga Sorvall durante 80 minutos. 

Prelavado: 

Las muestras se incubaron con suero preinmune (5 mj por cada 500 mj 

de muestra) a 4°C agitando durante 1 hora. Después se agrego 

pansorbina, se incubé durante 30 minutos con agifacién a 4°C y se 

centrifugé para eliminar las proteinas que se unieron inespecificamente a 
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las inmunoglobulinas, Los sobrenadantes se colectaron y se les agregé 

oroteina A-sefarosa, incubando una hora a 4°C con agitacién. Al termino 

de este tiempo, se cenirifugaron las muestras durante 10 minutos. 

Inmunoprecipitacion: 

A un mdximo de 500-4600 ul de muestra se agregdé el voiumen 

necesario de buffer Net-gel para completear 1 mi. Se adicionéd e! 

equivalente de 1 mi de anticuerpo anti-a-LH sin diluir a cada muestra. A 

una de jas muestras control se lé puso suero preinmune en lugar del 

anticuerpo. Se incubd toda la noche a 4°C con agitacién. 

Al dia siguiente se ahadié a cada tubo 25 ui de proteina A-sefarosa 

y se incubé con agitacién durante 1 hora a 4°C. Se centrifugé 5 minutos a 

velocidad mdxima en una microcentrifuga y se descartaron los 

sobrenadantes. 

Lavados. 

El pellet de sefarosa fue lavado tres veces durante 20 minutos: el 

primer lavado con buffer Net-gel (NadOH 0.5 Mj, ei segundo con buffer 

Net-gel con SDS y el tercero con buffer Tris-NPOs. El pellet se resuspendié 

en 20 mi de solucién de Laemli 2X CR, se taparon los tubos, se agité y se 

calenté a bafio Maria en ebullicién durante 5 minutos. 

Flectroforesis en gel de poliacrilamida 

Las muestras de las proteinas inmunoprecipitadas fueron separadas 

por electroforesis en gel de poliacriiamida ce 1 mm de grosor. Los geles 

se tiheron con azu} de Coomasie, se destineron con una solucién de 

acido acético 10% y metanol 20% y se sumergieron en solucién 

“enhance” por una hora a temperatura ambiente, con agitacién. Se 

retir6 la solucién y se bafid el gel con agua desionizada fria, incubando 
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por 30 minutos. Los geles se dejaron secar y se expusieron en hyperfilm 

durante tres semanas. 

6. Determinacién de la_concentracién_de_calcio intracelvlar mediante 

indicadores fluorescentes, utilizando como fluoréforo eLINDO-1. 

Para las determinaciones de la concentracién de calcio 

intracelular Se cultivaron las células «13-1 en cajas de petri de 10 cm de 

diametro. Cuando tas células alcanzaron el 90-100% de confluencia se 

cargaron con INDO-1/AM, para lo cual se incubaron con 10 uM de é4ste 

indicador (concentracién final en 5 ml de medio D-MEM) durante 60 

minutos a 37°C con 5% de COz. &l fluoréforo no incorporado se elimind 

incubando a continuacién en una solucién extracelular compuesta por 

NaCl 145°mM; KCI 5 mM; MgCl2 2 mM; CaCl 1.8 mM; HEPES 1.5 mM: 

glucosa 10 mM, pH 7.2-7.4 durante 30 minutos y lavando después tres 

veces con esta misma solucién, Las células se desprendieron del plato 

con una pipeta de plastica (Falcon} y se resuspendieron en 15 mi de 

solucién extracelular (obteniéndose una  concentracién de 

aproxinadamente 106 células/ml}. Las células en suspensién se 

mantuvieron en un incubador a 37°C. 

Se utilizaron 1.5 ml de esta suspensién de células cargadas con 

INDO-1 para cada experimento de determinacién de la [Ca?}, 

colocando la suspensién en una cubeta de pidstico dentro de un 

espectrofiuorémetro (Aminco-Bowman AB-2}, con agitacién continua. Se 

midié la fluorescencia emitida a 410 y 485 nM, con una longitud de onda 

de excitacién a 349 nM, registrando la fluorescencia emitida una vez por 

segundo, y se calculd la [Ca2*}: mediante la férmula: 

[Ca2*} = (R-Rmin / Rmax-R) , 
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donde R es | coclenie de las fluorescencias emitidas a 410 y 485 nM en 

cada determinacién; Rmax y Rmin los cocientes ce las flucrescencias a 

410 y 485 nM obtenidas al lisar las células con fritén y al agregar EGTA 5 

mM respectivamente (esias manipulaciones se realizaron al final de cada 

experimento) y B es el coclente de la fluorescencia a 485 nM del 

indicador fibre entre Ja fluorescencia a 485 nM de! indicador saturado 

con Cat, 

Se determind en cada experimento fla [Ca?*} basal de ia 

poblacién celular durante dos minutos, y después se aplicaron los 

distintos tratamientos, adicionando los farmacas con una jeringa Hamilton 

a través de un orificio en la tapa del espectrofiuorémetro. 

Se determinaron fos cambios en la (Cazji en respuesta a GnRH, 

ionomicina, maitotoxina y alto potasio, asi como el efecto de la ausencia 

de calcio extracelular y de férmacos que afectan la liberacién de caicio 

de las pozas intracelulares de calcio sobre algunos de estos tratamientos. 

Se caicularon tas dreas bajo la curva de cada registro de [Ca2*}, y 

sé promediaron todas las dreas bajo la curva de las réplicas de cada 

tratamiento. Los distintos tratamientos se compararon mediante ANOVA 

de una via. 

Estadistica 

En los experimentos de secrecién de proteinas se compararon los 

distintos tratamientos mediante ANOVA de una via. 

En las determinaciones de [Ca?*]i se calculé el Grea bajo la curva 

de cada trazo y se compararon las areas de las resovestas a GnRH 100 

nM, tonomicina 1 uM y Kt 50 mM mediante una ANOVA de una via, y las 
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resouestas a GnRH con y sin pretratamiento con thapsigargina mediante 

una t de Student. 

IV. RESULTADOS 

]. Ensayos de unién especifica de 3H-ryanodina y de 3H-ins 1.4.5 P3. 

