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RESUMEN: La hormona liberadora de tirotropina (TRH; pglu-his-proNH2) 
es inactivada por la acción de la piroglutarnil peptidasa 11 (PPII). La PPII es una 
zinc ectopeptidasa de alta especificidad principalmente expresada en el cerebro y 
en los lactótropos de la adenohipófisis. En este último tejido, la actividad de la PP11 
es regulada por múltiples hormonas. In vitro, la incubación con TRH a tiempos 
largos (horas) induce una inhibición de la actividad de la PPII, este efecto es 
mimetizaelo por la activación de la proteín cinasa C o por incrementos en los 
niveles de AMPc. Debido a que la TRH induce una rápida liberación de ácido 
araquldónico (AA) de los lactótropos, en este trabajo evaluamos el efecto de la 
activación de la fosfolipasa A2 (PLA2) y del AA sólo o combinado con TRH sobre la 
actividad de la PP11. Células de adenohipófisis provenientes de ratas Wistar de 3 
meses de edad, fueron cultivadas en medio suplementado durante 5 días antes del 
tratamiento, la actividad de la PPII en las superficie de las células se cuantificó 
utilizando un ensayo radioquímico y la liberación de prolactina por 
radioinmunoensayo, La melitina (un activador de la PLA2) a concentraciones de 
0.25 a 1.0 ug/ml induce una rápida disminución de la actividad de la PPII; a 0,5 
ug/ml la disminución fue máxima (30-45% de inhibición) a los 20-30 ininútos. El 
efecto de la melitina fue probablemente debido a la producción de AA ya que 0,5 
uM de AA también inhibió la actividad de la PPII (41-72%) a los 20 minutos. El 
efecto inhibitorio del AA es probablemente el resultado de su metabolismo por la 
vía lipoxigenasa ya que su efecto es bloqueado por un inhibidos de ésta vía (ácido 
nordihidroguaiarético 10 uM) pero no por inhibidores de la via cicloxigenasa 
(indometacina 10 uM). El efecto del AA o la melitina no son aditivos; sin embargo, 
el efecto del TRH más AA o melitina fue adicional, sugiriendo que el efecto del TRH 
no requiere movilización de AA. El efecto de los tratamientos sobre la secreción de 
prolactina esta en consideración con los reportes publicados previamente, Estos 
datos sugieren que la producción de AA por efectores extracelulares puede regular 
la actividad de la PPII a tiempos cortos. 

ABSTRACT: Thyrotropin releasing hormone (TRH; pglu-his-proNH2) is 
abolished by the action of pyroglutamyl peptidase 11 (PPII). This is a narrow 
specificity zinc ectopeptidase mainly expressed in brain and lactotrophs of the 
adenohypophysis. In this latter tissue, PPII activity is regulated by multiple 
hormones. TRH long term (hours) in vitro incubation dowm regulates PPII activity, 
this effect is mimicked by protein kinase C activation or increased cAMP levels. 
Since TRH induced rapidly arachidonic acid (AA) liberation of the lactotrophs. In 
this work we have tested the phospholipase A2 activation and AA only or in 
combination with TRH on PPII activity. Three months old Wistar adenohypophyseal 
cells viere cultivated in serum supplemented medium for 5 days prior to 
treatment; surface PPII activity quantilied using a radiochemical assay and 
prolactin liberation by radioimmunoassay. Melittin (an activator of PLA2) 
concentrations from 0.25 to 1.0 ug/ml induced a rapid decrease of PPII activity; 
at 0.5 ug/ml the decrease was maximum (30-45% of inhibition) at 20-30 min. The 
melittin effect was probably due to production of AA since 0.5 uM AA also 
inhibited PPII activity (41-72%) at 20 min. The inhibitory effect of AA is probably 
the result of its metabolism by the lipoxygenase pathway since it is blocked by 
lipoxygenase inhibitor (10 uM nordihidroguayaretic acid) but not cicloxygenase 
pathway inhibitors (10 uM indomethacin). AA or melittin effect are not additives; 
however, TRH effect with AA or melittin was additional, suggesting that TRH effect 
no require AA movilization Prolactin was secreted with these treatments in 
agrement with previously published reports. These data suggest that production of 
arachidonic acid by extracellular effectors may regulate PPII activity a short time. 



INTRODUCCION. 

