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INTRODUCCION.

El metabolismo de 1los neuropéptidos es un fenémeno de gran
interés ya que su conocimiento permite comprender las funciones
que estas moléculas realizan dentro de los seres vivos. Cada una
de 1las etapas involucradas en el metabolisme (biosintesis,
procesamiento, liberacién e inactivaciébn) pudiese ser regulada
para controlar los niveles peptidicos que van a actuar en un
tejido especifico de acuerdo a los requerimentos del organismo.

En este trabajo nos hemos enfocado a estudiar un péptido
particular, la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la etapa
del metabolismo que nos ha interesado es la regulacién de 1la

biosintesis en neuronas. Los postulados centrales son los
siguientes:

¢:Existen cambios en la biocsintesis de TRH, medidos como cambios
en el nivel de RNAm -transcripcién o estabilidad- bajo
diferentes condiciones estimulatorias?

¢Cudles son los compuestos quimicos -extracelulares y/o

intracelulares—- que estan modulando estos cambios?

¢Hay un acoplamiento de la biosintesis con la liberacién del
péptido?

:Se podria postular un mecanismo intracelular por lo que los
diversos reguladores de la biosintesis en la neurona TRHérgica
estan actuando?

Para abordar estas cuestiones, hemos elegido un sistema in
vitro que nos proporciona ciertas caracteristicas para cumplir
con los requisitos del trabajo. Este sistema es el cultivo
primario de células dispersas que posee las siguientes
propiedades fundamentales:

(1) Es un sistema aislado cuya organizacidén celular no es tan
compleja {como un sistema in vivo) y nos permite interpretar los
resultados de una manera relativamente facil.

(2) Es posible mantener al sistema por tiempos prolongados de tal
modo que podemos manipular las condiciones experimentales de
acuerdo a las exigencias particulares de cada uno de los
propésitos por efectuar.,

(3) Es posible observar directamente a las células (neurona,
glia) bajo condiciones normales y experimentales, y examinar si
existe alguna alteracion morfolégica durante el desarrollo

/ experimental.



RESUMEN.

Un gran numero de neuropéptidos y neurotransmisortes
estimulan a las células neuronales a través de segundos
mensajeros. Con la finalidad de estudiar si la biosintesis de TRH
se ve regulada por estos mediadores intracelulares, se optimizé
un cultivo primario de células dispersas de hipotédlame de rata,
el cual presenté las condiciones necesarias para abordar el
problema. Se prob6é un anidlogo del segundo mensajero AMPc, el 8-
bromo~AMPc y un activador de la adenilato ciclasa, la forskolina.
Los resultados indicaron que el AMPc y la forskolina ocasionaron
un aumento en los niveles de RNAm de TRH. Este ultimo apoyando
el efecto del 8-bromo-AMPc scbre 1la via de dicho mediador
intracelular, También se determiné gque el AMPc ocasiond una
disminucién en la TRH intracelular y un incremento en el péptido
liberado. En conjunto, los resultados con AMPc sugirieron un
acoplamiento entre la biosintesis y la liberacion de la TRH. Se
concluye que tenemos las primeras evidencias de la regulacién de
la neurona TRHérgica por AMPc (tanto en su biosintesis como en su
liberacién).



ENFOQUE DE ESTUDIO.

Todas 1las sustancias quimicas encontradas en los seres
vivientes se localizan en cantidades definidas para que se
realicen adecuadamente sus funciones dentro del organismo.

Es necesario gue se lleve a cabo un proceso que determine
cudl serd la cantidad de compuesto quimico gque se presente bajo
ciertas condiciones fisioclégicas. A este proceso se le conoce
como regulacién, la cual puede llevarse a cabo en diferentes
niveles en una célula unica: sintesis, compartamentalizacién,
procesamiento, liberacién y/o inactivacién.

Los mecanismo intracelulares para gue se efectie dicha
regulacién son muy variados y dependientes, mas que de la
sustancia quimica por estudiar, del tejido en que se encuentre y
de su contexto fisiolégico dentro del organismo.

Para poder entender la regulacién, en principio, se puede
considerar a la célula como una entidad aislada que puede
responder a la informacién que recibe del exterior. Esta célula
es capaz de traducir dicha informacién a su interior de tal modo
que pueda modular cada uno de sus procesos intracelulares (p. ej.
biosintesis, liberacién).

Aqui me enfocaré a un sistema en particular, el sistema
neuroendécrino, el cual estd involucrado en gran cantidad de
funciones importantes para la sobrevivencia de los seres vivos
y haré resaltar los mecanismos intracelulares por medio de los
cuales un determinado tipo celular traduce las sefiales que recibe
del exterior para definir la cantidad de compuesto guimico que
debe ser liberado.



ANTECEDENTES.

El sistema neurcend6crino estéa 1nvolucrado en gran cantldad
de funciones importantes para la sobrevivencia ide los’ ‘seres’
vivos. Este sistema recibe seflales tanto del medlo “exterior como
del interior, y su papel central es mantener constante el
ambiente interno en el organismo por’ medlo “de‘-un mecanismo
denominado homeostasis (Kupfermann, I. 1982) :

El hipot&lamo es la regidén del cerebro>responsable de los
mecanismos homeosté&ticos (Kupfermann, I. 1982 ). Estd conformado
por un gran numero de células nerviosas (agrupadas en nucleos)
las cuales presentan interconexiones entre si y con diversas
regiones del sistema nervioso central. El hipotdlamo controla las
influencias externas e internas, por interconexién no sélo con
dreas del sistema nervioso central sino también del sistema
endbébcrino, traduciendo los estimulos (neurales u hormonales) para
una respuesta fisiolégica adecuada (Kupefermann, I. 1282).

Una de las funciones centrales del hipotalamo es controlar
la gléandula pituitaria (Green y Harris, 1947). El1 hipot&lamo se
encuentra en posicién dorsal a la gléndula y las células que lo
conforman envian sus terminales a un plexo capilar situado a
nivel de la eminencia media en donde se liberan las sustancias
producidas en él. Estas sustancias una vez liberadas viajan por
un sistema vascular portal hasta la hipéfisis donde provocan la
liberacién de las hormonas hipofisiarias las cuales son
transportadas por el torrente sanguineo para actuar sobre la
célula blanco especifica y efectuar su funcién o funciones dentro
del organismo (FIGURA 1.1).

CCMUNICACION CELULAR

En el sistema neurcendécrino existe una comunicacién
intercelular. Hay dos tipos primarios de comunicacidn: de tipo
nervioso y de tipo hormonal. El sistema de comunicacién de tipo
nervioso envia su mensaje (a través de mensajeros gquimicos) a un
‘conjunto egpecifico de células blanco utilizando sitios
especificos conocidos como sinapsis. El sistema de comunicacién
hormonal generalmente es menos directa y la forma mas



. FIGURA 1.1.

d Sistema

Figura 1.1

SISTEMA HIPOTALAMO-NEUROHIPOFISIS.

Neuronas Magnocelulares en el niicleo supradptico y paraventricular
envian sus axones a la pituitaria posterior via la eminencia media.
(Tomado de Brownstein, M.J. et.al. Science. 207: 373 (1980).

Hipotalamo-Neuro hipofisis



“‘comin se-encuentra en el sistema endécrino donde las glandulas
liberan hormonas que viajan a través del torrente sanguineo hasta
llegar a actuar sobre la célula blanco especifica. Dentro de la
accién hormonal se encuentran los mecanismos autécrinos y
par&crinos en donde la hormona actta sobre la célula que la libera
o en una célula adyacente, respectivamente (Snyder, S.H. 1985).

Las sustancias quimicas que son liberadas por las células
que integran el sistema neuroenddbécrino son: los neurotransmisores
clasicos gque consituyen aminodcidos o derivados de éstos; p.
ejemplo, glicina o los m&s comunes, la acetilcolina, el 4cido gama-
aminobutirico (GABA), las catecolaminas (noradrenalina, adrenalina)
asi como la nueva familia de neuropéptidos. Entre éstos @ltimos se
encuentra p.ej. la somatostatina, la hormena que libera tirotropina
(TRH), la met-encefalina, la oxitocina, la vasopresina -por citar
algunos=-; dichos neuropéptidos pueden actuar como neurotransmisores
o neuromoduladores de la sehal nerviosa, o bien como hormonas. Es
posible encontrar ambos tipos de sustancias neurotransmisoras
compartiendo una célula uUnica teniendo el caso de la somatostatina
y noreprinefrina en neuronas simpadticas de rata (Spiegel 1389),
met-encefalina y GABA en estriado de rata (Sivam et.al.. 1986) 6
péptidos opioides y catecolaminas en médula suprarrenal (La Gamma
et.al. 1989). En algunos casos, una de las sustancias coexistentes
funciona como modulador de la otra para que la respuesta sea
adecuada.

MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SENALES EN EL SISTEMA NEUROENDOCRINO.
El sistema neuroendécrino recibe informacién del exterior e
interior al organismo para regular con propiedad las funciones en
las que est& involucrado: recibe sefiales de tipo fisico y/o
quimico que determinan la cantidad de neurotransmisor (y/o
neuromodulador) liberado para actuar en la c¢élula blanco
especifica. -

Para que una célula pueda responder a un estimulo exterior
necesita de lo siguiente:

(1) Que el estimulo exterior o sefial ( por ejemplo, un
neurotransmisor o una hormona) encuentre un receptor especifico y
exista un acoplamiento entre ambos (p.ej. dopamina-receptor
extramembranal u hormona tiroidea-receptor citosélico).



(2) En el caso del estimulo exterior con receptor membranal,
que el receptor esté acoplado a un sistema de transduccién de la
sefial, siendo éste las proteinas G (Ross 1989 y Dolphin, 1987). En
el caso del estimulo exterior con receptor citosélico (como son
las hormonas tiroideas o los esteroides), éstas acopladas a su
receptor, viajan directamente hacia el nicleo donde se pueden unir
a la secuencia nucleotidica del DNA y provocar un efecto
determinado. Este ultimo caso no serd descrito.

(3) La sefial (o estimulo exterior), que se transduce por
las proteinas G, se propaga al interior de la célula a través de
los segundos mensajeros, siendo los mas conocidos: el AMPc (Pastan,
1972), el inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (ruta de
fosfoinositidos) (Berridge, 1984, 1%87), el GMPc (Naor, 1990), el
Ca™ (Kennedy, 1989), derivados del &4cido araquidénico (Shimizu,
1990).

(4) Los segundos mensajeros activan las proteinas cinasas
especificas que fosforilan ciertas proteinas (en la mayoria de los
casos desconocidas) (Greengard, 1987; Nishizuka,

1986). Estas proteinas pueden desencadenar varios procesos
metabbdlicos intracelulares:

-por ejemplo pueden activar una via que da lugar a que ciertas
proteinas se unan a una regién especifica de la secuencia
nucleotidica del DNA para activar o reprimir la transcripcién de
un gene (regularian la biosintesis de un determinado
neurotransmisor) .

-pueden actuar sobre el procesamiento de una proteina especifica
(p.ej. modulando la velocidad de sintesis de un neuropéptido).
-pueden activar la liberacién de una sustancia transmisora a través
de la apertura de canales iénicos (Strong, 1987; Hescheler, 1987;
Dunlap, 1987).

1. MECANISMOS DE RECEPCION DE LA SENAL

Para que una ¢élula responda a miltiples sefiales extracelulares
(p.ej. hormonas, neurotransmisores) necesita de receptores
especificos.

Los receptores de superficie celular que actvan via las
proteinas G estéan constituidos de un familia de glicoproteinas
integrales de la membrana plasmidtica. El conocimiento de su
estructura se ha apoyado en estudios biofisicos y bioquimicos de
rodopsina (Findlay, 1986) y sobre andlisis genéticos recientes de



aproximadamente 15 subtipos de receptores alfa y beta adrenérgicos,
serotonérgicos, dopaminérgicos, muscarinicos, colinérgicos vy
peptidérgicos (Libert et.al., 1989, Parmentier et.al., 1989). Todos
se caracterizan por poseer siete extensiones hidrofébicas
transmembranales, sitios consenso para glicosilacién amino-unida
cerca del amino-terminal, tres asas cortas extracelulares, 2 asas
cortas citoplédsmicas y catibénicas y una asa citoplésmica mé&s larga
que conecta las extensiones cinco y seis (Ross, 1989). La regién
amino terminal es extracelular y la porcién carboxilo-terminal
constituye las siete extensiones hidrofébicas transmembranales,
Con la finalidad de comprender cétmo se lleva a cabo la transduccién
de seflales una vez que el ligando (u agonista) se ha unido al
receptor, es importante tener presente que en su estructura deben
existir dos sitios (o dominios funcionales) fundamentales los

cuales son estructuralemente diferentes en esta familia de
receptores. Estos sitios son aquéllos que proveen selectividad a
los ligandos y a las proteinas G (p.ej. Gs o Gi). Estudios

genéticos por mutagénesis dirigida de la rodopsina y el receptor
beta adrenérgico, apoyados por trabajos comparativos partiendo de
la clonacién de algunos receptores (p.ej. dopamina, tirotropoina)
y el anédlisis estructural y funcional, {(Parmentier, et.al. 1989;

Albert, et.al. 1880), han provisto de las siguientes
generalizaciones:

Los receptores que se acoplan a proteinas G se pueden
categorizar en dos grupos. El primero 1o constituyen los receptores
de la familia de la rodopsina, los beta-adrenérgicos, los
muscarinicos y algunos péptidos (la sustancia K); en estos casos,
los neurotransmisores u hormonas se unen al receptor en un centro
hidrofébico formado por 1las extensiones (o haces de hélices)
transmembranales, aunque es probable la contribucién de extensiones
de membrana individuales. Esto se apoya por el uso de ligandos de
fotoafinidad que marcan los centros hidrofébicos de un receptor
beta-adrenérgico y un receptor colinérgico muscarinico asi como
datos obtenidos utilizando receptores quiméricos (Kobilka, et.al.,
1988). También se ha identificado, para este grupo de agonistas,



el otro ‘dominio funcional importante (el de acoplamiento con 1la
proteina G, Gs o Gi) y se ha definido por estudios de delecibén o
tratamiento con proteasas (Rubenstein, 1988) qué dominios del lado
citopléasmico catiénico del receptor estén implicados en regular la
proteina G; estos estudios, Jjunto con aquéllos hechos con
receptores quiméricos, sugieren que el asa citoplédsmica grande que
conecta las extensiones de membrana 5 y 6 puede ser un componente
principal del dominio que une a estas proteinas (Kobilka, et.,al.,
1988). El segundo grupo lo constituyen los receptores de
la familia de las hormonas glicoproteicas, entre las que se
encuentra la tirotropina (TSH), la hormona que estimula 1los
foliculos (FSH) y la hormona coriogonadotrépica (hCG). Estas
presentan una subunidad alfa comin y una subunidad beta que
confiere la especificidad de unién al receptor (Parmentier, et.al.
1989; Loosfelt, et.al 1989). Dichos receptores, a diferencia del
grupo anterior, presentan un dominio extracelular hidrofilico
grande localizado en la regién amino-terminal, el cual constituye
el sitio de unién a un ligando de tamafio grande ( a diferencia
tambien del grupo anterior); es posible que dicho dominio
interactlle con los sitios transmembranales para mediar la
transduccién de sefiales. El sitio de unién a las proteinas G (Gs
o Gi) esta conformado por un sitio que atraviesa la extensiones 6
y 7 localizadas en el carboxilo terminal y la tercera asa
citoplésmica (Loosfelt, et.al. 1989).

" La clonacién de diferentes tipos de receptores como el de
dopamina D2 (Albert, 1990), el de tirotropina (Panmentier, 1989)
y €l de la hormona coriogonadotrépica (McFarland, et.al., 1889)
han permitido realizar estudios de transfeccién del DNAc a
diferentes tipos celulares y observar que dichos receptores activan
las proteinas G ocasionando la generacién de un segundo mensajerc
(p.ej. AMPc), y una respuesta fisiolégica determinada (p.ej. la
estimulacién o inhibicidn de la secrecién de prolactina en el caso
del receptor de dopamina D2) (Albert, 1980).