Con el objeto de caracterizar los receptores liberadores de las 

pozas intracelulares de calcio presentes en las células aT3-1, y confirmar 

asi la presencia de algunos de los mecanismos que se ha propuesto que 

regulan la dindmica de calcio intracelular en esta linea, se realizaron 

ensayoes de unién especifica de 3H-ryanodina y de 3H-Ins 14,5 P3 a 

membranas de |a fraccién microsomal de las células. 

Los resultados obtenidos en los ensayos de unién de *H-ryanodina 

s@ encuentran resumidos en la Tabla 1. En estos ensayos no se pudo 

detectar unién especifica de 3H-ryanodina a la fraccién microsomal de 

las células aT3-1, aun cuando se incrementé tres veces la cantidad de 

membranas en el ensayo. Se realizaron ensayos con las fracciones 

mitocondrial y nuclear asi como con extractos de membranas totales 

para comprober que, de estar presentes, los recepiores no hubieran 

quedado en estas otras fracciones al hacer la separacién de 

membranas. En las fracciones mitocondrial y nuclear, asi como en el 

extracto de membranas totales de las células al3-1 tampoco se 

enconiré unién especifica detectable. Se realizaron asimismo ensayos de 

union en extractos de membranas totales de adenohipofisis de rata, en 

los que tampoco se pudo detectar unién especifica de #H-ryanodina. 
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respuestas a GnkRH con y sin pretratamiento con thapsigargina mediante 

una t de Student. 

IV. RESULTADOS 

1. Ensayos de unién especifica de 3H-ryanadina y de 3H-Ins 1,4,5 P3. 

Con el objeto de caracterizar los receptores liberadores de las 

pozas intracelulares de calcio presentes en las células aT3-1, y confirmar 

asi la presencia de algunos de los mecanismos que se ha propuesto que 

regulan la dindmica de calcio intracelular en esta linea, se realizaron 

ensayos de unién especifica de 3H-ryanodina y de *H-ins 1,45 P3 a 

membranas de la fraccién microsomal de las células. 

Los resultados obtenidos en los ensayos de union de sH-ryanodina 

se encuentran resumidos en la Tabla 1. En estos ensayos no se pudo 

detectar unién especifica de *H-ryanodina a la fraccién microsomal de 

las células «13-1, atin cuando se incrementé tres veces la cantidad de 

membranas en el ensayo. Se realizaron ensayos con las fracciones 

mitocondrial y nuclear asi como con extractos de membranas totaies 

para comprobar que, de estar presentes, los recepfores no hubieran 

quedado en estas oiras fracciones al hacer la separacién de 

membranas. En las fracciones mifocondrial y nuclear, asi como en el 

extracto de membranas totales de las células aT3-1 tampoco se 

encontré unién especifica detectable. Se realizaron asimismo ensayos de 

unidén en extractos de membranas totales de adenohipofisis de rata, en 

los que tampoco se pudo detectar unién especifica de sH-ryanodina. 
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Como controles positives en estos ensayos de unién se _ utilizaron 

membranas microsomales de cerebro y membranas de la fraccién 

pesada del reticulo endopidsmico de mUscule de rata. En el primer tejido 

se obtuvo una uniédn especifica correspondiente a 3.7 fmol de 

receptor/mg proteina y en el segundo se enconiraron 200 fmol de 

receptor/mg proteina, cantidades similares a las reportadas previamente 

(Zimanyi y Pessah, 1991), lo que demuestra que el ensayo funciond 

adecvadamente, y no hubo deteccién de unién de 2H-ryanodina en fas 

membranas de las células «13-1. 

  

Tejido 

° pmoles de receptor/mg de 

fraccion proteina 

Miusculo 0.2 

Corteza cerebrai 0.0037 

aT3-1: 

Microsomas No detectable 

Nucleos No detectable 

Mitocondrias No detectable 

Memb. totales No detectable 

Hipofisis No detectable 

Tabla 1. Unién especifica de *H-ryanodina a las diferentes fracciones 

membranales de las células aT3-1 y a membranas de la fraccién microsomal 

de cerebro, musculo e hipofisis. 

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

unién especffica a la fraccién microsomal de las células «13-1, 
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corroborando asi la presencia de los receptores a este segundo 

mensajero en la linea celular aT3-1. La figura 1 A muestra la curva de 

saturacién obtenida al incubar 100 ug de membranas microsomates con 

concenitraciones crecientes de 3H-ins 1,4,5 P3 y después de restar la unidn 

no especifica de la unidn total. La curva muestra una unién especifica 

saturable, con una saturaciédn aparente a partir de 10 nM de IP3. La 

transformacién de Scatchard, presentada én la figura 1 B, fue consistente 

con la presencia de un solo sitio de unién, ya que la recta presenta una 

pendiente continua. Con esta transformacién se estima una constante 

de afinidad (Kd) por el ins 14,5 P3 de 3.18 nM y una densidad de 

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

2.Efecto de distintos secretagogas sobre las células aT3-1 

La determinacién de la secrecién por la técnica de precipitacién 

de proteinas totales marcadas con *S comprobé los resultados 

preliminares que mostraban la ausencia de estimulacién de la secrecién 

con algunos secretagogos en conirasieé con otros, a pesar de ios 

incrementos en calcio intracelular reportados en Ia literatura (Perrin ef al., 

1993; Anderson et al., 1992}. Los resultados obtenidos en estos estudios se 

describen a continuacién: 
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Figura 1. Ensayos de unién especifica de °H-IP3 a la fraccién 

microsomal de las células «13-1. A, Curva de saturacién de °H-IP3 

B, Transformacién de Scatchard de la unién de °H-IP3.



2.1 Ausencia de estimulacién de la secrecién por la Hormona Liberadora 

de Gonadotropinas y por la despolarizacién de la membrana 

Plasmdtica. 

Como se muestra en la figura 2, la incubacién de las céluias aT3-] 

durante 60 minutos con la hormona liberadora de gonadotropinas (100 

nM}, el estimulo fisioldgico que regula la secrecién hormonal en los 

gonadoiropos, fue completamente inefectiva para estimular la secrecién 

de proteinas al medio de incubacién con respecio al control. 

Concentraciones menores de la hormona tampoco tuvieron ningUn 

efecto sobre la secrecién hormonal {estos datos no se muesiran)}. 