Una de las características esenciales de los seres vivos es su capacidad de 
responder y ajustarse a las condiciones de un sistema dinámico, dando una 
respuesta global y específica mediante un complejo sistema de comunicación 
celular que opera básicamente por medio de mensajeros químicos. Esta 
comunicación se coordina principalmente por los sistemas: nervioso, endocrino e 
inmune. 
Uno de los grandes descubrimientos en la historia de la neuroendocrinologia fue la 
observación de que algunas células nerviosas especializadas pueden secretar 
hormonas. Mucho antes de que se reportara la primera estructura química de un 
factor hipotálamo-hipofisiotrópico (factor liberador de tirotropina en 1969), Paul 
Ehrlich ya habla formulado su postulado clásico "corpora non agunt nisifixata" : 
las substancias no actúan a menos de que se fijen. refiriéndose a los receptores y 
sentando las bases de la comunicación celular. 
La hipófisis anterior o adenohipófisis es una glándula muy vascularizada; la sangre 
que llega a esta glándula pasa primero por un lecho capilar situado en el extremo 
ventral del hipotálamo llamado eminencia media, la cual se conecta por debajo con 
el tallo de la hipófisis. A este sistema vascular se le denomina sistema porta 
hipotálamo-hipoilsíario. 
El descubrimiento de la neurosecreción y la importancia de los vasos portales 
hipotálamo-hiporislarios permitió el establecimiento de la hipótesis del 
quimiotransmisor que propone que las substancias humorales producidas por 
neuronas hipotalámicas son transportadas via este sistema vascular a la 
adenohipófisis para regular la secreción de hormonas. Una de estas substancias 
es el factor liberador de tirotropina que se identificó inicialmente como una 
hormona hipofisiotrópica con funciones endócrinas en el eje hipotálamo-hipófisis-
tiroides. Sin embargo, su amplia distribución en el sistema nervioso central así 
como diversas funciones fisiológicas y efectos farmacológicos en el sistema 
nervioso central son evidencias de sus funciones neuromoduladoras. Se ha 
demostrado que esta neurohormona puede ser inactivada a nivel de la membrana 
plasmática de células postsinápticas en el sistema nervioso central o a nivel de la 
membrana plasmática de los lactótropos en la adenohipófisis, por una peptidasa 
de alta especificidad. 



NH 	o CH2 

II.- ANTECEDENTES. 

1.- HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA (TRH). 

La TRH es un tripéptido con los residuos aminoacil de los extremos amino y 
carboxilo modificados, La glutamina amino-terminal esta ciclizada y el residuo de 
prolina en el carboxilo terminal esta alfa-amidado. 

Fig. 1: Estructura de la TRH (Pglu-His-Pro-N1-12). 

1.1.- DISTRIBUCION. 

La TRH se encuentra ampliamente distribuida en el sistema nervioso central (SNC) 
y en otros órganos, Los estudios de distribución de este tripéptido se han 
realizado utilizando técnicas de radioimnunoensayo (RIA), inmunocitoquírnica, 
hibridación in situ y fraccionamiento subcelular. 
Las neuronas que sintetizan hormonas hipotalámicas se encuentran en varios 
núcleos hipotalámicos. Para el caso de la TRH, estas neuronas estan localizadas en,  
el núcleo paraventricular (NPV) y se proyectan hacia la eminencia media (EM). Los 
capilares localizados en esta zona desembocan en la arteria superior hipofiseal, la 
cual drena su contenido a lo largo de los vasos portales hasta la adenollipófisis (1). 
Por estudios de inmunocitoquímica se han mostrado además, cuerpos TRHérgicos 
en el hipotálamo anterior, en los núcleos hipotalámicos ventromedial, 
supraquiasmático y supraóptico; en la médula oblongada, área preóptica, bulbo 
olfatorio, amígdala, corteza cerebral y médula espinal (2,3,4,5,6,7). Así también, 
por hibridación in situ se han encontrado células positivas al precursor de la TRH 
en estas mismas regiones. 
Terminales axónicas de neuronas TRHérgicas se han encontrado en áreas que 
incluyen, además de la EM, el área preóptica, la amígdala, el tallo cerebral inferior, 
el cerebro anterior, el diencéfalo posterior y la neurohipófisis (6,7,8,9,10). En el 
hipotálamo, la EM contiene el mayor número de terminales TRI-Iérgicas. Se han 
encontrado también terminales TRHérgicas en el asta ventral y dorsal de la médula 
espinal, 



1.2.- IMPORTANCIA FISIOLOGICA. 