Se ha descrito de manera general las caracteristicas
estructurales y funcionales de la familia de receptores que se
acoplan a proteinas G encargados de transducir las sefales al
interior de una célula. Una vez que el agonista se une al receptor
éste debe sufrir ciertas modificaciones estructurales que le
permitan desencadenar la maquinaria de transduccién: parece gue un.
agonista distorsiona el sitio de unién ligeramente para modificar
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las terminales citoplésmicas de las extensiones transmembranales
lo suficiente como para convertir el ‘dominio citoplésmico (o sitio
de unién a las proteinas G) en una“ conformacidn regqulatoria que
permita activar los componentes de las proteinas G (esto es,
catalizar el intercambio nucleotidico sobre esta proteina) -como
se vera en la siguiente seccién-. :

MECANISMOS DE TRANSDUCCION (PROTEINAS G).

El sistema de transduccién de sefiales es complejo. Esté
regulado fundamentalmente por las denominadas proteinas G (debido
a su unidén al nuclebdtido, GTP) y en general, consiste de una serie
de modificaciones estructurales de dicha proteina membranal con los
componentes de la maquinaria. Los componentes son: el receptor, las
proteinas G y las moléculas efectoras. La funcibn esencial de este
sistema es integrar y amplificar las sefiales (o estimulos) que
recibe una determinada célula.

Las proteinas G son proteinas gque wunen GTP y estan
constituidas de 3 subunidades: la alfa, la beta y la gama. La
unién del agonista a su receptor ocasiona que la proteina G se
disocie y la subunidad alfa intercambie GDP por GTP activando la
molécula o las moléculas efectoras; estas 0ltimas pueden ser: la
fosfolipasa C, la fosfolipasa A2, la adenilil ciclasa. Dichas
moléculas se activan dependiendo del tejido (o célula) en que se
encuentre o del agonista que se una a un receptor especifico.

' E1l mecanismo de transduccién de sefilales ocurre de la
siguiente manera:
lo. Antes de que el ligando u agonista se una al receptor los
componentes del sistema se encuentran en la siguiente conformacién:
el receptor estd acoplado a la proteina G :
(las subunidades alfa, beta y gama) el cual se encuentra unido a
GDP -estado inactivo-. Este estado ocasiona un incremento en
la afinidad del receptor por el agonista.
20. Una vez que el agonista se une al receptor, la subunidad alfa

se disocia del dimero beta-gama, lo que ocasiona el intercambio. -

nucleotidico GDP por GTP transformando el complejo de estado
inactivo a estado activo.

30. La unién de GTP a la subunidad alfa causa su activacién y le
permite asociarse con proteinas efectoras (la subunidad catalitica
de la adenilato ciclasa; la fosfolipasa C; grupo de canales de Ca™,
grupo de canales de K' y la fosfolipasa A2).
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40. Esto Ultimo ocasiona que el receptor pase de su estado de alta
afinidad por el agonista a un estado de baja afinidad. La
subunidad alfa acoplada a GTP posee actividad de GTPasa
desactivéndose cuando hidroliza GTP. De este modo, queda otra vez
la subunidad alfa en estado inactivo (con GDP), lista para que se
una otro agonista al receptor y se inicie nuevamente el proceso de
transduccioén.

En cuanto a la subunidad beta-gama tiene varias actividades:
- La subunidad beta-gama inhibe la actividad de la subunidad alfa
por GTP; esto es, estabiliza 1la unién de la subunidad alfa por el
receptor anclando su porcién relativamente hidrofilica a la
membrana plasmatica y, por lo tanto, estabilizando el enlace de
GDP. Esto parece ser importante para la inhibicién de las proteinas
G mediadas por receptor. La inhibicién de la unién de GTP a las
subunidades alfa por beta-gama son reciprocas: la activacién de
proteinas G por GTP causa la disociacién de beta-gama,
incrementando la concentracién de subunidades beta-gama libres en
la membrana. Esta inhibicién reciproca provee un mecanismo
bioquimico para la inhibicién hormonal de la sefal mediada por
proteinas G. Katada (1984) puntualiza que la liberacién de beta-
gama por una proteina ¢ inhibe la activacién de las otras protelnas
en la membrana plasmética y sugiere que la liberacién de beta-gama
de Gi es el mecanismo por el que receptores acoplados a Gi causan
la inhibicién de adenilato ciclasa.
- Se ha propuesto otra posible funcién de beta-gama. En algunos
sistemas las subunidades beta-gama gque son liberadas cuando la
estructura trimérica se disocia (o activa) también pueden ser
seflales a efectores. Parece que la actividad de fosfolipasa A2 se
puede estimular por la subunidad beta-gama (y, no la subunidad
alfa) de la proteina G (Gt) en los segmentos exteriores de 1los
conos de las células en la retina (Jelsema y Axelrod, 1987}.
También Kurachi (1989) argumentd que las subunidades beta-gama
pueden activar una fosfolipasa A2 en el corazbén y sefialé que este
efecto estimulatorio de la subunidad necesita estudios adicionales.

AMPLIFICACION E INTEGRACION DE SENALES POR PROTEINAS G.
Las proteinas G son responsables de amplificar las sefiales y
entonces dirigirlas a los efectores apropiados; conforman las bases
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de una red de procesamiento de informacién compleja en la membrana
plasmatica siendo su papel principal organizar las sefales que
reciben de miltiples receptores y dirigirlos a un arreglo apropiado
de efectores. Los circuitos son comunes y las sefiales (inhibitorias
o0 estimulatorias) de receptores diferentes pueden integrarse a
través de una o mads proteinas G para estimular una uUnica ruta de
segundos mensajeros.

Para que suceda 1la amplificacién de sefiales se han
hipotetizado algunos mecanismos:

El intercambio GDP/GTP es suficientemente répido de tal modo
que un receptor puede mantener la activacién de multiples moléculas
de las proteina G. Ademas, para simplemente amplificar la senal,
el potencial catalitico del receptor aumenta la sensibilidad del
sistema a bajas concentraciones de agonista; aun en concentraciones
saturantes los receptores, acoplados a proteinas G, pueden
frecuentemente producir cerca de la activacién total de sus
efectores. El1 GTP facilita la liberacién del receptor de la
proteina G activada, permitiendo gque un receptor pueda servir a
muchas proteinas G secuencialmente (Ross y Gilman, 1980; Ross,
1989)

SELECCION E INTEGRACION DE SENALES A TRAVES DE LA RED DE
PROTEINAS G.

La notable ventaja de las proteinas G como transductores es
su capacidad para dirigir seflales exteriores de receptores
maltiples a diferentes rutas de segundos mensajeros citoplasmicos.
Integracién. Se ha demostrado que receptores para multiples
hermonas activan una poza comin de la adenilato ciclasa. Es claro
que estos receptores regulan Gs la cual integra y lleva sus sefiales
a la ciclasa.

Aunque un receptor genera una respuesta fisioloégica
caracteristica, un Unico receptor puede generar miltiples salidas
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de segundos mensajeros. Para dirigir una-.sefial entrante en varias = ¥

direcciones simulténemanete, las células utilizan 1lo que  se
denomina acoplamiento divergente; esto .es, mientras existe el
acoplamiento proteina G-receptor, existen las interfases proteina
G-efectores.

MECANISMOS DE PROPAGACION DE LA SENAL.
(Segundos Mensajeros).

Para la descripcién de los segundos mensajeros y la cascada
de transduccién y propagacién de la sefial, ver FIGURA 1.2,

Después que las moléculas efectoras (adenilil ciclasa,

fosfolipasa C, fosfolipasa A2) se han activado por medio de
las proteinas G, se desencadenan las diferentes rutas de
propagacién de una sefial. Esta propagacidén se hace a través de
los segundos mensajeros.

El primer sistema de segundos mensajeros estudiado fue el
AMPc, el cual se forma a partir de ATP por la activacion de
adenilil ciclasa (Pastan, 1972). Se sabe que este propagador activa
una proteina cinasa especifica, la proteina cinasa A (proteina
cinasa dependiente de AMPc) la cual se encarga de la fosforilacién
de diversas proteinas intracelulares (Insel, 1975; Simantov, 1975)
como la proteina bésica (de 23kd) conocida comoc BRP (Murdoch,
1982), que en su forma fosforilada activa la
transcripcién del gene de prolactina por la TRH (Murdoch, et.al.
1983), 6 la proteina nuclear basica (CBP) de 19 kd localizada en
células GH4 (Waterman, et.al., 1985). Estos ejemplos constituyen
casos de una accién directa de las proteinas cinasas dependiente
de AMPc sobre la regulacién de la transcripcién de un gene. Otras
proteinas que se fosforilan por la proteina cinasa A también pueden
ser canales iénicos involucrados en la secrecidn de sustancias
quimicas neurotransmisoras (Yatani, et.al. 1988)

Ootro sistema de propagacién conocido es el de
fosfatidilinositol el cual se activa por la fosfolipasa C formando
fosfatidilinositol trifosfato y diacilglicerol. El
fosfatidilinositol trifosfato (IP3) ocasiona la liberacién de
Ca*™ intracelular del reticulo endoplésmico rugoso (RER) y, puede
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FIGURA 1.2. MECANISMOS DE TRANSDUCCION Y PROPAGACION DE LA SENAL.
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“tener diferentes funciones ya sea uniéndose a la: proteina
calmodulina y activando las proteinas cinasas dependientes de
calmodulina (por ejemplo, la proteina cinasa, pKI y pKII) (Kennedy,
1989) las cuales se ha demostrado que fosforilan diversas proteinas
siendo algunas de éstas, las proteinas Fos y Jun (Morgan y Curran,
1989). Estas ultimas pudiesen estar involucradas en la modulacién
de la transcripcién de diferentes genes (Sonnenberg, et.al. 1989).

El diacilglicerol activa la proteina cinasa C. En este caso
es menos clara la identidad de sustratos proteicos especificos. Se
ha propuesto a una proteina de membrana, la B50 cuya forma
fosforilada inhibe la conversién de PIP (fosfatidilinositol
monofosfato) a PIP2 (fosfatidilinositol difosfato) (Huang, 1989).

El Ca"™ es otro segundo mensajero cuando se incrementa su
concentracién intracelular por medio de IP3 o0 a través de canales
de Ca™. Este aumento de Ca™ puede ser modulado por la proteina
cinasa A o la C al fosforilar canales de Ca™ (en algunos casos
dependientes de voltaje) o, a través de proteinas G acopladas al
canal (Chad, et.al. 1986; Kaczmakerk, et.al, 1887).

Cada una de las respuestas mediadoras pueden estar
interactuandeo y modulindose entre si; se sabe que la proteina
cinasa II dependiente de calmedulinas puede desactivar la
fosfodiesterasa, enzima encargada de desfosforilar una proteina
activada por la proteina cinasa A (Huang, 1989).

Dentro de la cascada de propagacién de la sefial se encuentra
la activacién de los ahora denominados terceros mensajeros (Morgan
y Curran, 1989). Estos son los proto-oncogenes (como c-fos y c-
jun) y cada uno de ellos puede ser activado por los segundos
mensajercs. Es conocido que c-fos y c-jun son activados por el AMPc
y la proteina cinasa C pudiendo formar heterodimeros u homodimeros
cuyo complejo conforma APl. Este complejo proteico tiene 1la
propiedad de reconocer una secuencia nucleotidica especifica en un
gene para activar o reprimir su transcripcién (Curran y Roberts,
1988). Existen otras proteinas activadas por los segundos
mensajeros y que regulan la expresién génica: APZ2 y AP4 las cuales
son activadas por la proteina cinasa C y AMPc (Imagawa, et.al.,
1987) . Algunas de estas proteinas parecen tambien ser activadas por
ca™ (Morran, et.al. 1986; 1988).
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Recapitulando, los mecanismo. de transducc1én gde seﬁales
implican los siguientes componentes: : '
-un mecanismo de recepcién de la sefal & B
-un mecanismo de transduccién localizado “en:iilad membrana
citeplésmica (proteinas G) -
-efectores responsables de la propagacibn de la seﬁal (los segundos
mensajeros).

La célula responderd a la sefal ya sea a nivel biosintético,
en la liberacién y/o en la degradacién de la sustancia ¢}
sustancias afectadas.

Hasta agqui se ha descrito como se traduce una senal al
interior de la <c¢élula lo cual afecta diversos procesos
metabélicos. Ya que los fines de este trabajo recaen sobre la
regulacién de la biosintesis de los neuropéptidos, la siguiente
seccibn se refiere a esta etapa del metabolismo celular y cbmo es
regulada por diferentes sefales (intra y/o extracelulares)

BIOSINTESIS DE NEUROPEPTIDOS.

La biosintesis de los neuropéptidos se lleva a cabo en el soma
neuronal por un mecanismo dependiente de ribosomas. La
sintesis produce una proteina de peso molecular grande que es
procesada enzimdticamente hasta producir un péptido (o péptidos)
maduros los cuales son biolégicamente activos (Mains y Eipper,
1983; Sossin, et.al., 1989).

La proteina se sintetiza c¢omo una pre-proproteina gque se
caracteriza por poseer una secuencia seflal que consta entre 20 y
30 residuos de aminoicidos (Dautry-Varsat, 1983; Docherty vy
Steiner, 1982; Walter y Blobel, 1983) . Esta secuencia sefal le
permite a la cadena polipeptidica transportarse vectorialmente al
lumen de reticulo endoplésmico rugoso (RER) donde se llevan a cabo
una serie de modificaciones co- y post-traduccionales. La primera
modificacién es el corte de la secuencia sefial por una enzima poco
caracterizada que se conoce como una zinc metaloendopeptidasa
microsomal (Mumford, 1980). Este corte da lugar al pro-péptido el
cuval sufre una serie de modificaciones post-traduccionales due
hacen que dicha molécula se provea de marcadores especificos para
ser seleccionada como proteina de secrecién. Las modificaciones
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““iniciales:se efecttan por medio de la adicién de un oligosacdrido

enlazado a asparagina al péptido naciente. Este oligosac&rido es
el precursor de oligosacéridos amino-unidos que contienen un nimero
determinado de moléculas de manosa. Los oligosacdridos en proteinas
maduras contienen de cinco a ocho manosas y 2-N-acetilglucosaminas;
el complejo contiene acido sidlico, galactosa y N-
acetilglucosamina. Este complejo wvaria en el nimero de
ramificaciones (de 2 a 4) y el numero de residuos sidlicos lo que
da las caracteristicas bésicas para que el pro-péptido sea
seleccionado a una proteina de secrecién, nerviosa y endbécrina
(Dautry-varsat, 1983).

Modificadas las proteinas, éstas viajan hasta el aparato de
Golgi en donde se integran en vesiculas. Dentro de las vesiculas,
sufren otras modificaciones post-traduccionales como fosforilacién,
acetilacién, sulfatacién (Huttner, 1988; Eipper y Mains, 1982) y
una modificacidédn importante que es el procesamiento enzimé&tico de
la pro-forma. Este procesamiento se lleva cabo por medio de enzimas
(tipo serina, metalo y/o tiol-proteasas) que reconocen
generalmente residuos de diaminocdcidos bésicos (arginina-arginina,
arginina-lisina, 1lisina-lisina, lisina-arginina), aunque sitios
mono (Arg-), tri- y tetra-bésicos son también reconocidos. La
conformacién de la secuencia proteica puede ser importante para
determinar el sitio de corte; se ha observado que el corte requiere
residuos badsicos situados en, o aledahos a, las hélices beta de la
secuencia proteica (Rholam, M, et.al. 1986). Todas las formas
precursoras neuropeptidicas conocidas contienen estas secuencias
de residuos bédsicos flanqueando la secuencia de péptidos activos.
Los aminodcidos b&sicos son posteriormente cortados por otras
enzimas del tipo de la carboxipeptidasa H (Hook, 1988).