De manera similar, otros fratamientos que se espera eleven f|a 

[Ca2+}, como Ja despolarizacién de la membrana celular con veratridina 

50 mM (un activader de canales de sodio}, o con concentraciones altas 

de patasio (56 mM} en el medio extracelular, fueron igualmente 

inefectivos para estimutar la secrecién, e incluso se puede observar una 

tendencia a la inhibicidn de la secrecién con respecto a las céluias 

control, aunque ésta no es estadisticamente significativa. 

2.2 Estimulacién de la secrecién con ionomicina. 

En contraste con esta ausencia de estimulacién, el tratamiento por 

60 minutos con el iondforo de calcio jfonomicina,  estimuld 

significativamente la secrecién de proteinas en las células «13-1 de 

manera dependiente de la dosis, obteniéndase efectos significatives con 

respecto al control con las concentraciones de 100 nM y 1 uM del 

iondforo, como se muestra en la figura 3. Estas concentraciones 

produjeron un incrernento de 100 y 500 % con respecto a Ja secrecién 
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Figura 2. Secrecién de *S-proteinas totales determinadas por precipitacién 
con TCA. Se muestra el promedio +/- el error estandar de cuatro replicas en 
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Figura 3. Relacién dosis-respuesta de la estimulacién de la secrecién 
con ionomicina. Se muestra el promedio +/- el error estandar de cuatro 
réplicas, en un experimento representativo de tres realizados.



basal respectivamente. Las concentraciones de 10 nM o menores de 

ionomicina no tuvieron efecto sobre la secrecién. En !a figura 3 se 

muestra un experimento representativo de al menos 3 reciizados pera 

cada tratamiento, con 4 réplicas en cada caso. Las barras muestran la 

media +/- el error estandar de estas 4 réplicas. 

2.3 Inmunoprecipitacién de la hormona a-glicoprotéica. 

Con el objeto de comprobar la presencia de la hormona a- 

glicoprotéica en el medio de incubacién asi como en homogenados de 

las células aT3-1, y verificar asi que la secrecién de proteinas totales 

refieja la secrecién especifica de ésta hormona, que es regulada por el 

receptor a GnRH, se realizo una inmunoprecipitacién de protefinas 

moarcadas con %S-met y 3S-cys, utilizando un anticuerpo especifico anti- 

a-LH (NIH}. La autorradiografia del gel en el que se separd e| material 

inmunoprecipitade se muestra en la figura 4. Mediante la separacién de 

las proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida, se obtuvo una 

banda marcada con un peso molecular de aproximadamente 20 KDa, el 

peso esperado para la hormona a-glicoprotéica (Ramabhaaran et al., 

1984}. Esto sugiere que efectivamente la hormona se encuentra en el 

medio de incubacién de Jas células y por lo tanto que es secretada por 

éstas, por lo que al determinar tas proteinas totales secretadas al medio 

de incubacién podemos obtener un indice de la secrecién de la a-LH. Se 

ha determinado que la cantidad de hormona a-glicoprotéica 

inmunoprecipitada coresponde a aproximadamente al 23% de las 

proteinas totales precipitadas con TCA (Martinez de ta Escalera y Weiner, 

resuiiados sin publicar).



Inmunoprecipitacion de la hormona «-glicoprotéica 

    

   

Figura 4. Autorradiografia dei gel de los productos inmunoprecipitados con el 
anticuerpo AFP-66P9986. 
Carriles 1 y 2.- marcadores de peso moiecular pretefiidos. La flecha indica el 
peso molecular de 20 KDa. 3, 4 y 5.- medio condicionado de céiulas AT3-1- 
incubadas por 60 minutos con ionomicina 1 4M. 6, 7 y 8.- homogenado de 
células aT 3-1. 3 y 6.- incubacién con suero preinmune.



3. Determinaciones de la viabilidad celular después de los tratamientos 

tarmacolégicos. 

Para comprobar que las proteinas marcadas detectadas en el 

medio de incubaciédn después del fratamiento con ionomicina eran 

efectivamente producto de la secrecién por exocitosis y no de la muerte 

celular o el escape inespecifico por algun tipo de dafio causado por el 

farmaco aplicado, se realizaron determinaciones de la viabilidad de las 

células después de ser tratadas durante 60 minutos con los diferentes 

farmacos que se utilizaron en los experimentos de secrecién. Para ello se 

utilizaron 2 métodos: 1) la determinacién de la actividad de la enzima 

lactato-deshidrogenasa (L-DH} en el medio de incubacién como un 

indicador de Ia liberacién de enzimas citopidsmicas por muerte celular, y 

2) ja técnica de reducci6n de MTT, que determina la cantidad 

proporcional de células viables en el plato de cultivo, ya que el 

metabolismo de ésias causa la reduccién del MIT a cristales de 

formazan, que dan un color azul-violeta de manera que la densidad 

dptica obtenida en el cultivo es proporcional ai numero de células 

viables en éste. 

Como se observa en Ia figura 5, las determinaciones de actividad 

de L-DH en el medio de incubacién de tas células no mostraron ninguna 

diferencia significativa entre las células control y las tratadas con 100 nM 

& 1 uM de ionomicina (las concentraciones que provocaron estimulacién 

significativa de la secrecién]. Concentraciones menores del londforo 

fampoco causaron una disminucién en ta viabilidad celular {estos datos 

no se muestran). Como control positivo en estas determinaciones se midié 

la actividad de L-DH en el medio de incubacién de células lisadas con 

tritén X 100 al 0.1%. En este caso todas las enzimas citoplasmicas son 
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Figura 5. Determinacién de la viabilidad celuiar por actividad de ia enzima 
Lactato-Deshidrogenasa en el medio de incubacion de las células «T3-1. 

Las células fueron incubadas durante 60 minutos con las concentraciones 
indicadas de ionomicina. Como control positivo, se iisaron células con 
triton X100 ai 0.1% y como control negativo se incubaron con D-MEM. 
se muestra el promedio de 8 pozos de células para cada tratamiento +/- 

el error estandar.



liberadas al medio de cultive al lisarse la membrana plasmdtica. En estos 

coniroles se obtuvo una actividad enzimdtica de aproximadamente 100 

nmol de NADH/ml min en el medio de incubacién, mientras que tanto las 

células control como fas tratadas con ionomicina mostraron menos dei 

5% de la actividad observada en el control positive. 