Las funciones de la TRH se pueden dividir en funciones endócrinas, centrales y 
periféricas. 
Dentro de las funciones endócrinas, la TRH estimula la síntesis y liberación de la 
hormona estimulante de la tiroides (TSH) y de la prolactina (PRL). La TSI-1 al ser 
liberada en respuesta a la TRH pasa a la circulación sistémica, alcanzando la 
glándula tiroides donde estimula la secreción de hormonas tiroideas, Mientras que 
la PRL tiene múltiples funciones fisiológicas incluyendo acciones en la glándula 
mamaria, afectando procesos de crecimiento, diferenciación, producción lactea y 
mantenimiento de la lactancia. 
Los efectos fisiológicos de este péptido en el SNC son muy complejos y en la 
actualidad insuficientemente comprendidos. Se han descrito efectos a nivel de 
neurotransmisión, excitabilidad nerviosa y comportamiento. 
La TRH interactúa con varios sistemas neuronales en el SNC; algunas evidencias 
presentadas por Benett et al (11), sugieren interacciones entre la TRH y 
mecanismos catecolaminérgicos en el cerebro y cordón espinal. Estos estudios 
proponen que la TRH induce respuestas a nivel del comportamiento y de la 
actividad motora mediados por la liberación de noradrenalina en el cerebro o 
médula espinal así como la liberación de dopamina en el cerebro mesolímbico. 
Evidencias farmacológicas sugieren que la TRH-1 potencia la liberación de dopamina 
en el núcleo acumbens y el estriatum (12) afectando la actividad motora. Sin 
embargo, existe controversia en cuanto a la actividad de la TRH endógena sobre la 
esUmulación de la liberación de doparnina y acerca de los mecanismos específicos 
que transmiten esta respuesta (13). También se han descrito efectos sobre la 
neurotransmisión colinérgica, afectando la densidad de receptores muscarínico 
colinérgicos, los cuales se incrementan en respuesta al péptido TRH (14). 
En neuronas motoras de la médula espinal, la TRH induce una despolarización de 
larga duración, con un incremento en la conductancia y excitabilidad de la 
membrana, facilitando la excitación de neuronas motoras y modulando los reflejos 
espinales (15,16). Efectos similares se han observado en neuronas del tracto 
solitarius y neuronas septohipocampales (17,18). 
La aplicación de TRH a regiones específicas del cerebro o su inyección 
intracerebroventricular (19) produce una amplia gama de efectos sobre el 
comportamiento y funciones autónomas: 
- Reversión de la sedación inducida por narcóticos, alcohol o la sedación natural 
en especies hibernantes. 
- Inducción de un tipo de comportamiento conocido como "wet-dog shaking" que se 
describe como un estremecimiento o movimientos propulsivos del cuello y la 
cabeza. 
• A nivel periférico se observan efectos sobre los sistemas circulatorio, 
cardiovascular, respiratorio y gastrointestinal. 
Otros efectos consisten en funciones neurotróficas y neuroprotectoras observadas 
en varios modelos de trauma al SNC (20). Se ha reportado la presencia de 
terminales TRHérgicas a proximidad de neuronas motoras alfa de la médula 
espinal y se han sugerido funciones neurotróficas en esta área. 

1.3.- BIOSINTESIS. 

La TRH se sintetiza en neuronas del hipotálamo y otras células, a partir de un 
precursor de alto peso molecular (21) que contiene cinco veces la secuencia Gln-
His-Pro-Gly (Pro-TRH) flanqueada por pares de aminoácidos básicos. Estos 
últimos pueden ser reconocidos por algunas endoproteasas (convertasas) que 
hidrolizan al precursor a este nivel. Los aminoácidos básicos que quedan en el 
extremo carboxilo-terminal son posteriormente removidos por una 



carboxipeptidasa E. 
La acción conjunta de estas enzimas sobre el precursor produce cinco copias del 
péptido Pro-TRH. El residuo glutaminil en el extremo N-terminal del Pro-TRH es 
ciclizado por la enzima glutaminil ciclasa, y el residuo de glicina en el extremo 
carboxilo-terminal es procesado por una monoxigenasa peptidilglicina a-amidante, 
dejando el grupo amido de la glicina unido a la prolina; y quedando finalmente el 
péptido biologicamente activo " Pglu-His-Pro-NH2 " (22,23). 
Todos estos eventos se llevan acabo en la vía de secreción regulada de las 
neuronas TRHérgicas. De acuerdo con esto, un alto porcentaje de TRH 
hipotalámico y extrahipotalámico se localiza en gránulos de secreción dentro de los 
axónes y las terminales de las neuronas TRHérgicas (4,24,25). 