Este procesamiento enzimdtico se lleva a cabo en los grénulos
de secrecién, existiendo ejemplos que muestran que puede iniciarse
en el trans Golgi (Lepage, et.al. 1991) y prosiguiendo a lo largo
del axén {(durante el transporte de las vesiculas) hasta llegar a
la terminal nerviosa donde las proteinas se encuentran en su forma
madura, biolbégicamente activas, listas para ser liberadas y actuar
en la célula blanco especifica (FIGURA 1.3)

REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE PEPTIDOS Y PROTEINAS.

En los ultimos afios se ha estudiado cbé4mo se regula la
biosintesis y la liberacién de las diferentes sustancias
relacionadas con la transmisién nerviosa.
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Figura 1.3

FIGURA 1.3. BIOSINTESIS, TRANSLOCACION, PROCESAMIENTO Y LIBERACION

DE PEPTIDOS.

La translocacién del RNAm ocurre en el reticulo endoplismico
(RER) produciendo un propéptido o proteina precursora (Pl)en el espacio
cisternal del reticulo endoplismico. El empaquetamiento de Pl ocurre en
el aparato de Golgi. El grdnulo secretorio es el sitio de procesamiento
posttraduccional a productos peptidicos mis pequefios (Pl.....Pn) que
puede ocurrir en el cuerpo celular o en el axdn durante el transporte
axonal. El contenido granular se libera (exocitosis) cuando las terminales
nerviosas se despolarizan (Tomado de Brownstein, M.J. et.al. Science 207:
373 (1980)).
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Los diversos enfoques han considerado el uso de mediadores
intracelulares encargados de definir una respuesta especifica en
cierto modelo de estudio (p.ej. cultivos primarios, lineas
celulares -sistemas in vitro- o modelos en el animal completo -
sistemas in vivo-). La regulacién del metabolismo celular se da se
puede dar en todas las etapas metabblicas de cierto compuesto
quimico (ya sea un neuropéptido o una proteina).

La finalidad dltima de estos estudios es comprender,
bajo un contexto fisioclégico, cémo un grupo neuronal define la
cantidad de neurotransmisor que debe ser liberado.

Algunos ejemplos representativos de regulacién de
neuropéptidos y proteinas son los siguientes:

1) LA PROENCEFALINA.

La proencefalina es el precursor -proteina de 29000 d-
de los péptidos met-encefalina y leu-encefalina. Se encuentra
principalmente en médula adrenal (Siegel, et.al. 1985) aunque se
ha localizado en regiones del sistema nervioso central como es el
estriado (Sivam y Hong, 1986), el caudado-putamen {Morris, et.al.
1988) y el hipocampo (Romano, et.al. 1987).

El conocimiento gque se tiene alrededor de la célula
proencefalinérgica recae no sb6lo sobre su biosintesis sino también
sobre cémo se ve regulada la liberacién del péptido.

Esta informacién puede agruparse en estudios que han utilizado
regiones especificas del sistema nervioso central (p.ej. las ya
citadas) o en la médula suprarrenal (proveyendo un conocimiento de
mayor profundidad en una regidén localizada y en dende la familia
de las encefalinas tiene una funcién definida).

Se sabe gque los niveles de RNAm de proencefalinas se
incrementan por el efecto de diversos neurotransmisores cuyas vias
llegan a regiones del sistema nervioso central. En estriado, el
GABA (Sivam, et.al. 1986) es un regulador de la respuesta de las
células encefalinérgicas y causa un incremento en los niveles de
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RNAm asi como en el propéptido (proteina), pero no tiene efecto
sobre el péptido maduro, met-encefalina. La explicacién a este
fentmeno es gque existe una liberacién incrementada de la met-
encefalina por lo que la Dbiosintesis (posiblemente la
transcripcién) se incrementa; sin embargo, 1la velocidad de
liberacién es mayor gque la biosintesis por lo gue no se observa
incremento en el péptido maduro (intracelular). En caudado-putamen
se ha observado que la dopamina ocasiona un incremento en los
niveles de RNAm (Morris, et.al., 1988).

Se conocen los siguientes trabajos sobre los mediadores
intracelulares acoplados a un receptor que estan regulando a la
célula encefalinérgica. Utilizando una 1linea celular de glia
(glioma ce), Yoshikawa et.al. (1986) demuestran que la
noradrenalina incrementa los niveles del RNAm de proencefalina y
que este incremento es mimetizado por el 8-bromo-AMPc -andlogo
del AMPc—-. Un dato interesante es que el efecto que tiene el
segundo mensajero se ve potenciado por el glucocorticoide
sintético, dexametasona. Los resutados indican un incremento en la
cantidad de proteina precursora pero no en el péptido procesado,
met-encefalina (este fenémeno también se observa en el estudio
hecho en estriado -Sivam, et.al., 1986). Otro trabajo sugiere que
el receptor de histamina H1l, acoplado a 1la hidrolisis de
fosfoinositidos, ocasiona un incremento en el RNAm encefalinérgico
en células cromafines adrenales de bovino (Kley, et.al. 1987).

Estas obsexrvaciones han ayudado a aclarar cébmo en una
diversidad de tejidos hay un receptor que, acoplado a un sistema
de segundos mensajeros, da una respuesta en la célula
encefalinérgica. Una via como la del AMP ciclico (via a través de
un receptor) puede estar interactuando con otros mediadores
intracelulares como Ca* o glucocorticoides (Kley, et.al. 1987;
Yoshikawa, et.al. 1986).

En cultivos (primarios y explantes) de médula suprarrenal,
Siegel et.al. (1985), La Gamma et.al. (1985), Kley et.al. (1986)
han estudiado si la despolarizacidn, producida por K' 56.0mM y
veratridina, modula el metabolismo de la célula encefalinérgica y
han estudiado si el Ca”™ Jjuega una papel fundamental. Dichos
estudios se han hecho en bovinos y ratas ya que la respuesta
varia dependiendo de la especie. En la rata, K' a‘'altas
concentraciones disminuye los niveles de RNAm de proencefalina asi
como el péptido leu-encefalina, postuléandose que el nervio
esplécnico que llega a médula suprarrenal libera un neurotransmisor
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" inhibitorio, por lo que al extraer la médula se efect@ia una
denervacién que incrementa los niveles de RNAm y al despolarizar
se simulan los efectos del neurotransmisor. En contraste, 1los
trabajos en células cromafines de Dbovino indican que 1la
despolarizacién (producida por K* 56mM) incrementan tanto los
niveles de RNAm como del péptido met-encefalina, y que este
incremento esta mediado por Ca™ extracelular (involucrando a
canales de Ca™ dependientes de voltaje) y Na’' (como se demuestra al
bloguear la respuesta con tetrodotoxina).

Este conjunto de resultados sobre la regulacién de la célula
encefalinérgica en médula adrenal (explantes y cultivos) apoyan la
existencia de diferentes receptores (p.ejemplo dopamina, histamina)
en un mismo tipo celular, por lo que cabe postular gque una
respuesta determinada puede ser regulada por diferentes efectores
y bajo condiciones fisiol6gicas diferentes.

2) LA TIROSINA HIDROXILASA.
Otras proteinas estudiadas gque me parece apropiado
describir, son las enzimas que intervienen en la biosintesis
de catecolaminas, principalmente, la tirosina hidroxilasa.

Esta enzima se ha localizado en médula suprarrenal y en
regiones del sistema nervioso central, como el locus coeruleus
noradrenérgico y la sustancia nigra dopaminérgica (Faucon, et.al.
1986; Friedman, et.al. 1988).

Los estudios alrededor de tirosina hidroxilasa se iniciaron al
observar que su actividad se afectaba por estimulos
despolarizantes o con andlogos de segundos mensajeros (Garber,
et.al. 1987; Joh, et.al. 1973). Se estudid si ésto era debido a un
incremento en la transcripcié4n (biosintesis). Los niveles de RNAm
de tirosina hidroxilasa se incrementan utilizando los andlogos de
AMPc y dexametasona (Lewis, et.,al, 1983; Lewis, 1987); estudios
que apoyan estos efectos se han hecho en una linea celular de
médula suprarrenal (PC8b). La actividad de tirosina hidroxilasa
cambia bajo condiciones de stress lo que explica el efecto de los
glucocorticoides sobre el RNAm de tirosina hidroxilasa.

En cuanto a los posibles 1ligandos (neurotransmisores)
involucrados se conoce poco; se ha reconocido a la sustancia K como
inductor de una acumulacién en los niveles de RNAm de tirosina
hidroxilasa en la sustancia nigra (Friedman, et.al. 1988).
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3) LA PRO~OPIOMELANOCORTINA. .

La pro-opiomelanocortina (POMC) es una proteina (PM 30000)
gue se procesa post-traduccionalmente a varias hormonas
peptidicas incluyendo la beta-endorfina, la hormona
adrenocorticotropina (ACTH) y la hormona que estimula . los
melanocitos (MSH) (Eipper y Mains, 1982). Se expresa en una
variedad de tejidos, siendo los sitios de mé&xima expresién los
lébulos, anterior e intermedio, de la pituitaria y la regién
periarqueada del hipoté&lamo (Liotta, A.S., et.al., 1879).

Se describen algunos ejemplos de cémo se regula dicha proteina ya
que hay abundante informacién sobre cuédles son las etapas del
metabolismo de POMC que son moduladas, adem&s de que se han hecho
estudios sobre cuales son los ligandos que alteran la respuesta y
el probable mecanismo molecular involucrado (por ejemplo, los
segundos mensajeros).

Los estrégenos de ovario ocasionan una disminucién en el RNAm
de POMC en el nlcleo arqueado de hipotélamo (Wilcox, et.al. 1985},
sugiriendo una regulacién a nivel de la transcripcién (cambios en
los niveles de RNAm de POMC). En cultivos primarios de pituitaria
(Eberwine, et.al, 1987) se observan cambios en los niveles de RNAm
bajo el efecto de segundos mensajeros acoplados a un receptor; el
CRF (el factor que 1libera ACTH en pituitaria y 1libera
glucocorticoides en corteza suprarrenal) incrementa los niveles de
RNAm de POMC mientras gue la dexametasona, glucocorticoide
sintético, lo disminuye. El efecto del glucocorticoide sintético
siempre se observa después de que se ha adicionado CRF (y, no de
manera inversa) lo que sugiere una interaccién compleja entre ambos
efectores para modular los niveles de RNAm. En relacién al CRF, se
han determinado 1los posibles mediadores intracelulares que
intervienen en la respuesta; el AMPc y el Ca”™ incrementan los
niveles de RNAm sugiriendo gque tienen un efecto mutuamente
exclusivo. Estudios de anélisis de transcripcién nuclear han
apoyado la idea de un efecto directo de los glucocorticoides y CRF
sobre la transcripcién del gene de POMC (Eberwine, et.al., 18987).

En pituitaria anterior e intermendia de rata se ha observado
que los ésteres de forbol incrementan los niveles del RNAm de POMC
y estimulan la liberacién de péptidos producidos a partir de esta
proteina. Estos resultados sugirien que tambien los ésteres de
forbol (via de fosfoinositidos) estimulan la transcripcién del gene
de POMC o inhiben el recambio del RNAm (Barinaga, M. et.al, 1985).
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: <" Estudios en el l1l&bulo intermedioc de la hipéfisis de rata han
podido  establecer un modelo de regulacién dopaminérgica de la
sintesis de POMC. La estimulacién del receptor de dopamina D2 en
la superficie del melanotrofo altera la propiedad de Gi inhibiendo
la actividad de adenilato ciclasa y, por lo tanto, disminuyendo la
concentracién intracelular de AMPc. Esta disminuci6tn en AMPc
resulta en menor capacidad de la célula para sintetizar POMC (Cote,
et.al., 1986).

El receptor de dopamina es capaz también de inhibir la
actividad de la acetiltransferasa (Milington, et.al. 1986), enzima
que modifica post-traduccionalmente a la beta-endorfina,
uno de los péptidos de POMC, sefialando otro evento de modulacién
de la célula de POMC.

Otra etapa del metabolismo de POMC potencialmente modulable
es su procesamiento. Bajo diferentes condiciones de stress, agudo
vs. crénico, el procesamiento puede ser regulado diferencialmente
(Shiomin, et.al. 1986). Parece haber una relacién inversa entre el
contenido de hormona de la glandula y su velocidad “de
procesamiento. Cuando los almacenes de hormona son altos
(resultados observados con stress croéonico), la velocidad de
procesamiento es lenta. Cuando los niveles son bajos (stress
agudo), la velocidad de procesamiento es mds rdpida y cuando los
niveles se normalizan después de stress agudo y crénico, también
lo hace la velocidad de procesamiento. Es probable que estos dos
mecanismos representen dos niveles de control de la célula; uno a
nivel del RNAm de POMC y el otro en el procesamiento subsecuente
de POMC (nivel traduccional y posttraduccional).

4) LA PROLACTINA.

Para finalizar, un ejemplo representativo de lo que se
conoce sobre mecanismos de regulacién del metabolismo de
neuropéptidos lo provee el estudio de la regqgulacién de la
biosintesis y liberacién de prolactina.

La prolactina es una hormona que se encuentra en
adenchipéfisis y que se ve afectada directamente por TRH, tanto en
su biosintesis como en su liberacién. Los eventos mediados por
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receptor hacen resaltar a un mediador-intracelular como es el Ca
el cual estd fuertemente implicado-‘én:ila  regulacién de la
biosintesis y 1liberacién de  prolactina. ~Estos estudios han
utilizado 1lineas celulares de pituitaria GH3 y GH4 (Laverriere,
et.al., 1988). . -

La TRH causa la liberacibén bifésica de prolactina por la
activacién de la degradacién de fofatidilinositil al generar
diacilglicerol y fosfatidil inositol trifosfato.

Fosfatidilinositol trifosfato moviliza Ca* intracelular (al
liberarse del RER) y ocasiona una liberacién del péptido en dos
minutos -primera fase- mientras que el diacilglicerol, que activa
la proteina cinasa C, 3junto con el aumento del Ca™ citosélico
debido a su influjo a través de canales de Ca™ sensibles a voltaje,
ocasionan la liberacién del péptido durante 60 minutos -segunda
fase-.

Se conoce que la regulacién de la transcripcién del gene de
prolactina por TRH es debida a un incremento en la velocidad de
transcripcién. Estudiando los mediadores intracelulares acoplados
con Ca”, se ha observado que TPA (ester de forbol que activa la
proteina cinasa C) activa la transcripcién del gene pero a un grado
menor que la TRH, indicando un papel limitado de la proteina cinasa
C en la accién estimulante del péptide (al nivel del gene). El uso
de ibnoforos de Ca™ (A23187) y agonista de canales de Ca™ (BAY
K8644) demuestran directamente la importancia de este ié6n sobre el
incremento en la transcripecién. Utilizando estas drogas en
combinacién, se ha demostrado que se requieren ambas vias, tanto
la movilizacién intracelular de Ca* como la activacién de 1la
proteina cinasa C. La ionomicina (ionétforo de Ca’) requiere
coexposicién con TPA para reproducir el incremento inducido por
TRH en la transcripcién del gene de prolactina; en contraste el
Bayk 8644 es capaz de mimetizar completamente la accién de TRH.
Tomando en consideracién las observaciones citadas y tomando en
cuenta gque ninguno de estos agentes actlla en una manera que es
aditiva a TRH se puede hipotetizar que la movilizacién de los
almacenes intracelulares de Ca**, junto con la activacién de la
proteina cinasa C, pueden controlar la actividad de canales de Ca™
sensibles a voltaje, el cual regula la transcripcién del gene de
prolactina.
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Este caso ejemplifica un mecanismo de regulacién en
donde un evento relacionado con un receptor induce la activacién
de dos vias de propagacién diferentes que pueden estar
interactuando entre si y en donde el Ca** juega un papel central
para dar la respuesta apropiada (ya sea a nivel de biosintesis o
de liberacién).

Ya que los objetivos centrales del trabajo inveolucran a una
hormona en particular, la hormona que libera tirotropina,  la
siguiente seccién estd dedicada a la descripcién de la TRH y. 1lo
que se conoce sobre la regulacién de su biosintesis y llberac16n
(metabolismo TRHérgico).