La técnica de reduccién del MTT (figura 6) reveld resultados que 

llevan a conclusiones similares. No se observaron diferencias significativas 

en cuanto a ja produccién de formazan entre las células control y las 

tratadas con GnRH 100 nM, Kt 56 mM, lonomicina 100 nM o 1 BM durante 

60 minutos tanto en ausencia como en presencia de calcio extracelular. 

Unicamente la aplicacién de una concentracién mayor (10 pM) de 

ionomicina causé una disminucién en la viabllidad celular determinada 

por este método. Esta disminucién se observé sdlo en presencia de calcio 

extracelular, pero no en medio deficiente en calcio. Esia concentracién 

de ionomicina no fue empleada en los experimentos de determinacién 

de secrecién, y Unicamente se muestra como control positivo en estas 

determinaciones de viabilidad celular. También como control positive de 

la disminucién de la viabilidad celular, se utilizaron céluias lisadas con SDS 

al 0.1%, las cuales no presentaron actividad de reduccién de] MIT a 

formazan. 

Dado que la viabilidad celular no difirid significativamente en las 

células tratadas con ionomicina, GnRH o alto potasio y las céiulas control, 

podemos inferir que las proteinas detectadas en el medio de Incubacién 

de las células tratadas con ionomicina no fueron el resultado de la 

liberacién inespecifica de proteinas debida a dafnos de la membrana 

celular. 
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Figura 6. Viabilidad celular determinada por la reduccién de MTT. Las células sembradas 
en una placa de 96 pozos fueron incubadas durante 60 minutos con los tratamientos indi- 

cados y al final se determiné la viabilidad en cada pozo se muestra el promedio de 8 ré- 

plicas para cada tratamiento +/- la desviacién estandard.



Ante el hallazgo inesperado de que tanto la GnRH, el estimulo 

fisloldgico que regula la secrecién de las gonadotropinas, como la 

despolarizacién, son inefectivos para estimular la secrecién en esta linea 

celular gonadotrépica y ante el contraste de este efecto con el del 

ionéforo de calcio a pesar de que se han reportado incrementos en la 

[Cav} en respuesta a ambos tratamientos en esta linea celular, 

decidimos determinar y caracterizar las respuestas en la [Ca?*]: a todos 

estos farmacos para observar si las respuestas eran distintas. 

4. Efectos de la GnRH, ionomicina y alto K* sobre la [Ca2*}i_en !a linea 

celular of3-1. 

Las respuestas de [Ca?*]i a distintas dosis de GnRH (0.01 a 500 nM) se 

muestran en la figura 7. La aplicacién de fa hormona produjo un 

incremento casi inmediato en la [Ca*}, con una amplitud dependiente 

de la dosis pero de corta duracién, seguido por un incremento menor, 

pero sostenido por encima del nivel basal, en forma de meseta que 

persisti6 durante varios minutos (al menos tres}. La figura 7 A muestra un 

trazo representativo en respuesta a cada una de las concentraciones de 

GnRH probadas, de al menos 6 que se realizaron para cada caso, En el 

panel B se muesira el promedio +/- el error estG@ndar de la amplitud del 

pico de [Ca]: obtenido en 6 trazos para cada concentracién. La curva 

dosis-resouesta muestra una forma sigmoidal, con una dosis efectiva al 

50% de 79 nM (7.9 X 10% M) y una saturacién aproximadamente a partir 

de 1 uM (10-6 M}. 

Con el objeto de comprobar si el efecto de la GnRH sobre la [(Ca*Ji 

era especificamente producido a través de receptores para esta 

hormona, se utiliz6 un antagonista GnRHérgico. El pretratamiento con el 
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antagonista suprimiéd completamente la respuesta a una aplicacién 

posterior de GnRH (100 nM) (figura 8 B}, io cual indica que efectivamente 

la respuesta a la hormona es mediada por receptores especificos para 

ésta. La aplicacién de! antagonista durante la fase de meseta bloqued 

esta parte de la respuesta (figura 8 A}, lo que muestra también la 

especificidad de la respuesta y sugiere ademds que la meseta 

observada es efectivamente una elevacién sosienida por encima del 

nivel basal de Ca? dependiente de la actividad del receptor, y no una 

nueva concentracién basal mds elevada que la previa a la aplicacién 

de la hormona. 

Para caracterizar algunos de los elementos involucrados en las 

resouestas de [Ca?*]i a GnRH y discernir qué parte de la respuesta 

depende de ta liberacién de calcio de las pozas intracelulares y qué 

parte de la entrada de calcio extracelular, se realizaron tratamientos que 

eliminaran alguno de ios dos componentes. Para tratar de eliminar el 

componente de fas pozas intracelulares de calcio, se aplicd 

thapsigargina (TG) 200 nM, un farmaco bloqueador de fa ATPasa de 

calcio del reticuio endopidsmico, que se sabe produce una lfiberacién 

pasiva del calcio de este organelo, y por lo tanto se espera que 

disminuya ia cantidad de calcio que se puede liberar de la poza 

intracelular. La figura 8 C muestra que la aplicacién de la thapsigargina 

por sf misma produjo un pequefio incremento en fa [Ca?*}i que llegdé a su 

maximo en un lapso de aproximadamenie un minuto, y se sostuvo 

durante varios minutos. La posterior aplicacién de GnRH 100 nM produjo 

Unicamente un incremento pequeno y sostenido en la [Ca?*}, parecido a 

la fase de meseta, pero el pico de calcio fue completamente suprimido 

por el pretratamiento con TG. La figura 12 muestra el promedio de las 

areas bajo la curva de los trazos de [Ca?*]i en respuesta a estos y otros 

49



Caracterizacién de la Respuesta en [Ca **],a GnRH 

[C
a?
*]
, 

(n
M)
 

en la linea celular «T3-1 

2500 

| GaRH 100 nM A 

2000 + | 

1500 } 

  

   

     
ANTAGONISTA 

1uM 

| 
1000 

500 

  

Q 60. 420 180 240 300 360 

C 
25005 

2000 4 

1500-4 

THAPSIGARGINA 
10005 200 nM GnRH 100 nM 

cr 
I at 

Q 40 120 180 240 300 360 420 480 S40 G00 

09 4   

25005 

20004 

1500 4 

B 

  

ANTAGONISTA 

wo} HM GnRH 100 nM 

500 | | 

flan ont ERA Henn A nary 

ot 

ios) 420 480 240 300 360 

12005 

wo! D 
EGTA 5 mM 

800 4 

GnRH 100 nM 
6004 

4004 

200 4   
  

180 240 300 360 $20 

Tiempo (seg) 
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cada panel se muestra un experimento representativo de al menos 5 realizados 

para cada condicién.



tratamientos calculadas dentro de un limite de tres minutos a partir del 

momento de la aplicacién de cada tratamiento. Como se ve en esta 

figura, el efecto de la GnRH fue reducide aproximadamente al 20% por 

el pretratamiento con TG. Estos resultados sugieren que Ia fase rapida de 

la respuesta a GnRH, representada con un pico en la [Ca2*}; depende en 

su mayor parte de Ia liberacién de las pozas intracelulares de este ion. 