1.4.- LIBEFtACION. 

La TRH sintetizada en las neuronas TRHérgicas del NPV del hipotálamo, es 
transportada en gránulos desde el soma de la neurona hacia la terminal axónica en 
la EM del hipotálamo. El contenido de los gránulos posteriormente es liberado al 
sistema porta hipotálamo-hipofislario a la llegada del potencial de acción, el cual 
surge en respuesta a estímulos fisiológicos específicos (26,27,28,29). La TRH viaja 
a través de los vasos portales hacia la adenohipófisis, donde ejercerá su acción 
sobre receptores específicos en tirótropos y lactótropos (30,31). 

1.5.- INACTIVACION. 

Ante la gran variedad de funciones neuromoduladoras y neuroendócrinas de la 
TRH, resulta razonable pensar en la existencia de mecanismos que regulen su 
disponibilidad en el espacio sináptico y otras áreas extracelulares. 
Para los neurotransmisores clásicos, se ha observado que el mecanismo de 
recaptura es preponderante en la terminación de su actividad. La TRH puede 
acumularse en rebanadas de hipotálamo (32), pero no hay evidencia de que éste 
sea un mecanismo importante de inactivación. Por otro lado, para otros péptidos 
neuroactivos como la angiotensina y encefalinas éste mecanismo no es relevante 
para su inactivación y en cambio, existen mecanismos enzimáticos hidrolíticos que 
inactivan estos péptidos (33). 
Existen varias peptidasas que participan en el procesamiento postsecretorio o 
catabolismo de neuropéptidos liberados sinápticarnente. Estas peptidasas son 
proteínas integrales que se encuentran embebidas en la membrana plasmática de 
las células con su sitio activo Orientado hacia el medio extracelular (ectopeptidasas) 
(34). Estas enzimas incluyen carboxipeptidasas, aminúeptidasas y 
endopeptidasas. 
La degradación de la TRH in vitro puede llevarse acabo por dos vías principales: 

1.- Desamidación carboxilo terminal, para producir Pglu-His-Pro. 
2.- Hidrólisis aminoterminal, para producir His-Pro-NI12. 

La desamidación carboxilo-terminal se realiza por una endopeptidasa llamada 
prolina endopeptidasa (PE) (E.C.3.4.21.26) (34.35,36,37). Hidroliza el enlace huido 
que se encuentra después de la prolina; es una serin-proteasa de naturaleza 
soluble y su actividad en membranas sinaptosomales o rnicrosomales es muy baja 
(38,39). 
La hidrólisis aminoterminal puede realizarse por una aminopeptidasa soluble 
llamada piroglutarnil peptidasa I (PPI) (E.C.3.4.11.8.), por una aminopeptidasa 
membrana! llamada piroglutarnil peptidasa II (PPII) (E.C.3.4.19.6.) o una isoforma 
de esta enzima probablemente generada por procesamiento transcripcional 



alternativo (40) que se encuentra en el suero (PPII sérica), La PPI es una cisteín 
proteasa que hidroliza el enlace Pglu-X de péptidos, donde X es cualquier 
aminoácido excepto prolina (41). La PPII membranal es una ectopéptidasa (42) sólo 
capaz de hidrolizar pequeños pépticlos cuya estructura es Pglu-His-X o Pglu-His-
Pro-Y, donde X puede ser prolina, triptófano o Pro-beta-naftilamida y Y puede ser 
glicina o el grupo NH2  (43,44,45). La PPII membranal comparte con la enzima 
sérica las mismas características de especificidad de substrato con un valor de 
Km para la TRH cercana a 45 uM (42). 

Pglu 

  

His 	Pro — NH2 

  

  

    

     

PPI (citosólica) 
PPII (sérica) 
PPII (membranal) 

PE (soluble) 

Fig. 2: Vías de degradación primaria de la TRH in vitro, Prolina endopeptidasa 
(PE), Piroglutamil peptidasas I y II (PPI y PPII). 