LA HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA (TRH).

La TRH fue el primer Ffactor hipotaldmico que se identificé
(Guillemin, 1963; Boler, et.al., 1969; Schally, et.al., 1966). Es
un tripéptido con ambas extremidades bloqueadas, pGlu-His-Pro-NH,.

Por técnicas de inmunohistoquimica y radioimunoensayo la
TRH se ha localizado tanto en el hipot&lamo como en regiones
extrahipotaldmicas. En el hipoté&lamo, la TRH se encuentra en mayor
concentracién en la eminencia media (Brownstein, et.al., 1974) y
en nicleos hipotalémicos, incluyendo el dorsomedial, el
ventromedial, el paraventricular y el periventricular (Hokfelt,
et.al., 1975). Fuera del hipotdlamo se ha encontrado en el cerebro
anterior, el tallo cerebral y el diencéfalo posterior (Brownstein,
et.al., 1974). También se ha localizado en el péncreas (Kawano
et.al. 1983) y la préstata (Pekary, et.al., 1280).
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BIOSINTESIS DE LA TRH.

La TRH, al igual que otros péptidos, se sintetiza por un
mecanismo dependiente de ribosomas en el soma neuronal (McKelvy,
1877). Se sintetiza a partir de un precursor proteico de PM alto
constituido por 255aa, en donde la secuencia de TRH (-gln-his-pro-
gly-) se encuentra repetida 5 veces {(Lechan, et.al. 1986); cada
secuencia de TRH estd flanqueada por amincdcidos bésicos (lisina
y/o arginina) -lys-lys—-arg-gln-his-pro-gly (lys/arg)-~arg. Este
precursor es cortado por enzimas similares a la tripsina y 1los
residuos bésicos del péptido ya cortado son eliminados por enzimas
similares a la carboxipeptidasa B. El amino terminal de 1la
glutamina se cicliza para formar un residuo de &cido piroglutémimco
pPor una o més enzimas recientemente caracterizadas (Busby, W.H.,
et.al., 1987), mientras que la glicina, que se encuentra en el
carboxilo terminal, es la fuente del grupo amino donador para la
alfa amidacién de los residuos de prolina (Eipper, B.A., 1987).
Llevadas a cabo estas serie de modificaciones queda la secuencia
pGlu-His~Pro-NH2.

Una vez que se ha sintetizado la forma precursora en el soma
neuronal y gue ha sufrido la serie de modificaciones post-
traduccionales dentro de las vesiculas de secrecién, éstas viajan
hasta las terminales nerviosas donde la TRH es liberada para actuar
posteriormente en la célula blanco.

Bajo este contexto, en la neurona TRHérgica se llevan a cabo
los siguientes procesos: transcripeién, traduccién,
compartamentalizacién, procesamiento, liberacién; cada uno de ellos
es susceptible de ser regulado por diferentes seflales (neurales
y/u hormonales).

FUNCIONES DE LA TRH.

Los estudios realizados sobre la TRH se han enfocado en el
eje hipotédlamo-hip6fisis, que como mencioné antes, conforma el 4rea
principal para la regulacién de las funciones neurcendd6crinas en
un organismo.
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En el-:-hipotdlamo, la TRH se encuentra en varios ntcleos, .
siendo uno de ellos el nucleo paraventricular que participa en
funciones importantes en el eje hipot&lamo-hip6fisis. En esta
regibén se encuentran neuronas TRHérgicas que envian terminales a
la eminencia media en donde la hormona es liberada para actuar en
la adenohip6fisis liberando prolactina y tirotropina (Reichlin,
et.al., 1978). La tirotropina se libera a partir de los tirétropos
y viaja por el torrente sanguineo hasta la gléndula tiroides para
liberar las hormonas, triiodotironina (T3) y tiroxina (T4). Las
hormonas tiroideas actBan en diversas regiones del organismo
influyendo durante el desarrollo del cerebro asi como en el
metabolismo del animal adulto (Nunez, 1985). Las hormonas
tiroideas ejercen un efecto de retroalimentacién negativa sobre la
biosintesis y liberaciétn de la tirotropina (TSH) a nivel de
hipéfisis (Bowers, et.al., 1967) asi como en la liberacién inducida
de TRH (Fukuda, et.al., 1975). Adem&s, T3 y T4 regulan tanto la
biosintesis como la liberacién de TRH a nivel de hipotdlamo
(Lechan y Jackson, 1983) (esto Ultimo se estudiaréd en detalle en
la seccién posterior).

La prolactina, liberada a partir de lactétropos, interviene
en la lactancia en mamiferos (entre otras funciones).

La TRH puede tener otras funciones no relacionadas con el eje-
hipot&lamo~hipéfisis; por ejemplo como neurotransmisor, al
localizarse en las otras areas del cerebro, o como factor tréfico
(p.ej. en la médula espinal) (Reichlin, et.al., 1986)

ESTUDIOS SOBRE LOS POSIBLES COMPUESTOS REGULADORES DE LA
BIOSINTESIS Y LIBERACION DE LA TRH.

LIBERACION DE TRH.

REGULACION NEURONAL. El hipot&lamo se encuentra interconectadoc con
varias regiones del sistema nervioso central, por medio de vias
aferentes y eferentes. A las regiones hipotaldmicas donde se
localiza la TRH llegan diferentes proyecciones axonales de otras
regiones cerebrales las cuales liberan diferentes productos que
actuarian sobre las neuronas TRHérgicas, ya sea inhibiendo o
estimulando la liberacién del péptido. Dichos productos comprenden
neurotransmisores, siendo los més estudiados la histamina, la
noradrenalina y 1la dopamina (Joseph~Bravo et.al., 197%9). Para
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- comprender el papel de los neurctransmisores en el proceso de
‘liberacién de la TRH se han hecho estudios utilizando diversos
modelos, siendo los principales el uso de rebanadas y cultivos de
células primarios, ambos de hipotalamo de cerebro de rata.

Es bien conocido el papel que tiene la dopamina sobre la
liberacién de neuropéptidos en hipotélamo. La dopamina estimula a
la somatostatina (Robbkins, et.al., 1985), a la LHRH ~hormona gque
libera la hormona luteinizante- (Negro-vilar, et.al., 1979) e
inhibe a la beta-endorfina (Vernes, et.al., 1985). S5in embargo,
el papel de la dopamina en el control de la liberacién de TRH es
todavia controversial., Grimm y Reichlin (1973) primero sugirieron
que dopamina tiene un efecto estimulatorio sobre la liberacién de
TRH utilizando fragmentos hipotalémicos que fueron incubados con
histidina marcada y fue incorporada a una sustancia similar a TRH
(Grimm-Jorgensen y McKelvy, 1974), Otros, utilizando
radioimunoandlisis para cuantificacién de TRH han observado
efectos, tanto estimulatorios (Schaeffer, et.al., 1977; Maeda y
Frohman, 1980) como inhibitorios (Joseph-Bravo, et.al., 1979).
Tales discrepancias parecen deberse al wuso de diferentes
preparaciones de tejido (fragmentos hipotélamicos, hipotélamo
mediobasal, sinaptosomas) .

Un trabajo més reciente utilizando hipoté&lamo adulto intacto
demuestra el efecto de varios antagonistas y agonistas de dopamina
sobre su accidén estimulatoria en la liberacién de TRH; de este
modo, discirniendo entre el tipo de receptor gque esta ejerciendo
tal efecto. La dopamina, a través del receptor D2, estimula la
liberacién de TRH dependiente de la dosis (Lewis, B.M., et.al.,
1987.

Recientemente, se ha trabajo en profundizar sobre cudles son
los mecanismos por medio de los que la neurona TRHérgica libera
TRH bajo efecto de cierta influencia neural (p. ej. la influencia
del neurotransmisor dopaminérgico)., Para esto es importante el
estudio de los segundos mensajeros (p.ej, Ca™, AMPc, la via de
fosfoinositidos). Se ha considerado el papel del Ca™ en la
liberacién de TRH debido a su bien conocida intervencién en el
proceso de liberacidén de esta hormona (Joseph-Bravo, et.al. 1879;
Loudes, et.al 1983).

Utilizando como sistema los cultivos primarios de hipotéalamo
(Loudes, et.al., 1988), se ha mostrado que al someter dichas
células a un medio con concentraciones altas de K’ se libera la
TRH. Este efecto es blogueado por ausencia de Ca™ extracelular lo
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dque * sugiere que canales de Ca'" (dependientes de voltaje). estén
“‘involucrados en la liberacién del péptido. Ademds, al utilizar
ésteres de forbol y diacilglicerol, activadores de la proteina
cinasa C la liberacién de la TRH se ve afectada (Loudes, et.al.,
1888). . Esto permite especular sobre una posible activacién de la
proteina cinasa sobre los canales iénicos mediante un evento
sinergista entre ambos mecanismos.

En el mecanismo de liberacién de TRH tambien se ha demostrado
la intervencién de los canales de Na' y la proteina calmodulina
(Cheung, 1980; Klee, et.al. 1980).

En resumen, se conocen algunas de las influencias neurales
que estdn modulando la liberaciétn de TRH en hipotalamo y existen
algunos estudios que han empezado a abordar cudles son los
mecanismos intracelulares gque median la liberaci6én de TRH. Es
necesario el estudio més detallado y amplio sobre dichos procesos
y, sobre todo, relacionarlos con las influencias neurales externas
que estimulen la liberacién de TRH.

REGULACION HORMONAL. Los estudios sobre la liberacidén de TRH en
hipotdlamo afectada por influencias hormonales son escasos. En
primer lugar, Jackson y Lechan (1983) demostraron que las hormonas
tiroideas pueden ser reguladores de la liberacidén de TRH y
recientemente Yamada (1990), también ha estudiado como
el estado tiroideo influye sobre la liberacién de esta hormona en
hipotélamo.

Otras hormonas, como la testosterona, parecen . estar
modulando a la neurcona TRHérgica en hipotalamo incrementando su
liberacién (Pekary, A.E., et.al., 1990).
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ESTUDIOS SOBRE BIOSINTESIS DE TRH. REGULACION NBURAL Y.
HORMONAL. : :
La regulacién de la biosintesis de TRH ‘puede darse a

diferentes niveles: por cambios en la transcripcién o la
estabilidad del RNAm de TRH o bien, en el procesamiento del
precursor proteico por algunas de las diferentes enzimas

involucradas (Glembotski, 1986).

La mayoria de los estudios sobre regulacién de la biosintesis
de TRH se han enfocado a determinar cédmo se modula el contenido de
TRH y del RNAm de TRH en diferentes estados tiroideos. Segerson
(1982) encontrd que la expresién del gene de TRH en el ntcleo
paraventricular del hipoté4lamo es regulado por hormonas tiroideas.
Utilizando andlisis de hibridacién in situ cuvantitativa encuentran
que los niveles de RNAm de TRH se incrementan en ratas
hipotiroideas. Estas observaciones fueron confirmadas por Koller,
et.al., 1987 quien demostrd gue en el hipertiroidismo decrecen los
niveles de RNAm TRH en este nicleo. Por otro lado, los niveles de
RNAm de TRH en el hipoté&lamo lateral y el nucleo reticular del
télamo no se ven influenciados por deficiencia o exceso de hormonas
tiroideas. Con base en estos estudios de hibridacién se ha
propuesto que la regulacién de la expresién del gene de TRH esté
controlado diferencialmente en varias regiones del cerebro, pero
no se sabe si las alteraciones en el RNAm ocurren a nivel
transcripcional ni si otras especies de RNAm en neuronas
paraventriculares son tambien reguladas.

Otros moduladores potenciales de la biosintesis de TRH
incluyen las catecolaminas y los corticoioesteroides. La deplecién
de las catecolaminas en la rata neonatal decrece el contenido y
secrecién de este péptido dentro del hipotédlamo (Engler, et.al.
1980). Se ha reportado recientemente gque los corticoesteroides
incrementan 1los niveles de RNAm de TRH en células CA77, una linea
celular de carcinoma tiroideo medular de rata (Sevarino, et.al,
1988).

En cultivo primario de células de hipotélamo se ha medido la
sintesis de novo de TRH (por incorporacién de aminoacidos
precursores tritiados)-bajo un estimulo despolarizante y a
diferentes tiempos de maduracién del cultivo (in vitro)

(Loudes, et.al., 1989). Bajo las condiciones utilizadas no se
observa ningun cambio en la radioactividad incorporada en TRH
neosintetizado (condiciones: maduracidn, aceleracidén de la Gltima
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etapa de procesamiento de TRH por la
--pPiroglutamilaminopeptidasa -PAM- con ascorbato; y la estimulacién
de la liberacién de TRH por una concentracién de K* elevada) perc
si existe un incremento en la liberacién del péptido. Esto sugiere
que en estas tres situaciones hay cambios en el procesamiento de
precursores almacenados ma&s que en su neosintesis y que es, en este
procesamiento donde las influencias regulatorias pueden ejercer sus
efectos.

Las hormonas tiroideas también pueden estar ejerciendo una
regulacién a nivel de la Ultima etapa de procesamiento de TRH,
sobre la enzima PAM que convierte TRH-gly a TRH maduro (Simard,
et.al. 1989). En el hipotiroidismo se observa un aumento de TRH-
gly/TRH en gléandula pituitaria, sangre y sistema reproductiveo. En
este Gltimo, los niveles de TRH~-gly estéan altamente
correlacionados con los niveles de T3 y T4 en el suero. ElL TRH
también incrementa los niveles de TRH-gly en las pituitarias,
posterior y anterior, y las concentraciones sanguineas de péptidos
que cruzan con el anticuerpo a TRH-gly (Simard, et.al. 1989). Por
otra parte, la reciente identificacién de células no tirotréficas
multihormonales con grédnulos secretorios que contienen TRH, en
glidndula pituitaria, apoya que este péptido pudiera estar
ejerciendo una regulacién ‘shortfeedback’ sobre 1las células
TRHérgicas.

En un estudio reciente determinan las influencias de las
hormonas tirocideas sobre la biosintesis de TRH en hipot&lamo. En
éste miden las concentraciones, tanto de TRH como del RNAm
TRHérgico lo que permite un examen de los efectos de las hormonas
tiroideas tanto sobre la regulacién transcripcional del gene como
sobre la expresién post-traduccional. Los resultados indican que
bajo hipotiroidismo hay una disminucién en los niveles de TRH con
un incremento en los niveles del RNAm, sugiriendo que las hormonas
tiroideas ejercen efectos inhibitorios sobre la traduccién del RNAm
de preproTRH, ademé&s de regular reciprocamente la transcripcién del
gene TRH (Yamada, M y Wilber, J.F., 1990).



El objetivo general de este "trabajo es el estudio de la
regulacién de la biosintesis de TRH en’ cultivos de células
dispersas de hipot&lamo de cerebro de rata, con la finalidad de
comprender si la transmisién nerviosa afecta dicha etapa del
metabolismo TRHérgico.

Los objetivos particulares son: la optimizacién de la técnica
de cultivo primario de células dispersas de hipot&lamo para el
estudio y evaluacién de las mediadores intracelulares que
puediesen estar mediando una regulacién a nivel de la biosintesis
de TRH en neuronas.

lo. Optimizacién de la técnica de cultivo de células dispersas de
hipotédlamo de cerebro de rata. Para esto, cumplir con los
siguientes requisitos:

-que el procedimiento para hacer el cultivo diese como
resultado un rendimiento y una sobrevivencia celulares, altos

-que el cultivo (una vez sembrado) desarrollara células con
caracteristicas morfolégicas de neurona y glia

-que la duracién in vitro del cultivo fuese lo suficientemente
buena para garantizar una total diferenciacién
de las neuronas TRHérgicas y poder determinar suficientes
cantidades de RNAm de TRH asi como TRH intracelulares.

20. Estudio y evaluacion de 1los mediadores intracelulares que
pupiesen estar modulando la biosintesis de TRH en cultivos de
neuronas de hipotdlamo.