Por otra parte, la eliminaciédn del calcio extracelular afiadiendo 

EGTA (5 mM) al medio, permitié ver que la GnRH produjo un incremento 

rapido en la [Ca], aunque de menor amplitud que el observado en 

oresencia de Ca? extracelular, pero no se pudo observar la fase de 

meseta (figura 8 D). La observacién del pico de calcio en respuesta a 

GnRH en ausencia de Ca? extraceiular demuestra también que éste 

depende en gran parte de la liberacién de pozas intracelulares de 

calcio, mientras que la meseta depende de ia entrada de calcio del 

medio extracellular. El Grea bajo la curva de ios frazos obtenidos con 

GnRH en ausencia de calcio exiracelular es aproximadamente del 10% 

con respecto a aquellos obtenides en presencia de 1.8 mM de Caz* 

extracelular, como se observa en la figura 9 D. 

La meseta en la [Ca?*}: producida por la GnRH también fue abolida 

por el pretratamiento con nifedipina, un bloqueador de canales de 

calcio dependientes de voltaje, asi como con gadolinio, un bloqueador 

inorganico no selectivo de los canales de calcio. Los trazos 

corespondientes a estos tratamientos se muesiran en la figura? By C 

respectivamente, y la comparacién de las Greas bajo la curva se muestra 

en el panel D, donde se observa que el bloqueo de !os canales de 

calcio causé una disminucién de aproximadamente el 50% en la 

cantidad de calcio involucrada en la respuesta a GnRH . 
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La aplicacién de ionomicina a las células aT3-1 cargadas con Indo- 

1, mostr6é resouestas en fa [Ca?*}; muy similares a las observadas con la 

GnRH. Las respuestas a la ionomicina, representadas en la figura 10 A, 

consisten en un incremento rapido en la [Ca], de amplitud 

dependiente de la dosis y de corta duracién, seguidas por una meseta 

sostenida por encima dei nivel basal previo a la estimulacion. Se 

obtuvieron incrementos observables en la [Ca?*}i con concentraciones 

de ionomicina a partir de 10 nM, mds notables con las conceniraciones 

de 100 nM y 1 uM, fo cual concuerda con Ia relacién dosis-respuesta 

observada en los experimentos de secrecién. La relacion dosis-respuesta 

que se muestra en la figura 9B presenia una forma sigmoidal con una 

dosis efectiva al 50% de 234 nM (2.34 X 10-7 M) de ionomicina. 

Al igual que con las respuestas a GnRH, se caracterizé el efecto 

tanto del vaciamiento de las pozas intracelulares de calcio con TG 

como de la ausencia de Ca’ extracelular sobre la respuesta a 

ionomicina. El pretratamiento con TG suprimiéd completamente el pico de 

calcio producido por la ionomicina, pero se observé una pequena 

elevacién sostenida de la [Ca2*} (correspondiente a la meseta), como se 

muestra en la figura 10 C. En ausencia de calcio extracelular sf se observ 

un incremento rapide, pero de mucho menor amplitud que el observade 

en presencia de [Ca**};, pero no el componente sostenido {figura 10 D)}. 

La comparacién de las Greas bajo ia curva de los trazos obtenidos 

con ionomicina y con GnRH se muestra en la figura 12. Se puede 

observar que no hubieron diferencias significativas en cuanto a la 

cantidad de calcio involucrado en estas respuestas, en términos del area 

bajo la curva de la concentracién.



Caracterizacién de la Respuesta en [Ca**], a lonomicina 

en las células «T3-1 
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Figura 10. Caracterizacién de la respuesta de (Ca, a ionomicina. En los paneles 

A, Cy D las cétulas «T3-1cargadas con INDO-1 fueron tratadas como se indica. 

A. respuesias a concentraciones crecientes de ionomicina (io? a 10° M. Cada 

concentracién se probé en un experimento independiente. C Efecto del pretrata- 

miento con TG. D. Respuesta a ionomicina en ausencia de calcio extracelular. 

Se muestra un experimento representativo de al menos 5 realizados para cada 

condicién. B Curva dosis-respuesta del pico maximo alcanzado con cada con- 

centracién de ionomicina. Se muestra el promedio de 6 experimentos +/- ES 

para cada concentraci6n.



La figura 11 A muestra que ia despolarizacién con potasio 20 mM 

produjo también un incremento rdpido y sostenido en la [Ca*, 

presumiblemente a través de los canales de calcio dependientes de 

voltaje {la adicién de KCI 50 mM produjo un efecto muy similar ai 

observado con 20 mM). El efecto del potasio fue bloqueado tanto por la 

adicién posterior de nifedipina (figura 11 A}, como por el pretratamiento 

con este bloqueador (figura 11 B], lo que demuestra que el efecto 

observado se da efectivamente a través de !a activacién de canales de 

calcio dependientes de voltaje. Ademds, se hicieron controles con 

manitol para comprobar que !a respuesta no es provocada unicamente 

por el cambio de osmolaridad en el medio. La adicién de manitol 20 mM 

no produjo ningbn cambio en la Ca? {figura 10 C}, lo que demuestra que 

el cambio de osmolaridad del medio no es responsable de los 

incrementos en la [Ca*}, y ayuda a sugerir que el efecto del alto potasio 

se da a través de la despolarizacién y la apertura de canales de calcio 

dependientes de voltaje. 
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puesta a GnRH en células pretratadas con thapsigargina 200 nM.