En el cerebro, la degradación de la TRH in vitro por fracciones subcelulares se 
realiza principalmente por enzimas solubles (29,38), Sin embargo, no hay 
evidencias de que la PE y la PPI sean capaces de degradar a la TRH presente en el 
espacio extracelular, ya que inhibidores específicos de estas enzimas no modifican, 
in vitro , la recuperación del TRH liberado en rebanadas de hipotálamo (46) 
sugiriendo que estas enzimas no son importantes en la degradación de la TRH. Por 
el contrario, la alta especificidad de la PPII por la TRH, y su localización en 
terminales nerviosas orientada hacia el espacio sináptico, sugieren que es la 
responsable de la inactivación extracelular de la TRH en el SNC (44,47). 

1.6.- RECEPTORES. 

Usando el 3H-TRH y 3H-(3-Met-His)-TRH (un análogo del TRH que es un agonista 
mas potente) como ligandos, se demostraron uniones específicas de alta afinidad a 
membranas de homogenados de células de varias especies de mamíferos. Los 
primeros estudios demostraron sitios de alta afinidad en membranas de hipófisis 
bovina (48,49) y en una clona de células lactotrópicas tumorales de hipófisis de 
rata (GH) (50,51), Estos reportes fueron seguidos por los de Burt y Snyder (52) 
quienes demostraron con 3H-TRH la unión estereoespecífica a membranas de 
cerebro y establecieron que la distribución de los receptores es heterogénea con 
constantes de afinidad en el rango nanomolar. En cultivos de células de 
adenohipófisis se ha mostrado que el receptor de la TRH (R-TRH) se encuentra 
sobre la membrana plasmática de tirótropos y lactótropos (53,54). Estudios 
subsecuentes revelaron una estrecha similitud entre los R-TRH en el c,erebro y en 
la adenohipófisis (55,56). 



La evidencia inicial de que el receptor de la TRH interactúa con proteínas G 
proviene de las observaciones de que el GTP y análogos de GTP reducen la unión 
del 3H-TRH disminuyendo su afinidad para el receptor (57). Posteriormente, la 
asociación del R-TRH con proteínas G se dedujo de la estimulación de la 
fosfolípasa C (PLC) por la TRH, potenciándose la hidrólisis de fosfoinositidos 
cuando GTP está presente (58,56,60). Finalmente, la donación y secuenciación 
del R-TRH demostró que contiene siete dominios transmembranales, 
característicos de la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G 
heterotriméricas (61,62,63). 
La mayoría de los datos colectados por estudios de unión de ligando sugieren la 
presencia de múltiples isoformas del R-TRH con posibles diferencias funcionales 
en cerebro y adenohipófisis. Se han aislado varias isoformas del R-TRH murino 
generadas por procesamiento alternativo del precursor del RNAm del R-TRH. Por 
análisis de restricción y amplificación por PCR del R-TRH cDNA de hipófisis, se 
obtuvieron dos donas diferentes. El cDNA de una de las donas codifica una 
proteína de 412 aminoácidos y fue idéntica al R-TRH cDNA reportado previamente. 
El análisis de secuencia de la segunda clona mostró una secuencia idéntica a la 
anterior con la excepción de una deleción de una secuencia consenso que 
corresponde probablemente al sitio de empalme del RNA (61,64,65). 
Estas dos variantes productos del procesamiento diferencial del precursor del 
RNAm predicen una variación en el C-terminal del R-TRH, el cual contiene varios 
sitios potenciales de regulación por fosforilación, los cuales pueden estar 
implicados en la desensibilización promovida por agonistas. Asi también, se han 
identificado dos dominios en el C-terminal que están involucrados en el proceso de 
intemalización (66). 

1.7.- REGULACION DE LOS RECEPTORES. 