Para esto, en primer lugar estudiar los mediadores
intracelulares que acoplados a un receptor pueden regular tanto
los niveles de RNAm TRH como de la TRH intracelular.
Adicionalmente, estudiar si la liberacién de TRH en las neuronas
esta siendo regulada. El primer mediador intracelular por probar
es el 8-bromo-AMPc, analogo del AMPc.
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MATERIALES Y METODOS.

MATERIALES. -
Los reactivos utilizados para la preparacién de los cultives
primarios fueron:

Medio dulbeco (DMEM) al que se le adicionaron los siguientes
aditivos: glucosa, vitaminas, glutamina, antibiéticos (obtenidos
de Gibco Llabs) e insulina (Sigma). Se utilizdé poli-D-lisina como
sustrato de las células (Sigma).

Para el procedimiento de dispersién enzimatica se utilizé:
tripsina y DNAasa, ambas obtenidas de Sigma. Todos los reactivocs
una vez preparados se guardaron en alicuotas bajo las
concentraciones necesarias y se mantuvieron a -20 grados C hasta
el uso,

Se usaron cajas Petri de 60mm de didmetro, de Costar (tipo
cultivo).

El material utilizado para la extraccién de RNA total fueron:
trizma base, EDTA -acido etilendiaminotetraacético- (Sigma); SDS
~dodecil sulfato de sodio-(BioRad); DTT -ditiotreitol- (Pierce);
urea y LiCl (Merck).

El "nick-translation"” se realizé utilizando el DNA
complementario de TRH (obsequio del Dr. Goodman) y, alfa-d-CTp
(P32) de Amersham.

Para estudiar los factores involucrados en afectar la
biosintesis y liberacién de TRH se utilizé:
El 8~bromo-AMPc y la forskolina (Sigma). El 8-bromo-AMPc se prepard
en medio Dulbeco en el momento de utilizarse a la concentracién
requerida. La forskolina se prepar6 en DMSO -dimetilsulféxido- y
se guard6 en alicuotas a -20 grados centigrados a la concentracién
requerida.
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METQDOS -

TECNICA DE CULTIVO DE CELULAS DISPERSAS DE HIPOTALAMO DE CEREBRO
DE RATA.

La técnica de cultivo de células dispersas de hipotédlamo de
cerebro de rata consta de tres etapas fundamentales:
diseccién
dispersién
siembra

DISECCION

Ratas Wistar de 18 dias de gestacién se anestesiaron con
hidrato de cloral (3.5g/Kg de peso) para hacer la laparatomia; se
extrajeron 16 fetos, uno por uno, para efectuar la diseccién de
los hipotélamos bajo el microscopic estereoscédpico. Primero se
cort6 (sagitalmente) a nivel de orificios auditivos y ojos. Se
colocd el cerebro ventralmente y se obtuvo la regién hipotaldmica
haciendo un corte anterior al gquiasma é6ptico, lateralmente a lo
largo de 1los surcos laterales, posteriormente incluyendo 1los
cuerpos mamilares y en profundidad a lo largo del t&lamo (aprox.
3mm de profundidad). 16 hipot4lamos se colocaron en medio dulbeco
o buffer Hank,s BSS (distribuidos 3 hipotalamos/ml de medio)
dependiendo del procedimiento de dispersién {(mec&nica o
enzimatica).
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DISPERSION.

Dispersién Mecénica.

Para realizar este procedimiento se distribuyeron 3
hipotédlamos/ml de DMEM con aditivos (DMEM completo sin suero). Se
procedidé a cortar los hipotédlamos con tijeras en fragmentos de
aproximadamente 1lmm y se hizo la dispersién mecdnica utilizando
dos pipetas Pasteur cada una con un orificio de tamafio diferente:
cada grupo de tejido hipotaldmico se pasdé cerca de 10 veces por
cada una de las pipetas hasta que se observé una buena
dispersién. Hecho 1lo anterior se reunieron las suspensiones de
tejido en DMEM completo m&s suero y se centrifugé a 1000 rpm por
5 minutos (Centrifuga ROTO-UNI II BHG). Se resuspendié el sedimento
en 2ml de DMEM completo (mds suero) y se contaron el numero de
células vivas utilizando una solucién de azul tripano (colorante
de tincién vital). Realizade el conteo celular se lleva a cabo la
siembra en platos de 60mm de di&metro previamente tratados con
poli-D-lisina.

Dispersién Bnzimética.

Para realizar este procedimiento los hipot&lamos fetales se
colocaron en buffer Hank’s BSS (NaCl, KCl, KH,PO,, Na,HPO,, glucosa)
-3 hipoté&lamos/ml-. Se cortaron los hipotdlamos con tijeras y se
procedié a incubarlos con una solucién enzimética (1.25mg/ml de
tripsina + 1.0 mg/ml de DNAasa) durante 10 minutos a 37 grados C.
Posteriormente se lavd 2 veces la suspensiétn celular con DMEM
completo (m&s suero) y se termind la dispersién pasando el tejido
10 veces con una pipeta Pasteur de orificio reducido. Se centrifugéd
la suspensién (1000 rpm por 4 minutos, centrifuga ROTO-UNI BHG) y
se resuspendié el sedimento en 2 ml de DMEM completo (mds suero).
Se hizo el conteo de numerc de células vivas utilizando el
colorante de tincién wvital, azul tripano. Y, finalmente se
sembraron las células en 4ml de DMEM completo mas suero sobre
platos de 60mm de didmetro previamente tratados con poli-D-lisina.

Después de sembradas las células (independientemente del
proceso de dispersién utilizado) se conservaron a 37 grados C
con 5% de CO, en un ambiente huimedo (incubador NAPCO) .
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MANIPULACIONES DE LAS CELULAS. . : ) B S S R IS
Despues de 18 dias in vitro, las células se incubaron con
las diferentes drogas durante 24 horas: 8-bromo-AMPc ' 1mM,
forskolina 20 uM. El medio se cambié antes de cada. anilisis
experimental. Después del tiempo de exposiciédn a las drogas se
eliminé el medio y las células se lavaron con PBS (buffer
fosfato de dulbeco), se rasparon, se centrifugaron a 12000g por
1 minuto (Microfuga, BECKMAN) y se congelaron (-70 grados C)
para extraer el RNA total. ' :

EXTRACCION DE RNA TOTAL.

Todos los sedimentos congelados se homogenizaron en .una
solucién de 1 ml de urea 6M y LiCL 3M y se incubaron toda la
noche a -20 grados C. El1 homogenado se centrifugbé a 4 grados C
por 10 minutos a 120009 (Microfuga Beckman). El sobrenadante se
eliminé (conteniendo DNA y proteinas) y el sedimento fue
extraido: 2X con 400 uls de buffer tris.HCl 0.1M pH 9.0, 0.01M
EDTA -acido etilendiaminotetraacético-, 0.1M DTT -
ditiotreitol-, 2% SDS -dodecilsulfato de sodio-y 400 uls de
fenol:cloroformo (l:1); a la fase acuosa se le adicioné
acetato de sodio 3M (1/10 del volumen), etanol frio (2 veces del
volumen) y se dej6 a ~-70 grados C toda la noche para precipitar
el RNA total. Se centrifugé a 12000 g por 10 minutos (microfuga
Beckman) y el sedimento se lavdé con etanol al 75% frio,
finalmente se resuspendié en 50 uls de H,0 (previamente tratada
con dietilpirocarbonato).

Las muestras de RNA se corrieron en minigeles de agarosa
al 1% con 0.5ug/ml de bromuro de etidio para la cuantificacién
(200V por 5 minutos). La cuantificacién se hizo por
densitometria de las bandas de RNA ribosomal (tefiidas con bromuro
de etidio). Para verificar la pureza de las muestras, -
éstas se corrieron en un gel de agarosa al 1% (con formaldehido
2.2M, buffer fosfato de sodio 120mM pH 7.0) y se tifieron con
bromuro de etidio.

CUANTIFICACION DE RNAM DE TRH (ANALISIS DE NORTHERN) ,

cDNA de TRH se marcé por "nick-translation" obteniendo una
actividad especifica de 1-5 x 10° cpm/ug. Las muestras de RNA se
corrieron en geles de agarcsa al 1% (conteniendo formaldehido,
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buffer fosfato de sodio 10mM pH 7.0) y se transfirieron a
papel de nitrocelulosa. La hibridacién se efectudé a 42 grados
centigrados en 5XSSC, 1X DENHARDT, 20mM de buffer fosfato de
sodio 20mM pH 6.5, dextran sulfato y formamida al 50%. Las
bandas de RNAm TRH se cuantificaron por densitometria, en un
densitémetro Hoeffer Scanning GS 300 y los valores se
normalizaron para el RNA total. Todos lo datos se midieron
dentro de un rango linear de deteccién.

NIVELES DE TRH EN EL CONTENIDO DE LAS CELULAS Y EN EL MEDIO.

Cultivos de 18 a 23 dias in vitro se trataron con las
diferentes drogas (ver seccién manipulaciones celulares) y el
medioc fue eliminado (para detecciétn de TRH). Las células se
lavaron dos veces con PBS, se les adiciond &cido acético al
20% y se congelaron a -20 grados centigrados para extraer el
péptido para radioimunoandlisis. El radioimunoandlisis
especifico se hizo de acuerdo al procedimiento experimental de
Méndez (Méndez, M. 1987)

Niveles de TRH en el Medio de Cultivo.

Los medios se obtuvieron de los cultivos después de la
exposicién a las diferentes drogas, se les adiciondé &cidoe
acético al 20% final (para inhibir las enzimas que degradan
TRH) y se guardaron a -20 grados C. Los medios se pasaron por
columnas de SEP-PAK C(Cl18 para eliminar sales y medir 1los
niveles de TRH por radioimunocanélisis (de acuerdo a Mendez, M.
1987).
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RESULTADOCS.

I. OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE CULTIVO DE CELULAS DISPERSAS
DE HIPOTALAMO DE CEREBRO DE RATA.

Como primer paso para abordar el estudio de la regulacién
de la biosintesis de TRH fue necesario definir las condiciones
metodoldgicas Optimas para obtener cultivos primarios de células
dispersas hipotalémicas que presentaran las siguientes
caracteristicas fundamentales:
~sobrevivencia y rendimiento celulares altos

~células con caracteristicas morfoldgicas de neurona y glia (por1J7 v E

comparacién con otros reportes)
-detecciédn tanto de niveles de TRH como de su RNAm intracelulares
suficientes para realizar los ensayos experimentales.

El procedimiento para preparar cultivos primarios de células
dispersas consta de tres etapas fundamentales: diseccién,
dispersiébn y siembra. La dispersién forma un paso critico ya que
de ésta depende en gran medida la viabilidad y el rendimiento
celulares. Se optimizaron dos procedimientos de dispersién:
mecénica y enzimética y simulténeamente se
manejaron otras variables (ver las TABLAS, I y II) para obtener
cultivos de una sobrevivencia in vitro adecuada para los fines
de este trabajo.

lo. Dispersiédn mecdnica. Se manejaron un conjunto de variables
descritas en la TABLA I (a y b) con la finalidad de obtener una
viabilidad y rendimiento celulares altos. Los resultados nos
indicaron que distribuyendo 3 hipoté&lamos por ml de medio
Dulbeco y dispersé&ndolos con pipetas Pasteur (con orificio de
dos tamafios) -~ultimo procedimiento en la tabla Ia- se obtenia
una viabilidad de 48 % y un rendimiento de 1.93 x 10° células
vivas por hipotélamo. Se manejaron otras variables pensando en
la sobrevivencia in vitro del cultive; la mds importante fue
definir el momento adecuado para adicionar el antimitoético,
citosina-ﬁ—D—arabinofuranosido {10uM) -ver la tabla Ib-. EIl
procedimiento final quedé como se describe en métodos y se
sembraron 3.0 x 10° células vivas por plato de 60mm de diametro.
Se obtuvieron cultivos que presentaban células con
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caracteristicas morfolégicas de neurona vy -glia 'y cuya -
sobrevivencia in vitro fue de 30 dias (ver FIGURA 2.1).

Al obtener dichos resultados se prepararon cultivos bajo
este método y se definié si era posible determinar niveles de
RNAm (por andlisis de Northern, ver métodos). Se tomaron
cultivos de 5, 10, 18 y 23 dias in vitro. Los diferentes
andlisis indicaron que a 18 dias de incubacién era posible
detectar RNAm de TRH, sin embargo las determinaciones no
fueron reproducibles. Ademds por el rendimiento celular que se
obtuvo se sembraban de 2 a 3 platos por cultivo. Ambos
resultados nos indicaron que el procedimiento utilizado era
poco eficiente para abordar los objetivos del proyecto.

20. Dispersi6n Enzimatica. Para optimizar este procedimiento
de dispersién se probd tripsina a diferentes concentraciones,
después se implementé con DNAasa (ver la TABLA II). Los
resultados indicaron gque utilizando un cocktail de enzimas con
tripsina 1.25 mg/ml mé&s DNAasa 1.0mg/ml se obtenia una
viabilidad hasta del 95% y adem&s, haciendo la distribucién
del tejido de 3 hipotélamos por ml de buffer Hank’s se
obtenia un rendimiento de hasta 3.0 x 10° células vivas por
hipot&dlmo (ver la tabla III donde se ejemplifican algunos
resultados de diferentes cultivos hechos con este
procedimiento). Se aumentd el numero de células sembradas por
plato de cultivo de 60mm de di&metro (de 8 a 10 x 10° células
vivas por plato, siendo igual a aproximadamente 4 hipot&lamos
fetales) 1lo cual nos asegurdé las determinaciones de los
niveles de RNAm de TRH (ver seccién expresién del RNAm TRH).

DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LOS CULTIVOS.

Los cultivos preparados por el procedimiento de dispersién
enzimatica presentaron la siguiente morfologia conforme
transcurrieron los dias de incubacién in vitro (FIGURA 2.2).

Al primer dia de la siembra se observaron células
redondeadas aisladas; al siguiente, se empezaron a ver
pequeflas agrupaciones celulares y el inicio de la apariciébn de
neuritas (pequefios filamentos que salen del soma). Al tercer
dia comenzé a aparecer la capa basal que de acuerdo a reportes
(Benda, et.al. 1975) constituye astroglia y células
neuroepiteliales indiferenciadas, sobre esta capa basal se
observaron células con caracteristicas morfolégicas de
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neuronas (con ramificaciones) e interconexiones entre las
pequefias agrupaciones celulares. En este dia se les adiciond
el antimimtético, citosina-f -D-arabinofuranosido (10uM) para
inhibir 1a proliferaci6tn de células no neuronales. Al
siguiente dia (40.) se hizo cambio de medio para diluir el
antimitético: se observaron células muertas y en este momento
fue posible definir con claridad la formacién de celulas
neuronales bipolares y multipolares. Se ha reportado gque las
neuronas TRHérgicas son en su mayoria células bipolares vy
algunas multipolares (Tixier-Vidal, et.al, 1875). También pudo
definirse con claridad, 1las celulas poliédricas de 1la capa
basal asi como las interconexiones entre las
agrupacionescelulares.

Los dias subsecuentes se observdé una maduracién de 1las
células con caracteristicas de neuronas (su forma fue més
definida) y el inicio de proliferacién de las cé&lulas gliales
de tal modo que al llegar al 30avo. dia de incubacién in vitro
no se pudo apreciar con claridad un cultivo mixto de células
neuronales y gliales sino un conglomerado celular (Nota:
observar en la figura la presencia de células con .
caracteristicas morfolégicas de neuronas al dia 18  de
incubacién) (FIGURA 2.2). ‘ e

EXPRESION DEL RNAm DE TRH. ONTOGENIA IN VITRO DE CULTIVO. DE
CELULAS DISPERSAS DE HIPOTALAMO DE CEREBRO DE RATA.

Se extrajo RNA total de cultivos preparados por el método
enzimdtico (FIGURA 2.3) a diferentes dias de incubacién in
vitro: 7, 14, 21. En la FIGURA 2.4 se puede apreciar co6mo
existe un incremento en la cantidad de RNAm de TRH conforme
transcurren los dias de incubacién siendo éste més marcado
entre 7 y 14 dias iniciales. Estos resultados muestran que
cultivos entre 18 y 23 dias son adecuados para estudiar el
efecto de 1los diversos efectores que pudiesen regular la
biosintesis de TRH.