V. DISCUSION 

Los resultados obtenidos en el presente trabalo muestran que en 

las células aT3-1 existe un desacoplamiento funcional enire ta activacién 

del receptor para GnRH y la secrecién, a pesar de que las sefiales 

intracelulares desencadenadas por el receptor, que llevan a la 

elevacién de Ja concentracién de calcio citopldsmica, funcionan 

aparentemente de manera normal. 

En el presente trabajo se realiz6 una caracterizacién de las 

resouestas tanto secretoras como en [Ca]: a distintos farmacos, y 

ademéds se identificaron {fos fipos de receptores liberadores de calcio de 

las pozas intracelulares. En cuanto a la liberacién de calcio del reticuio 

endopldsmico, en los gonadotropos se ha descrito que el IP3 juega un 

papel importante, tanto en las respuestas bifdsicas como en las 

oscilatorias, mientras que fos receptores de ryanodina no parecen 

intervenir en las respuestas de [Ca?*]} en este tipo celular (Stojilkovic et al., 

1994}. En este trabajo comprobamos que las células aT3-1 efectivamente 

presentan receptores a IP3 en las membranas microsomales, con un solo 

sitio de unién, y una constante de disociacién y una densidad cercanas 

al rango que se ha descrito en otros tipos celulares (Walton et al., 1991; 

Feng et al., 1992). También de acuerdo con los trabajos que reportan la 

ausencia de efectos de farmacos que regulan a los receptores de 

ryanodina en los gonadotropes, los ensayos de unién realizades no 

fueron capaces de detectar la presencia de estos receptores. Esto no 

descarta la posibilidad de que las células expresen esie receptor en 

cantidades pequefias, a las cudles los ensayos realizades no sean 

sensibles, pero concuerda con los trabajos en los que se ha buscado y no



se ha encontrado la intervencién de estos receptores en las respuestas 

de [Ca] en los gonadotropos. 

Dado que el método utilizado para medir las respuestas de 

secrecién detecta la acumulacién de proteinas en el medio de 

incubacién, fue necesario incubar a las células por periodes de 40 

rninutos con los tratamientos farmacolégicos para poder acumular una 

cantidad detectable de proteinas en el medio. Aunque no se muestra en 

las figuras, la incubacién con ionomicina durante periodes de 30 6 45 

minutos, produjo cantidades menores, mientras que incubaciones mas 

cortas resultaron en cantidades no detectables de proteinas secretadas 

al medio. 

La deteccién de proteinas en ef medio de cultivo mediante el 

método de precipitacién de proteinas totales en este trabajo, parece ser 

efectivamente debida a la secrecién y no a la liberacién inespecifica de 

proteinas por la destruccién de la membrana de las células, ya que ias 

determinaciones de viabilidad celular realizadas con dos métodos 

distintos después de los tratamientos farmacoldgicos mvesiran 

claramente que ésta no es afectada por las concentraciones de 

ionomicina utilizades en los experimentos de secrecién, y que la 

viabilidad en las células no tratadas, es similar a la de las células a las que 

se administraron los distintos tratamientos farmacolégices. Unicamente el 

tratamiento con una concentracién de ionomicina 10 veces mds alta 

que las empleadas en los estudios de secrecién (10 mM) causdé una 

disminucién de la viabilidad celular, y esto se observd solamente en 

presencia de calcio extraceiular (2 mM), lo que sugiere que fue un efecto 

especifico causado por la exposicién prolongada a concentraciones de 

calcio téxicas dentro de las células y sirvid también como control positivo



en los ensayos de viabilidad celular. La ionomicina entonces, no tuvo 

ningin efecto tdéxico que no estfuviera asociado con su acclén 

ionoforética. Las concentraciones intracelulares de caicio en respuesia a 

] pM o concentraciones menores de ionomicina no fueron téxicas para 

las células, a juzgar por fas determinaciones de viabilidad. Por lo tanto, la 

diferencia observada entre las células control y las tratadas con 

lonomicina parece ser un efecto secretor verdadero. 

La medicién de la secrecién de *S-proteinas por precipitacién con 

TCA mostré una ausencia total de estimulacién de la secrecién en 

respuesta a 100 NM de GnRH o a la despolarizacién con alto potasio o 

con veratridina. Las respuestas intracelulares desencadenadas por la 

activacién del receptor para GnRH en esta linea celular han sido 

ampliamente estudiadas y se sabe que incluyen la formacién de IP3 y 

diaciiglicerol (Horn et al., 1991}, la liberacién de calcio del reticulo 

endopldsmico a través de los receptores para 1IP3 (Perrin et al., 1993; 

Anderson et al., 1992), la activacién de corrientes entrantes de calcio a 

través de canales tipo T y tipo L en la membrana plasmatica (Bosma y 

Hille, 1992) y la estimulacién tanto de la expresién como de Ia actividad 

de la cinasa de proteinas C (Shraga-Levine eft al., 1994). En este trabajo 

confirmamos que efectivamente, la aplicacién de GnRH causa un 

incremento bifdsico en la [Ca?*}.. a pesar de lo cual no ocurre una 

estimulacion de la exocitosis, 

Por otro lado, se sabe que estas células presentan canales de sodio 

sensibles a tetrodotoxina (Bosma y Hille, 1993), por lo que la estimulacién 

con veératridina debe causar una despolarizacién de la membrana 

plasmatica debida a comientes entrantes de sodio (Brazil y Tontana, 

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

wn
 
a



dependientes de voltaje y producir también un incremento en ia [Ca?*}. 

Las células a73-1 presentan tarnbién varios tipos de canales de potasio 

{Bosma y Hille, 1992). En la célula en reposo, la permeabilidad de! potasio 

es alta, por lo que al incrementar la concentracién extracelular de ste, 

el ion puede enirar a la célula, acarreando una coriente de carga 

posifiva que provoca la despolarizacién de la membrana. Esto activa 

también a los canales de calcio dependientes de volfaje (Tse y Hille, 

1993}, lo que produce una entrada de calcio a la céiula, con el 

consiguiente incremento en la [Ca?*}. En este trabajo demostramos que 

efectivamente Ia aplicacién de cloruro de potasio 50 mM en el medio 

extracelular provoca un incremento en la [Ca?*}, que depende de la 

activacién de canales de calcio dependientes de voitaje, ya que es 

bloqueada por la nifedipina, un bloqueador selective de estos canales. 

Sin embargo, a pesar de que tanto la veratridina como el alto potasio 

incrementan la [Ca2*}, ambos fueron completamente inefectives para 

estimular la secrecién en las células «13-1. 

Por el contrario, el fratamiento con ionomicina, un iondforo de 

caicio, estimuld claramente la secrecién de proteinas en esta linea 

celular de manera dependiente de la dosis. 

El hecho de que se pueda detectar secrecién después de fa 

estimulacién con ionomicina sugiere que la maquinaria necesaria para 

llevar a cabo la exocitosis en las células aT3-1 es capaz de funcionar 

adecuadamente en respuesta a determinados estimulos. Sin embargo la 

GnRH, el estimulo fisiol6gico que regula la secrecién en los 

gonadotropos, es incapaz de activar esta respuesta. Los resultados 

obtenidos sugieren que hay algun defecto en el mecanismo de 

acoplamiento del estimulo producido por la GnRH y la secrecién, que 

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



sabe que la ionomicina ejerce su accién a través de la apertura de poros 

en la membrana plasmdtica por los que puede entrar calcio a la célula, 

y también es capaz de provocar la liberacién de calcio de las pozas 

intracelulares. Dado que el efecto conocido de la ionomicina es 

Unicamente el incremento de la [Ca], y dado que en las células 

excitables, como los gonadotropos, se considera que ei incremento de 

[Ca?+] es necesario y suficiente para activar la exocitosis, la pregunta que 

surge de estos resultades es si existe alguna diferencia en cuanto a las 

respuestas de calcio intracelular que producen la GnRH o la 

despolarizacién y aquellas producidas por la ionomicina. Por esta raz6én 

se realizaron determinaciones de ios cambios en la [Ca?*}: producidos por 

estos tratamientos. 

Utilizando el INDO-1 como fluoréforo para medir la [Ca?*} en las 

células aT3-1, enconiramos que la aplicacién de GnRH produce una 

respuesta bifdsica en ta [Ca2*}, que consiste en una elevacién rdpida y 

de gran amplitud pero de corta duracién, seguida por una meseta de 

pequefia amplitud pero sostenida por varios minutos. La respuesta rdpida 

es inhibida por el pretratamiento con thapsigargina, que produce ia 

liperacién pasiva de las pozas intracelulares de calcio, pero ia respuesia 

no es bloqueada por la ausencia de calcio en el medio extracelular ni 

por bloqueadores de canales de calcio de la membrana plasmdtica, 

aunque con estas Ultimas dos condiciones la amplitud del pico de Ca? 

disminuye. Ademds, la amplitud de esta respuesta es claramente 

depenciente de !a dosis de GnRH, lo cual es consistente con la liberacion 

de calcio de las pozas intracelulares, ya que la cantidad de IP3 

producido es también dependiente de la dosis del agonista que activa al 

receptor. La meseta, por el conirario, se presenta ain después del 

pretratamiento con thapsigargina, pero es eliminada completamente



por el bloqueo de canales de calcio y por la ausencia de calcio 

extracelular. Todo esto sugiere que la respuesta rdpida (pico) depende 

en su mayor parte de Ia liberacién de calcio de las pozas intracelulares, 

aunque también pvede estar involucrada la entrada de calcio del 

medio exiracelular, mientras que ia respuesta sosienida (meseta) 

depende completamente del influjo de calcio a través de canales de 

membrana. 

Ademds de los cambios en la amplitud y en el perfil de las 

respuestas, el efecto del pretratamiento con thapsigargina o con 

bloqueadores de canales de calcio oa la eliminacién del calcio 

extracelular fue analizado mediante la comparacién de las Greas bajo la 

curva de la respuesta a GnRH con y sin estos tratamientos. El cdiculo de 

las Greas bajo la curva de estas respvestas muestra claramente que hay 

una disminucién en la cantidad total de calcio involucrada en la 

respuesta a GnRH después del pretratamiento con thapsigargina o con 

bloqueadores de canales de calcio, asf como por la aplicacién de EGTA 

al medio extracelular. Esta Ultima maniobra produce una disminucién 

mayor de la cantidad de calcio involucrada en la respuesta a GnRH que 

el tratamiento con gadolinio o nifedipina. En experimentos preliminares 

observamos que la incubacién por un tiempo mayor con EGTA producia 

una eliminacién completa de la respuesta, por lo que pensamos que esto 

puede ser debido a que al quelar el calcio extracelular puede haber 

también una pérdida de calcio en los compartimentos intracelulares, ya 

que se requiere de la entrada de caicio extracelular para mantener las 

pozas llenas (Pozzan, 1994}. Esta disminucién en la cantidad de calcio 

que puede ser liberada de las pozas intracelulares podria ser la causa de 

que la respuesta a GnRH en ausencia de calcio libre extracelular sea 

menor que cuando se bloquean los candles de calcio. Cabe mencionar 
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que para asegurarnos de que la concentracién de EGTA aplicada 

quelaba fodo el calcio extracelular en e! tiempo en que se observaron 

las resouestas a GnRH y a lonomicina (30 seg}, se realizaron controles 

aplicando maitotoxina, una toxina que produce el influlo de calcio 

extracelular. Al aplicar maitotoxina 30 segundos después del EGTA no se 

observé ningtn incremento en la [Ca?}, lo que demuestra que no 

quedatba calcio libre extracelular, y que las respuestas observadas en las 

figuras 8 y 10 D se deben a la liberacién de calcio de las pozas 

intraceluiares. 

Las respuestas de [Ca?*]i a GnRH que se obtuvieron en este trabajo 

coinciden con las reportadas previamente en la literatura para esta linea 

celular {Anderson et al., 1992 ; Perrin et al., 1993) asi como con las 

respuestas de tipo bifdsico observadas en gonadotropos primarios (Leong 

y Thorner, 1991). 