EFECTO DE SEGUNDOS MENSAJEROS SOBRE LA BIOSINTESIS DE TRH Y SU
LIBERACION.

EFECTO DEL 8-BROMO-AMPc¢ SOBRE LOS NIVELES DE RNAm de TRH.
Cultivos, entre 18 y 23 dias fueron incubados con B-bromo-2aMPc
1lmM por 24 horas. Los resultados que se pueden apreciar en la
FIGURA 2.5 indican un incremento del 100 % en relacién al
control en los niveles de RNAm de TRH.
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Con la finalidad de corroborar el efecto del 8-bromo-AMPC
y asegurar que la via del AMPc es la que est& afectando los
niveles de RNAm de TRH se probé forskoclina 20uM. Este efector
ocasioné un aumento de 4 veces en los niveles de RNAm en
relacién al control (FIGURA 2.6).

EFECTC DEL 8-BROMO-AMPC imM SOBRE LA  CANTIDAD DE TRH
INTRACELULAR Y EL TRH LIBERADO.

El 8-bromo-AMPc 1lmM también ocasiond un efecto scbre el
TRH intracelular y sobre el TRH liberado. En la FIGURA 2.7 se
puede apreciar una disminucién de aproximadamente 50% sobre la
cantidad de TRH en relacién al control y un incremento en el
TRH liberado del 100%. También, observar la TABLA IV.

En conjunto, estos resultados indicaron que el AMPc esté
ocasionando un efecto en 1la neurona TRHérgica: produce un
incremento en los niveles de RNAm de TRH y en la liberacién
del péptido con una disminucién en la cantidad de la TRH
intracelular.



TABLA la.

VARTIACION RENDIMIENTO

(c&lulas vivas

x hipotdlamo; x 10 )

1, pipeta Pasteur 0.4
con orificio fino

y, después filtrar

las cé&lulas con

malla de nylon.

0.95

pipeta Pasteur
con orificio
redondeado vy,
después con
jeringas.

Corte con tijeras
antes de iniciar
la dispersidn.

.dispersidn igual 0.54
que anterior

diseccidn de hipo-

tilamos con pipeta

Gilson de 50 uls

dispersidn con:
pipetas Pasteur:
lo. con orificio
redondeado y

20, con orificio
fino. Se aneste-
siaron las ratas.

OPTIMIZACION DE LA DISPERSION MECANICA.

' SduktviVEnclA,' PRUEBAS

~’Se hizo conteo celular. antes y
después de la malla y, después
. entrifugar, Hubo pérdida

celular

Jeringas: lo. 5’ veces con ll
de:didmetro : -
20,55 veces: con 3 de
diametro‘

- ‘porihipotdlamo)

“‘Se hicleron diferentes pruebas
- para determinar el volumen de
la estructura hipotalamica y,
extraerla correctamente,
Demasiado tiempo para realizar
_1la diseccidn.

©leglilas’ vivas ¢ o
D por' ipota mo)

'42 42
"(0 53.x: 10
: celulas,vivas
--por-hipotdlamo)

Se anestesiaron las ratas para
extraer feto por feto y hacer la
diseccidn, pero la irrigacidn
sanguinea se interrumpid,



TABLA la. OPTIMIZACION DE LA DISPERSION MECANICA.

VARTACION . RENDIMIENTO
(c&lulas vivas
x hipotdlamo; x-10

1. pipeta Pasteur 0.4
con orificio fino
y, después filtrar
las c&lulas con
malla de nylon.

2, pipeta Pasteur 0.95
econ orificio
redondeado y,
después con
jeringas.
Corte con tijeras
antes de iniciar
la dispersidn.

3. dispersidn igual 0.54
que anterior
diseccién de hipo-
tdlamos con pipeta
Gilson de 50 uls

4, dispersidn con: 1.25
plpetas Pasteur:
lo. con orificio
redondeado y
20. con orificio
fino. Se aneste-
siaron las ratas.

SOBREVIVENCIA
N - .

ast
(0.18 x 105
~¢élulas vivas
por ‘hipotéalamo)

36.17% 6
(0.34 x 10
células vivas
por hipotidlamo)

44,47 6
(0.24 x 10
células vivas
por hipotdlamo)

42.47
(0.53 x 10
células vivas
por hipotdlamo)

6

PRUEBAS

Se hizo conteo celular antes'y
después de la malla y, después
de centrifugar. Hubo pérdida
celular

Jeringas: lo. 5 veces con 1}
de didmetro

20. 5 veces con } de
diametro

Se hicieron diferentes pruebas
para determinar el volumen de
la estructura hipotaldmica y,
extraerla correctamente.
Demasiado tlempo para realizar
la diseccidn.

Se anesteslaron las ratas para
extraer feto por feto y hacer la
diseccidn, pero la irrigacién
sanguinea se interrumpid.



VARTACION

5. dispersidn con
pipeta Pasteur:
lo. con orificio
redondeado;

20. con orificio
fino. Se aneste-
siaron las ratas
para hacer la
diseccidn.

5.a. igual que anterior

RENDIMIENTO SOBREVIVENCIA
(células vivas 6
x hipotdlamo; x 107)

1.32 ‘ 42.4%
(0.53 x 10
células vivas
por hipotdlamo)

1.93 48,24
(0.93:x 10"
células vivas

por: hipotdlamo)

PRUEBAS

Exito en la irrigacidn
sanguinea: se extrajeron
los fetos uno por uno.
Diseccidn adecuada de los
hipotidlamos.

Distribucidn de hipotdlamos
(2 hipotdlamos/ml de medio)

Procedimiento adecuado
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TABLA 1b. SEGUNDO GRUPO DE VARTABLES MANIPULADAS PARA dfTIﬁlei v
EL PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DEL CULTIVO DE CELULAS g
DISPERSAS DE HIPOTALAMO DE CEREBRC DE RATA.‘ :

"-VARIABLE

DISPERSION RENDIMIENTO SOBREVIVENCIA
(células vivas : :
por hipotilamo)
mecdnica 0,33 37;52, : adicidn-del
- -antimitdtico
~al 6o. dia
mecdnica 0.50 32.0% " adicién del
antimitdtico
al 4o dia
mecdnica 0.72 40.0% adicidn del
g _antimitdtico
al 4o. dia
mecanica 0.80 - 31.72 distribueidn
0.59 34,77 - del tejido en
2.00 o0 050.6%% 3 tubos/ml de
1.78 - e Y g QR e o DMEM -
1,07 - 0 33.7%% ) 4hipotilamos/ml
! 2hipotilamos/ml*
mecdnica 0.98 38.2% - adiecidn del
S antimitdtico
al 2o0. dia

" OTRO DATO. ..

MRS

cultivo con

buenas caracteristicasg
celulares. Se utilizg
para determinacidn de
la expresisn de RNAm

de TRH a diferentes
dias de incubacidn.

se observan mayor
proporcidn de cé&lulas
gliales. Muerte a los
14 dias de incubacidn
in vitro.

observaciones estructu-
rales: fibras finas
"network' menos sofisti

muerte sdbita de los

Se utilizé para
extraccidn de RNA
citoplidsmico a los

16 dias de incubacién



TABLA YI. OPTIMIZCION DE LA DISPERSION ENZIMATICA Y LA MANIPULACION DE- ALGUNAS ) o
VARIABLES PARA EL PROCEDIMIENTO DE' LA PREPARACION DEL CULTIVO Y SU VIABILIDAD o

IN VITRO. , 5
ENZIMA RENDIMIENTOA(x106)~ SOBREVIVENCIA .5 . ALGUNA VARIABLE ADICIONAL
(células vivas . @ . U OBSERVACION.
por hipotdlamo) ' ; :
1.TRIPSINA 0.45" 42,1 i distribucién del tejido en 3
0.125% : : R hipotdlamos por ml de buffer
- : : : - Hank's BSS.
adicidn del antimitStico al 3er.
dia de incubacién in vitro.
Cultivo con buenas condiciones
morfolégicas y duracidén de 30 dias.
2. TRIPSINA 0.50 74.1 aparicidn de debris: muerte celular
0.25% 0.48 67.0 (en todos)
0.72 56.1
1.22 90.8
3. TRIPSINA 0.77 - 89.5 distribucidn del tejido en 3
0.1257 y . hipotdlamos por ml de buffer
DNAasa : Hank's BSS.
0.5mg/ml adicién del antimitdtico al 3er.

dia de incubacién in vitro.
Cultivo con buenas caracteristicas
morfoldgicas (ver TEXTO para

N descripcidn detallada). Duracidn
30 dias.



TABLA IV. EFECTO DE 8-BROMO-AMPc lmM SOBRE LA CANTIDAD DE TRH INTRACELULAR Y. EN EL MEDIO

CANTIDAD DE TRH INTRACELULAR:

No. CULTIVO

1 10 x 1208
2 10 %108
3 8 x 10°

CANTIDAD DE TRH EN EL MEDIO:

No. GULTIVO

1

No, DE CELULAS..: .

EXPERIMENTO

control
control
8-bromo—-AMPc
8~bromo~AMPc

control
8-bromo—-AMPc

control
8-bromo-AMPc

control
control
8-bromo-AMPc
8-bromo-AMPc

~é—bf6mo;AMP

'EXPERIMENTO

control:

8<bromo-AMPc|

:B—bfomoéAMPg

c

pg TRH

26
41
137
108

2]
105 -

37
103
a4
63

140
125

" ug.PROTEINA

378
360
504

522

T B

- -300:

pg.TRIL
580

279

304~

252

524

260+

1534

775

608

482

1749

866

pg TRH/mgPROTEINA




FIGURAS

FIGURA 2.1. CULTIVO DE CELULAS  DISPERSAS DE ‘HIPOTALAMO DE - RATA.
En la figura se muestra un cultivo de 18 dias de 'incubacién in
vitro (E17 + 18) hecho por ‘el "procedimiento "de  dispersién
mecanica descrito en METODOS. Observar que hay una capa basal
(astroglia y ependimocitos indiferenciados) -y sobre .ésta se
observan células con caracteristicas 'mdrfélégicasr de neuronas
(bipolares y multipolares). Estos cultivqs tuvieron ﬁna duracién

in vitro de 30 dias.



FIGURA 2.1,

E HIPOTALAMO DE RATA.

CULTIVO DE CELULAS DISPERSAS D



FIGURA 2.2 DESCRIPCION MORFOLOGICA DE CULTIVOS DE HIPOTALAMO DE
RATA. En la figura se observan impresiones de cultivos tomados a
partir de diferentes dias de incubacién in vitro (E17 + +1(2.a),
+2(2.b), +3(2.¢c), +4(2.d.), +7(2.e), +14(2.1f), +18(2.9),
+21(2.h), +25(2.1), +30(2.3.)) . ver RESULTADOS para la

descripcién morfoldgica.
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FIGURA 2.3. CULTIVO DE CELULAS DISPERSAS DE HIPOTALAMO DE RATA

vitro (E17 + 20) hechg{’po:
enzimitica descrito en KMETOD
alrededor de 20 ug por plato*y

similar (20 dias de 1ncubac16n 1n v1tro) fue‘é;redgdo: dex$QQ”pg

por plato.
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CULTIVO DE CELULAS DISPERSAS DE HIPOTALAMO DE CEREBRO DE RATA.



FIGURA 2.4. EXPRESION DEL 'RNAm DE TRH A ' DIFERENTES DIAS DE

INCUBACION IN VITRO. A cultivos tomados 'a diferentes dias. de

incubacién in vitro (Ei"? 4+ 7, +yll‘lj, -;‘21)' se l‘e‘sr h'riz"o'lka et
extraccién de RNAtotal y'.se deﬁerminé el RNAm Tkﬁérgico ‘pofy

andlisis de Northern (ver METODOS). Los resultados sugirierdn‘;n f
incremento de la expresién del RNAm TRH conforme tfanscuf?éq i5g g
dias de incubacién in vitro, siendo m&s marcado entre lo;VTVY'iAJ
Se muestran los histogramas de 4 experimentos:;idaiiiduélés
(figura 8.a.~figura en la parte superior de la siguienﬁe‘hojé— ;
3 experimentos individuales; figura 8.b.-figura Ven la parte
inferior de la siguiente hoja- 1 experimento individual: No. de
barra: 1, E17 + 7; 2, E17 + 14; 3, E17 + 21) que nos indican el
ascenso en la expresién del RNAm conforme transcurren los dias de

incubacién in vitro;
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FIGURA 2.5. EFECTO DE '8-BROMO~AMPc 1mM SOBRE LA . EXPRESION DEL

RNAm DE TRH. Cultivos tomados ‘entre '18.y 23‘diaé,inkvitro:EUeion:

incubados con 8-bromo-AMPc '1mM por 24 horas;

promedio de 5 “experimentos’ independiéntésg

incremento del 100% en la ézpreSiéd deiTRNAmtd§:TRH
la droga. Los valores estén normaliéaaos en‘relacioﬁ
de cada una de las muestras. Ei ;néliéisrestadiéﬁicq s
prueba t (control 100 + 7.2; experimental, 243 + l4.f§\

También se muestra un andlisis de Northern de 3 ex

2, 8-bromo-AMPc; 3, control; 4, 8-bromo-AMPc; 8,
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FIGURA 2.6. EFECTO DE FORSKOLINA, ACTIVADOR DE ' LA vADEN’ILATO:
CICLASA, SOBRE LOS NIVELES DE RNAm DE TRH. Cultivos tomados entfé
18 y 23 dias in vitro fueron incubados con forskolina 20uM péfuéé'
horas. Se muestra un incremento de 4 veces en los niveleé de'RNAm
de - TRH en relacién al <control, por efecto de 1la drogé; Los
histogramas muestran el resultado de 2 experimentos individuaiés;
También se muestra un anilisis de Northern de 2 experimenﬁos
individuales con forskolina 20uM. Numero de carril: 1, cqntrpig

2, forskolina; 3, control; 4, forskolina.
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FIGURA 27 EFECTO DEL 8-BROMO-AMPC 1mM SOBRE LA CANTIDAD DE TRH :

INTRACELULAR 'Y EL PEPTIDO LIBERADO. Cultivos tomados ‘entre 18 y

23 dias in vitro fueron incubados con 8-bromo-AMPc 1mM por 24

horas. En 1la figura 7.A. (figura en la parte surer'
siguiente hoja) se muestra el promedio. de
independientes observéndose una di§migudi¢a d
50% en relacién al contrqltiqu

relacién a la cantidad de: proteina“to

i+2..9)

(control, 88.2 + 27.7: éxpé'rri‘}né;_éaigse-.fz +
En.la figura 7.B. (figura‘eh 1a §arté inferiér de la siguiente
hoja) se aprecia el promrdio de 5 experimentos independientes
observédndose un incremento-del 100% en relacién al control en la
cantidad de TRH en el medio. El andlisis estadistico se hizo por

prueba t (control, 101 '+ 11.6; exprimental 271 + 30.0; p <

0.001).



VALORES % DEL CONTROL

VALORES % DEL CONTROL

EFECTO DE 8-BROMO-AMPc 1mM-SOBRE

-~ LA CANTIDAD DE TRH INTRACELULAR Y EL

PEPTIDO LIBERADO

200

100 -

300

200 +

100
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M CONTROL
AMPc
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DISCUSION.

En este trabajo se ha implementado un sistema in vitro,
el cultivo primario de células dispersas de hipotalamo de
cerebro de rata. La finalidad principal fue obtener un sistema
que simplifique la compleja citoarquitectura de una regién del
sistema nervioso eliminando aquellas influencias bioguimicas
externas que complicarian la interpretacién de datos
experimentales; p.ej. en el hipotdlamo el tejido se aisla de
las seflales provenientes de la retroalimentacién del eje
hipotdlamo-pituitaria-érgano blanco (p.ej. gléndula tiroides).
De este modo, las células nerviosas dque conforman el
hipot&dlamo pueden ser estudiadas en un ambiente relativamente
aislado bajo el efecto de diversos compuestos quimicos (p.ej.
neurotransmisores, hormonas) permitiendo el estudio de
efectores directos y con ello, poder definir si la transmisién
nerviosa altera el metabolismo (p. ej biosintesis de TRH)
neuronal. La informacién gue se desprende de este tipo de
enfoque que si bien lleva a una interpretacién reduccionista
en donde la célula, en este caso nerviosa, es un sistema
aislado que necesita ser estudiado para ahondar en su
funcionamiento (tanto a nivel molecular como celular), también
conduce a la obtencién de un conjunto de conocimientos gque al
final dan lugar al entendimiento de lo que ocurre en el
organismo completo bajo un estado fisiolégico definido (p. ej.
la comprensién de las funciones hipofisiotrépicas de TRH
hipotalémico)

La mayoria de los estudios que intentan comprender 1la
transmisién de sefiales en un sistema  celular in vitro han
utilizado lineas celulares (p.ej. PC1l2, GH4); sin embargo, si
la pregunta de interés intenta comprender a un tipo neuronal
(p.ej. neuronas TRHérgicas) el uso de cultivos primarios
resulta una buena aproximacién ya que se parte del tejido con
las caracteristicas bioquimicas propias en contraposicién del
uso de lineas celulares que presentan el inconveniente de
probablemente no expresar ciertos elementos que intervienen en
la transmisién de sefiales (p. ej. ciexrtos receptores).



Las células aisladas de hipotadlamos fetales son una
poblacién heterogénea de células nerviosas y gliales
primitivas, células ventriculares (p.ej. ependimocitos) y
neuronas madurando con axones (Benda, et.al., 1975) y en donde
la identificacién neuronal se ha considerado por su
excitabilidad eléctrica y potenciales sinépticos
(Vaccaro,et.al., 1980 y Faivre-Bauman, et.al., 1980). La
naturaleza peptidérgica de algunas de estas neuronas en
cultivo se ha demostrado por inmunocitoquimica o por
radioimunocandlisis especifico. Varios péptidos se han
identificado como son la somatostatina (Zingg, 1982), la
hormona que libera la hormona luteinizante -LHRH~ (Knigge,
et.al. 1977), la beta-endorfina (Lolait, et.al., 1983), la
vasopresina y neurofisina (Jerikowski, et.al. 1981). También
se ha probado su actividad funcional, p.ej. para la
somatostatina, la ACTH y 1la beta-endorfina, y el CRF
(Gansse,et.al.,1980; Peterfreund,et.al. 1982; Kapcala, et.al.,
1985; Clarke, 1987, 1988).

También se ha hecho posible el estudio del metabolismo de
la neurona TRHérgica utilizando este sistema de células
dispersas hipotaldmicas. En cultivos de hipoté&lamo de ratén
se ha caracterizado 1la diferenciacién celular asi como la
presencia inmunolégica de TRH y su funcionalidad (Faivre-
Bauman,A. et.al., 1980, 1981).

Teniendo en consideracién estos antecedentes en el
presente trabajo se utilizéd el cultivo de células dispersas de
hipoté&lamo de rata. Los cultivos se prepararon a partir de
hipot&lamos fetales de 18 dias de gestacibtn (E17). Se
seleccion6é esta etapa de desarrollo debido a que, en primer
lugar, en rata se ha observado que al 1l2avo. y l4avo. dias de
gestacidén ocurre la divisién final de todos 1los nucleos
hipotalémicos (Tixier-vidal, et.al. 1975). Y, en segundo
lugar, porque se sabe que en diencéfalo de rata la TRH se
puede detectar a partir del l4o. dia de gestacién (aunque
existen discrepancias alrededor de esto, como se verd més
adelante) ascendiendo conforme transcurren los dias. (Lechan y
Jackson, 1982; Nemerski, et.al., 1985)

Bajo las condiciones descritas (ver METODOS) se
obtuvieron cultivos primarios con caracteristicas morfolégicas
de neurona y glia comparables a reportes anteriores (Benda,



1975 .y Faivre- Baluman,

etial.

de las células que constituyen un cultivo aqul se resalta que
en éstos se ha observado, por estudios de microscopia
electroénica, la formacidén de sinapsis. Dicha sinaptogénesis
se ha observado después de 10 dias de incubacién in vitro
siendo mas répida o lenta dependiendo de la edad gestacional
de los hipotédlamos fetales: cuando las células se toman de
fetos mas viejos (16 y 20 dias) las sinapsis son mas numerosas
después de 1los 10 dias in vitro (Tixier-vidal, A., et.al.
1975).
Se ha reportado 1la ontogenié de TRH (Schaeffer \%
Brownstein, 1980) en diferentes regiones cerebrales (tanto
hipotaldmicas como extrahipotalémicas) y en cultivos primarios
de hipot&lamo. En hipotédlamo partiendo del 12avo. dia de

gestacién la cantidad de TRH aumenta (siendo m&s mArcada
entre el dia 12avo y 15avo de gestacién)  incrementdndose
hasta el nacimiento (Nemeskeri, A., et.al., 1985). En

cultivos, partiendo de hipotAlamos fetales de 12 y 15 dias de
gestacién se ha detectado TRH por . radioimunoanalisis
observandose que dependiendo de la edad de  gestacién de los -
hipotdlamos se detecta mayor cantidad de. TRH en  los cultivos
(Faivre-Bauman, A.,et.al. 1980). :

Aunque se ha estudiado la ontogenia en relacién a la
expresién del péptido en cultivos primarios no se tienen datos
sobre el RNAm de TRH en cultivos primarios de hipot&lamo de
rata. En este trabajo, partiendo de cultivos preparados a
partir de hipotélamos fetales de 18 dias de gestacién (E17) se
ha observado un incremento en los niveles de RNAm de TRH
.conforme transcurren los dias de incubacién in vitro (FIGURA

4). Hipotdlamos fetales de 18 dias de gestacién muestran ya
completo desarrollo y a esta etapa se ha detectado RNAm TRH
(Burgunder, J.M. and Taylor, T, 1989). Las primeras neuronas

que expresan el gene de TRH se detectan en el dia 14 de
gestacion en el hipotélamo lateral; en los dias 15 y 16 las
células gque se marcan adicionalmente estidn en el nucleo
- dorsomedial y paraventricular respectivamente y, en el dia de
gestaciébn 17, en el Area prebptica. Este punto es importante
" “si consideramos que en este trabajo se desea trabajar con
‘nehronas en un estado. de diferenciacién lo mids completa
p051ble. Por lo antes mencionado se puede pensar que hemos.
partldo de ' neuronas TRHérglcas que se encuentran  en buen:
estado de d1ferenc1ac16n bloquimlca y morfoléglca ¥y que en - -

---descripeibn - detallada- - sobre las caracteristlcas morfolégicas™ : .-
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el momento de utilizar los.’ cultivos .para estudiar 1la
regulacién de la biosintesis de -TRH —entre 18 y 23 dias de
incubacién in  vitro, .:-las’.:células--'son -neuronas en estado
maduro. Lol LR e

Los resultados obtenidos en esta_ tesis esté&n en acuerdo
con trabajos sobre la. ontogénesis in vitro de otros péptidos
(la somatostatina, CRF ‘o vasopresina), en donde tambien se ha
observado un ascenso en la cantidad de péptido conforme
transcurren los dias de incubacién in vitro (Clarke, 1975).

De acuerdo a lo anterior (tanto el desarrollo estructural
de los cultivos como la expresidon del RNAm de TRH) fue posible
considerar a los cultivos desarrollados en esta trabajo como
confiables para los propésitos buscados. Esto es, no s6élo por
las caracteristicas morfolégicas obtenidas y la duracién de su
viabilidad in vitro sino también porgque de manera critica fue
posible detectar suficientes niveles de TRH y su RNAm, lo cual
sugirié que se encontraban neuronas TRHérgicas en los cultivos
y por lo tanto se podia considerar la pregunta central del
trabajo de tesis: la biosintesis de TRH es afectada por
mediadores intracelulares?

EFECTO DE SEGUNDOS MENSAJEROS SOBRE LA BIOSINTESIS DE LA TRH
EN CULTIVOS.

La expresién de péptidos (y/o neurotransmisores) en este
caso la TRH se ve influenciado por el microambiente de 1la
neurona. La regulacién de los niveles de la TRH puede ocurrir
en varias etapas: transcripcién del gene, el procesamiento del
RNAm o su estabilidad, traduccién, en los cambios post-
traduccionales y/o en su catabolismo.

Como quedé ezplicito en la introduccién, el interés es
determinar si la biosintesis de la TRH se ve regulada en
neuronas, enfocandénos en dos aspectos; uno, en comprender si
la transmisién nerviosa que afecta los segundos mensajeros,
altera los niveles de RNAm TRHérgico y el otro, en la
comprensién de los mecanismos intracelulares por los que la
neurona TRHérgica modula su actividad metabdlica en respuesta
a diferentes sefiales ambientales (implicadas en la transmisién
nerviosa).
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Apoyando la participacién neural en la regulacibdn del

metabolismo de 1la neurona TRHérgica se ha propuesto -una
regulacién diferencial (tanto neuronal como hormonal) sobre la
biosintesis de la TRH en hipot&lamo. Las hormonas tiroideas

alteran la biosintesis de TRH en esta regién del cerebro
(Jackson, I.M.D. and Lechan, M.J.,1983; Segerson, T.P.; Kauer,
J. et.al., 1987) pero se sabe gque existen otras regiones
(p.ej. hipotédlamo lateral y el nicleo té&lamico reticular) que
no son afectados por ellas (Koller, K.J., et.al., 1987). Este
trabajo no sélo involucra las regiones hipotalédmicas que
tienen funcién neurocendécrina (el nucleo paraventricular) sino
también a aquéllos otros nucleos que dirigen sus axones a
otras regiones del SNC, no. -involucradas  con' la funcién
endécrina del TRH. [

En este trabajo, nos enfocamos-a.la regulacidn’del RNAm de
TRH, el contenido del péptido.y:su: llberaClén por:8-bromo-AMPc
y forskolina, agentes. que: actlvan 1a P teina: inasa’A." Por
lo tanto consideramos las-via a través:de receptor
membranal) y no las hormonales:

Se ha estudiado la regulacién del metabolismo de varios
neuropéptidos en cultivos primarios neuronales, por efecto de
segundos mensajeros. Entre los trabajos iniciales se encuentra
el estudio de la regulacién de la biosintesis de somatostatina
por AMPc (Montminy, M.R. et.al., 1986) en donde observan un
incremento en los niveles de RNAm del péptido en cultivos
diencefélicos por efecto del 8-bromo~AMPc, ademds de
identificar una secuencia nucleotidica en el gene putativo
para la regulacién de la sefial. También se ha estudiado la
regulacién del CRF -el factor que libera la corticotropina-
tanto a nivel de biosintesis como de liberacién por efecto de
forskolina y TPA; la secrecidén del CRF se estimula por
forskolina y el 8-bromo-AMPc mientras que tanto el RNAm como
el péptido intracelulares se aumentan por efecto de forskolina
y TPA (Emmanuel, R.L. et.al., 1990).

Los datos obtenidos en el presente trabajo indican un
efecto del AMPc sobre la neurona TRHérgica. El 8-bromo-AMPc
incrementé los niveles de RNAm TRH y la liberacién de TRH
mientras que disminuyé el contenido de TRH intracelular. El
decremento en el nivel del péptido (TRH inmunorreactivo)
después del tratamiento por 24 horas puede reflejar una
liberacién incrementada; cuando la 1liberacién se mantiene,
debe existir un mecanismoc compensatorio que recupere el
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contenido’ intracelular del péptido. Esto se refleja con una
‘acumulacién en el RNAm del TRH. Si-la liberacién es méAs répida
que la biosintesis entonces un decremento en el contenido del
péptido se observa a pesar de una biosintesis (transcripcién)
incrementada. En cuanto el procesamiento debiera ser réipido
para compensar la liberacién.

Esta puede ser la explicacién a nuestros datos ya que el RNAm
incrementa el 100% con respecto al control al igual que la
liberacién pero el contenido de la TRH disminuye en un 50%.
Por lo tanto, se puede especular sobre un mecanismo
compensatorio necesario para recuperar al péptido que se ha
liberado por la presencia de un estimulo ambiental
(biogquimico). Esta interpretacién estd de acuerdo con otros
reportes con proencefalina en estriado de rata (Sivam, S.P.
and Hong, J.S., 1986) y con POMC en gléndula pituitaria
(Dreden, G.et.al., 1988)..

Otra etapa susceptible a regulacién es el procesamiento
de la proteina precursora (pro-TRH). Una de las etapas finales
de procesamiento es la conversién de TRH-Gly a TRH por la
enzima PAM. Simard, M, et.al. han observado que bajo
diferentes estados tiroideos la relacién TRH-Gly/TRH se
modifica en gléndula pituitaria, adrenal, péancreas, préstata y
tiroides (Simard, M., et.al., 1989; Simard, M., et.al., 1990).
Por lo tanto, no se puede excluir la probabilidad de una
regulacién a este nivel por vias neurales.

Los datos obtenidos de este trabajo indicaron un aumento
del RNAm de TRH por efecto del 8-bromo-AMPc. No se puede aun
concluir si 1los efectos observados estdn a nivel de la
transcripcién o de la estabilidad del RNAm de TRH. Estudios
detranscripcién nuclear permitirian aclarar si el efecto del
8-bromo-AMPc estd afectando la transcripcién del gene de TRH.
Para ejemplificar este aspecto, utilizando andlisis de
transcripcién "run-on" se ha demostrado el efecto del 8-bromo-
AMPc sobre la transcripcién del gene de tirosina hidroxilasa
(Lewis, E., et.al., 1987). Los autores demostraron que la
actividad transcripcional del gene se incrementa cuando
cultivos (de feocromocitoma, PC1l2) se tratan con 8-~bromo-AMPc
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y forskolina. Ambos inductores ocasionan cambios
transcripcionales después de 10 minutos de tratamiento. "Otros
estudios de transcripcién nuclear que demuestran el efecto de
segundos mensajeros sobre el gene son aquéllos para POMC y
tirosina hidroxilasa (Eberwine, et.al., 1987; Lewis, et.al.,
1987) .

Por los resultados obtenidos en este trabajo, queda claro
que el sistema de cultivo de células dispersas de hipotélamo
desarrollado ofrece una buena herramienta metodbdlogica con la
cual estudiar cudles son los mediadores intracelulares gque
afectan la biosintesis y la liberacién de la TRH.

Otra via de segundos mensajeros que nos. faltaria utilizar
es la del fosfatidilinositol, 1la cual activa la proteina
cinasa C; para esto se probaria un activador de dicha
proteina como es el TPA, éster de forbol. De manera
interesante también se considerarian aquéllos factores gque
ocasionan despolarizacién en las neuronas, p. ejemplo. KCl
56mM y veratridina. En relacién a ésto, seria de interés
determinar si esté&n involucrados canales de Na' y de Ca™.
También cabria determinar si el Ca™ intracelular, liberado del
reticulo endoplédsmico rugoso (via activada también por el
fosfatidilinositol), estd jugando un papel central en la
regulacién de la neurona TRHérgica.