Dado que a pesar de presentarse un incremento en la [Ca?*} en 

respuesta a la GnRH esta hormona no fue capaz de estimular la 

secrecién, parece evidente qué la forma en que ocurre este incremenio 

de calcio iniracelular en estas célula no es suficiente para activar la 

exocitosis, 

Las resouestas a la jionomicina aque se obtuvieron fueron muy 

similares a las producidas por la GnRH, tanto en el perfil de los trazos, su 

duracién y sus caracteristicas como en cuanto a la cantidad de calcio 

total involucrada en las resouestas. Los trazos de [Ca?*} en respuesta a la 

jonomicina fueron también bifdsicos, con un pico rapido y de corta 

duracién que depende aparentemente de la liberacién de calcio de las 

pozas intraceluiares, sequido de una meseta que depende de !a entrada 

de calcio extracelular. Cabe mencionar que hay una consistencia entre 

las concentraciones de ionomicina que produjeron una estimulacién de



la secrecién y las que tuvieron una respuesta de [Ca?*}, de amplitud mds 

notoria. 

La figura 12 muestra que no hay diferencias significativas entre las 

areas bajo la curva de las respuestas a las concentraciones de 

ionomicina que estimularon la secrecién (100 nM 6 1uM} y a la GnRH (100 

nM}, lo que sugiere que ja caniidad toial de Ca involucrada en estas 

respuestas es similar. Por to tanto, a grosso modo no parece haber 

ninguna diferencia cuantitativa entre ellas. Las respuestas secretoras de 

las células aT3-1 a estos dos farmacos son sin embargo completamente 

distintas. Esto hace pensar que puede haber aiguna diferencia 

cualitativa entre estas resouestas y de nuevo sugiere que el incremento 

en la concentracién intracelular de calcio no es suficiente para activar la 

secrecién, aunque probablemente si es necesario (Setrn et al., 1981; 

Marian y Conn, 1979; Hopkins et al, 1978). La diferencia cualitativa mds 

evidente que se podria observar seria la procedencia de! calcio que 

eleva la conceniracién citopldsmica. En este sentido, la respuesta en 

[Ca2*}; a la ionomicina parece fener un componente mucho mayor de 

influilo de calcio extracelular que el componente de calcio intracelular 

liberado de las pozas, mientras que la respuesta a GnRH parece tener un 

componente de calcio de pozas iniracelulares mucho mds importante. 

Probablemente, para activar la exocitosis se requiera una concentracién 

de calcio alta localizada cerca de la membrana plasmatica, en los sitios 

de secrecién y Unicamente la ionomicina, introduzca una cantidad de 

caicio transmembranal suficiente para hacer que la [Ca?*]i en estos sitios 

alcance el umbral necesario para activar la exocitosis, mientras que el 

calcio liberado de lias pozas intracelulares en respuesta a ia GnRH no 

pudiera difundir hasta los sitios de locatizacién de fas vesiculas, y la 

cantidad de calcio transmembranal que enira en respuesta a la 
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hormona no sea suficienté para alcanzar e| umbrai de activacién de ia 

exocitosis. 

Una posibilidad complementaria para explicar la diferencia en la 

respuesta secretora a GnRH y a ionomicina es que las pozas intracelulares 

de calcio dependientes de IP3 tengan una localizacién aiejada de la de 

los canales de calcio dependienies de voltaje en la membrana 

plasmatica y/o de los sitios donde se encuentran las vesicuias de 

secrecién. De esta manera, aunque la GnRH active los dos mecanismos 

de incremento de calcio, la concentraciédn local en el sitio donde se 

encuentran fas vesiculas podria no ser suficiente para activar la 

exocitosis. Es bien conocida la importancia de la localizacién subcelular 

de jas respuestas de calcio intraceluiar para activar el proceso de 

secrecion (Neher y Augustine, 1990; Tse ef al., 1997). Es probable también 

que en estas células las proteinas que intervienen en el transporte de los 

grdanulos de secrecién hacia la membrana y en su fusion con ésta tengan 

una sensibilidad al calcio disminuida y por esto la concentracién de 

calcio que se alcanza con Ia estimulacién de los receptores a GnRH no 

sea suficiente para desencadenar el proceso de exocitosis. Por su parte 

se espera que la ionomicina provoque la entrada de calcio a la céiula 

de manera homogénea por toda la membrana plasmdtica, de modo 

que al sumarse esta entrada de calcio con e! calcio liberado de las 

pozas intracelulares, podria alcanzarse una concentracién regional 

mayor en el sitio donde estdn las vesiculas de secrecién y esto ser 

suficiente para activar la secrecién. Si este fuera el caso, este sistema 

seria un claro ejemplo de que ia [Ca?*} local requerida para 

desencadenar la exocitosis es mucho mayor de lo que se cree 

actualmente por mediciones globales de la [Ca?*]. La dificultad para 

detectar gradientes subcelulares en la [Ca?*}i ha llevado a pensar que las 

61



concenitraciones necesarias para activar procesos celulares como la 

secreciédn son relativamente pequefios. Esto puede ser resuelto 

actualmente con el uso del microscapio confocal, que permite una gran 

resolucién espacial y el uso de céiuias vivas para observar respuestas 

fisioldgicas. Las determinaciones de ia [Ca?]i en el presente trabajo 

fueron realizadas en poblaciones celulares, por lo que las diferencias en 

las regiones subcelulares no son detectables, y Unicamente se mide el 

promedio de la [Ca?*} en la poblacién. Esto podria explicar ta similitud en 

las resouestas de [Ca?*}; a GnRH y ionomicina que se observan tanto en 

los trazos como al comparar fas Greas bajo la curva de los trazos 

obtenidos con cada tratamiento. 
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VI. CONCLUSIONES 

Tanto la GnRH como ia ionormicina producen un incremefto 

bifdsico en la concentracién intracelular de calcio, que consiste en una 

respuesta rapida y de corta duracién que depende principalmente de la 

liberaci6n de caicio de las pozas intracelulares seguida de una meseta 

sostenida que depende de la entrada de calcio extracelular. 

La GnRH y la jonomicina, que presentan una respuesta muy similar 

en la [Ca?+}, producen sin embargo una respuesta muy distinta en 

cuanto a_secrecién: mientras gue la fonomicina la estimuia 

significativamente, la GnRH es incapaz de activarla, 

Estas observacioneés sugieren que: 

El incremento en la [Ca2*]i es necesario pero no es suficiente para 

la activacién de la exocitosis y 

Existe una diferencia cualitativa entre la respuesta de [(Ca**]; 

producida por la ionomicina y la producida por la GnRH, que se traduce 

en una respuesta secretora distinia.
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