La informacién que se desprende al utilizar la diversidad
de segundos mensajeros, acoplados a un receptor, nos permite

especular en dos enfoques por los cuales los segundos
mensajeros estdn actuando en una neurona (en este caso la
TRHérgica): uno, en donde se considera una interaccién entre

los segundos mensajeros o el papel central de uno (p.ej. Ca™)
para que se origine determinada respuesta y el otro, que seria
consecuencia del anterior, involucra la regulacién a nivel de
la expresién del gene. Si se considera, en primer lugar, este
segundo nivel es posible mencionar lo siguiente:

Los segundos mensajeros son mediadores intracelulares que
necesitan de secuencias nuclectidicas especificas para regular
la transcripcié4n de un gene (Goodman, R.H., 1990; Montminy,
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M.R., 1990; Comb,M.,et.al., 1987). - Los ' trabajos '’ para
determinar dichas secuencias consisten en estudios de
transfeccién celular donde se hace un andlisis de las posibles
secuencias nucleotidicas que intervienen en la regulacién de
la transcripcién de cierto gene (p.ej. el gene de TRH). Se
hace una fusién de las posibles secuencias regulatorias del
gene de estudio con un gene '"reportero" que produce una
proteina gque se puede analizar fé&cilmente (p.ej. cloranfenicol
acetiltransferasa -CAT-) y el andlisis del producto del gene
reportero refleja el nivel de expresién génica que es dirigido
por la secuencia regulatoria bajo estudio. Por ejemplo en el
caso de tirosina hidroxilasa (TH), las secuencias del extremo
5’ de su gene se fusionaron al gene bacterial CAT y el gene
hibrido se transfectd en lineas celulares PCl2 y GH4. Después
de ésto se observé la expresién del gene bajo efecto de los
diferentes inductores (en este caso AMPc y forskolina); los
resultados indicaron que la regidén del gene de TH que contiene
las bases ~277 a +27 ceonfieren induccién de CAT por AMPC
indicando que las secuencias requeridas para la induccién de
TH por AMPc estén dentro de las 272 bases del extremo 57
(Lewis, ,et.al., 1987). Con el mismo enfoque se han reconocido
secuencias que intervienen para que el AMPc regule la
transcripcién de diferentes genes; p.ej. proencefalina y
somatostatina (Montminy, M.R., et.al., 1986; Comb,M.,et.al.
1986, 1988). Utilizando dicha estrategia se han determinado
secuencias consenso responsivas para AMPc y TPA siendo éstas
TGACGTCA y TGAGTCA respectivamente (Goodman, R.H., 1990).
También se han determinado las secuencias consenso responsivas
a Ca" siendo similares a las de 2AMPc por lo que se ha
especulado en relacién a que pudiesen responder a ambos
efectores (Hanley, 1988). Existen ejemplos donde la secuencia
determinada no es Unica para que se lleve a cabo la
transcripcién: el gene de proencefalina contiene dos elementos
funcionalmente distintos designados ENK-CREl (TGGCGTA) Y ENK-
CRE2 (CGTCA). El elemento CRE-1 tiene poca actividad por si
mismo pero aumenta considerablemente la induccién por AMPc si
se combina con el elemento CRE-2 (Comb, M.,et.al,, 1988;
Hyman, S.E., 1988).

De manera interesante, en este trabajo se ha observado
que el RNAm TRH se estimula por AMPc. Aunque aun se necesita
de experimentacién adicional {(como ya lo expuse anteriormente)
me parece pertinente sefialar que el gene de TRH no presenta
las secuencias consenso que responden a AMP¢c; por lo tanto,
se puede especular en relacién al mecanismo por el gue el gene



de TRH estd respondiendo’ a AMPC \dlferente a los conocxdos,
ya sea activando otro:factor® d" ue’ 14 'secuencia nucleotidica
sea diferente. Un caso similar es el del gene ~de POMC. el cual
también se ha observado que responde a“AMPc " y no presenta las
secuencias definidas para’ tal inductor (Eberwine, et.al.

1987). Si se desea profundizar sobre cudl seria la secuencia
nucleotidica en el gene de TRH que responde a AMPc se podrian
realizar estudios de transfeccibn celular como los descritos
arriba.

Continuando con 1los posibles mediadores en la respuesta
de la expresiétn del gene 'a _nivel de la regulacién,
recientemente se ha estudiado el: papel de los protooncogenes
nucleares (Hanley, M.R., 1988) vy su relacién como mediadores
de la respuesta a sefiales extracelulares a través de segundos
mensajeros (Morgan, J.I. and Curran, T., 1989; Sheng, M. and
Greenberg, M.E., 1990). Los ~protooncogenes gque se han
caracterizado en el sistema nervioso incluyen principalemte c-
fos, c¢-jun, zif/268, nur/77, jun~-B (para revisién ver, Sheng,
M and Greenberg, M.E., 1990). Los m&s estudiados en el
acoplamiento de la cascada estimulo-transcripcién son c~fos y
c-jun, los cuales se inducen rapida y transitoriamente después
de cierta estimulacién. Se ha propuesto el mecanismo por medio
del cual actuan y se ha determinado el reconocimiento de la
secuencia nucleotidica por medio de la cual va a responder,
TGACTCA (secuencia consenso para AMPc). De manera general,
cierto estimulo extracelular provoca un incremento en los
niveles de segundos mensajeros ocasionando la induccién de c-
fos y c-jun. Esta activacién involucra distintos elementos
regulatorios en la regién 5’ de ambos genes; después de ésto
contintia su traduccién en el citoplasma, Fos y Jun (las
proteinas codificadas por c-fos y c~jun respectivamente)
viajan al nucleo donde forman un complejo heterodimérico. Este
complejo se une con alta afinidad a 1la secuencia de
reconocimiento consenso (TGACTCA) del DNA. De este modo, el
heterodiméro Fos-Jun es capaz de regular la transcripcién de
ciertos genes blanco (ya sea induccién o represién).

Especulando sobre un probable mecanismo por medio del
cual el AMPc y el TPA esté&n actuvando para regular la
transcripcién del gene TRHérgico, es posible involucrar a los
terceros mensajero, c~fos y c-jun. Estudios que directamente
apoyan esta interpretacién incluyen aguéllos gque han observado
induccién de Fos y Jun por neurotransmisores y condiciones
despolarizantes o agentes que provocan un influjo de Ca™ a
través de canales de Ca"™ dependientes de voltaje (Sonnenberg,
1988; Morgan y Curran, 1986). Trabajos iniciales observaron la
induccién de Fos por tratamiento con agentes que activan



- canales' -de --Ca”™ " dependientes'--de:voltaje: “células: 'BC12-
(Morgan, J. y Curran, T, 1986), sugiriendo queiestos efectos
se podrian extrapolar al 'sistema nervioso.) Utilizando. un
paradigma experimental que - consiste ‘en ‘una .excitacién
eléctrica masiva de las  neuronas- in vivo . -“actividad
convulsiva"- ocasionado por drogas convulsionantes (p. ej. el
pentilenetetrazol -PTZ-) se determindé un - incremento en los
niveles de RNAm de c-fos seguido por acumulacién de la
proteina FOS en regiones cerebrales especificas. Con la misma
estrategia se observd el incremento de c-fos en regiones del
cerebro particulares como el hipocampo, el locus coeruleus, la
amigdala, la corteza temporal (Morgan, J. y Curran, T., 1988).

Con la finalidad de determinar los genes blanco (esto es,
genes de ciertos péptidos o proteinas) que activan terceros
mensajeros, un primer estudio fue el de Sonnenberg, J. et.al.
quienes correlacionaron la expresién del gene de proencefalina
en el hipocampo provocado por la actividad convulsiva, con la
expresidn de c~fos (Sonnenber, J. L., et.al., 1982). En este
trabajo el RNAm de proencefalina se incremento en el hipocampo
durante la actividad convulsiva inmediatamente después de que
se detecté un incremento en la expresiétn de c-fos y c-jun,
sugiriendo que el gene de proencefalina puede ser blanco de
Fos y Jun en el hipocampo e indicé que estos protooncogenes
(terceros mensajeros) pueden jugar un papel en las respuestas
neurales a la estimulacién. De este modo se tiene evidencia de
un posible papel de los terceros mensajeros en la regulacién
de la expresidn de neuropéptidos bajo estimulos (dentro de un
contexto fisiolégico) en el sistema nervioso.

En cultivos, células diferenciadas expresan el gene de c-
fos en respuesta a una amplia gama de estimulos incluyendo el
factor de crecimiento nervioso, agonistas colinérgicos
nicotinicos e influjo de Ca™ inducido por despolarizacién
(Greenberg, et.al. 1985, 1986; Morgan y Curran, 1986).

Los mecanismo intracelulares por los que un tipo celular
particular responderd a una seflal determinada no se definen
por una sola cascada de eventos mutuamente exclusivos; esto
es, no existe seflal-segundo mensajero particular-respuesta
celular especifica. Se debe pensar que existe una interaccién
compleja (integracién de sefiales) de eventos donde todos los
segundos mensajeros pueden participar (interactuando entre si)
para dar la respuesta apropiada a una sefial definida. Existe
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lo que se ha denominado mecanismo sinergista (interaccién
entre dos o mé&s segundos mensajeros). Por ejemplo se ha
observado que el Ca’* y el AMPc interactlan para activar la
transcripcién del gene de POMC; el influjo de Ca™ a través de
canales dependientes de voltaje tambien induce la expresién
del gene de POMC, observéndose que la entrada de Ca'™ puede
ejercer un efecto estimulatorio ténico sobre el RNAm de POMC
bajo condiciones basales y puede contribuir al efecto inductor
de CRF o el del 8-bromo-AMPc (Dreden, G., et.al., 1988).
Profundizando en este evento, se ha observado que el CRF, 8-
bromo~AMPc y forskolina <causan un incremento en el Ca”
citosdlico en células AtT20, el cual puede inhibirse por
blogueadores de canales de Ca™ especificos (Luini, A. et.al.,
1985) .

Existen otros casos en donde un sistema de segundos
mensajeros influye sobre otro, aunque estos estudios se han
hecho en su mayoria en sistemas no neurales. Por ejemplo, se
sabe que la proteina cinasa C puede modular la generacién de
AMPc medizda por receptor en células de ovario: TPA no tuvo
efecto sobre la acumulacién basal de AMPc pero incrementé la
formaciéon de AMPc activado por toxina del célera y forskolina
(Wheelexr, M.B. y Veldhuis, J.D., 1989). Otros autores muestran
que el TPA produce la fosforilacién de la unidad catalitica de
adenilato ciclasa purificada de cerebro bovino, sugiriendo que
la fosforilacién de la unidad catalitica de adenilato ciclasa
por proteina cinasa C puede estar involucrada en el aumento de
la actividad enzim&tica inducida por esteres de forbol; estos
resultados proveen de un mecanismo bioquimico potencial para
una unién regulatoria entre dos sistemas de sefial
transmembranal (Yoshimasa, T., et.al., 1987). Profundizando
mé&s en estas interacciones se sabe que en la via donde los
ésteres de forbol ocasionan una acumulacién de AMPc inducido
por forskolina las proteinas G pueden estar involucradas, ya
que si se hace un tratamiento con toxina pertussis, se
previene el efecto estimulante de los ésteres de forbol en
una etapa distal a la activacién de la proteina cinasa C. El
sustrato de la toxina pertussis puede jugar un papel critico
en el enlace de activaciétn de proteina cinasa C a la
produccién de AMPc incrementada (Rozengurt, E., et.al., 1987).
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Como se mencioné en la introduccién, ‘existen otros tipos
de efectores, las sefiales hidrofébicas ' que no necesitan de un
receptor para traducir la sefial al interior de la célula (las
hormonas tiroideas y los esteroides como los glucocorticoides
y las hormonas sexuales). Dichas hormonas, al igual que las
sefiales mediadas por receptor, poseen un mecanismo por medio
del cual puedan activar o reprimir la transcripcién de cierto
gene; se han reconocido secuencias nucleotidicas responsivas
en el DNA para las hormonas tiroideas ( Koenig, et.al., 1987)
y para los glucocorticoides (Giguere, et.al. 1986),.

Se ha estudiado el papel de las hormonas tiroideas en la
regulacién de la célula TRHérgica en sistemas in vivo (ver
introduccién), por lo que cabria la posibilidad de estudiar si
T3 -triiodotironina~ regula los niveles de RNAm de TRH en los
cultivos primarios disefiados en este trabajo. También se han
hecho estudios 1in vivo observando el efecto del stress sobre
el metabolismo TRHérgico. En este aspecto, se sabe que la
glandula suprarrenal esté involucrada Yy que los
glucocorticoides juegan un papel central. Por lo tanto, seria
una estrategia por seguir estudiar si la dexametasona,
glucocorticoide sintetico, tiene influencias sobre el
metabolismo TRHérgico en cultivos primarios

Es importante considerar la interaccién de estos
efectores hidrofébicos con aquéllos mediadores acoplados a un
receptor. En relacién a ésto, se conoce que los

glucocorticoides y el AMPc inducen la expresién del gene de
tirosina hidroxilasa en células de feocromocitoma {(Lewis, E.,

et.al., 1987). En otro estudio, se ha demostrado una
interaccién entre ambos tipos de mediadores, usando la
proencefalina en celulas de giloma de rata. Se observdé que

la dexametasona indujo la expresién del RNAm de proencefalina
incrementada por AMPc, indicando una accién sindrquica
(Yoshikawa, K y Sabol, S.L., 1986). Este tipo de interacciones
se describen ya que podrian estar sucediendo en la neurona
TRHérgica y estudios alrededor de esto serian plausibles.

) Retomando el efecto de los segundos mensajeros sobre la
regulacién de la expresién de proteinas, es posible pensar en
un efecto sobre el desarrollo del sistema nervioso.

En este sentido se ha reportado el efecto de las vias de
Ca™, AMPc y proteina cinasa C sobre el crecimiento de neuritas
en el sistema nervioso (Dannon, D.H.et.al, 1990; Talkovsky,
A.M. et.al., 1990). También se ha propuesto la regulacién de



‘proteinas:- del citoesqueleto- por. vias‘ de-: segundos mensajeros
durante el crecimiento de neuritas y: como.moduladores de la
forma y tamafio neuronal (Katayama, N.et.al.m, 1990; Gonda, Y,
et.al., 1990). Es posible entonces, apreciar el efecto de los
mediadores intracelulares en diversos procesos del sistema
nervioso. :

Es de esperar y ya se ha demostrado, que los efectos de
los segundos mensajeros no sélo se dan en el sistema nervioso
sino también en otros sistemas; por ejemplo del sistema inmune
(Kasahara, T. et.al., 1990). . ‘ '

Como puede apreciarse, el estudio de la regulacidén de una
célula puede comprenderse bajo dos enfoques: primero, el
entendimiento de 1lo que sucede en una celula aislada que
recibe influencias externas teniendo la capacidad de traducir
la informacién para dar la respuesta apropiada (p.ej.
modulando la biosintesis y la liberacién de una proteina o
proteinas intracelulares) y segundo, el entendimiento de esta
regulacién bajo un contexto integral. Esto es, las células que
responden a un estimulo particular conforman un tejido
especifico e interactia con muchos otros tipos celulares que
también reciben estimulos. Por lo tanto, la interacciédn entre
estos tipos celulares y sus respuestas definidas originan una
respuesta total y organizada. A su vez, el tejido interactua
con otros tejidos para dar una respuesta adecuada en un
sistema (p.ej. el sistema neuroendbébcrine). La interaccién
entre los sistemas capacita a un organismo completo para
organizar las seflales externas respondiendo a su ambiente
exterior, ocasionando finalmente su adaptacioén.

En el sistema nervioso, las neuronas reciben estimulos en
su microambiente para dar una respuesta adecuada. Sus
caracteristicas propias (morfolégicas y de excitabilidad)
permiten la recepcién, transmisibébn y almacenamiento de
informacién. Estas caracteristicas 1le permiten modificarse
conduciende a un fenbtmeno plastico que lo lleva a traducir la
informacién apropiadamente. Por otro lado, la interaccién que
presenta con los otros tipos celulares (neuronales) establecen
un complejo para capacitar al sistema nervioso conduciendo a
la plasticidad como un todo. Tales proceso de interaccién en
el sistema nervioso pueden conducir a establecer la respuesta
a conductas particulares en el organismo. Se ha demostarado en
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-invertebrados que la expresién de genes en neuronas es critico

para el @ desarrollo de una facilitacién a - largo plazo=...i:

relacionada con el aprendizaje {(Montarolo, P.G., -et.al.,.
1990). Por lo tanto, el estudio de como se regula un tipo
celular particular puede conducir a la comprensiétn de 1las
bases moleculalres y celulares de procesos biolégicos
complejos como serian las funciones superiores de los seres
vivientes (p.ej. aprendizaje, memoria, inteligencia).
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