Los receptores acoplados a proteinas G pueden ser regulados una vez que se dio 
la respuesta o por exposiciones sucesivas a su agonista (desensibilización 
homóloga) o agonistas diferentes (desensibilización heteróloga). Este tipo de 
regulación puede darse a diferentes niveles; para el caso del receptor de la TRH, 
se han descrito varios mecanismos que regulan su densidad o número de 
receptores a nivel de la membrana plasmática tanto homóloga como 
heterólogamente asi como desensibilización de la respuesta sin perdida de 
receptores. Los principales mecanismos de desensibilización son; 
1.- A nivel transcripcional y estabilidad del RNAm. 
2,- Desensibilización de la vía de transducción 
3.- Internalización-reincorporación del complejo TRH-receptor. 
Estos eventos se diferencian en particular en base a su cinética; la 
desensibilización de la vía de transducción es muy rápida (segundos), la 
endocitosis y resensibilización es lenta (minútos), y la regulación a nivel de síntesis 
es tadavia mas lenta (horas). 
1).- La unión de la TRH a su receptor induce una disminución en los niveles del 
RNAm del R-TRH que conduce a la pérdida de receptores en la membrana 
plasmática. Ocurre tanto en los lactótropos (67) como en los tirótropos (68). Este 
proceso es lento alcanzando efectos máximos a las 24 horas. 
En células GH3 (línea celular de somatolactótropos) el número de receptores es 
regulado negativamente por la TRH y se ha encontrado que también disminuyen 
los niveles del R-TRH RNAm (69), En células GH3 establemente transfectadas con 
el R-TRH cDNA de hipófisis de ratón y estimuladas con la TRH, se incrementó la 
velocidad de transcripción del R-TRH RNAni y se incrementó aún más la 
inestabilidad o degradación del R-TRH RNAm. De esta manera, los niveles del R-
TRH RNAm disminuyeron durante las primeras seis horas y después se 
incrementaron (70). Narayama el al, (71) mostraron que los lisados obtenidos de 



células G1-13 estimuladas con la TRH tienen una actividad clegradativa de RNAs in 
vitro incrementada. Los niveles del RNAm del receptor también pueden ser 
regulados de manera heteróloga. La hormonas tiroideas disminuyen los niveles del 
RNAm del receptor en la adenohipófisis (72). Por otro lado, el tratamiento de ratas 
macho con estrógenos induce un incremento transitorio de los niveles del RNAm 
del receptor en la adenohipófisis (73). 
2).- La activación de un sistema de transducción de seriales procede si el receptor 
una vez activadó por su agonista, interactúa con una proteína G heterotrimérica. 
Por otro lado, la desensibilización del receptor ocurre cuando el receptor activado 
interactua con otras proteínas. Se sabe por ejemplo, que después de que el 
receptor adquiere su conformación activa puede ser substrato de una cinasa de 
receptores acoplada a una proteína G citosólica (GRKs) fosforilando multiples 
residuos de serina y treonina en el extremo carboxilo terminal del receptor e 
incrementando la afinidad del receptor a proteínas de la familia P-arrestinas 
impidiendo que el receptor se acople a una proteína G heterotrimérica y por lo 
tanto impidiendo la activación de sistemas efectores (74). Esta fosforilaclón podría 
ser también importante para la endocitosis del receptor. 
Tratamientos con TRH producen una desencibilización de la vía de transducción 
de la PLC, la desensibilización se logró con una preincubación y fue dependiente 
de la dosis. El efecto sobre la desensibilización no parece ser mediado por 
incrementos en la concentración de calcio intracelular o dependiente de PKC (75). 
3).- Se ha mostrado para receptores acoplados a proteínas G que la longitud del C-
terminal es importante para la internalización, y se piensa que este proceso es una 
manera de redistribuir los receptores de la membrana plasmática a un 
compartimiento intracelular donde la vía de señalamiento no ocurre y que el 
reclutamiento posterior del receptor a la membrana plasmática es un componente 
de la resensibilización. 
Se ha mostrado que en respuesta al TRI-I, el R-TRH de hipófisis de ratón 
experimenta una rápida transformación a una forma en la cual el TRH no puede 
ser disociado del receptor en condiciones de fuerza tontea incrementada (66), 
sugiriendo que la resistencia se debe a un proceso de internalización del complejo 
hormona-receptor. Este complejo se ha reportado previamente en compartimientos 
intracelulares (76), y se ha sugerido que el mecanismo es dependiente de clatrina 
(77). 
Se ha propuesto que la resensibilización requiere que el receptor sea internalizado 
(78), y que la acidificación de las vesículas endociticas cambia la conformación del 
receptor permitiendo que fosfatasas específicas desfosforilen el receptor y 
finalmente el receptor sea reciclado a la membrana plasmática (79). 

1.8.- MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SEÑALES DE LA TRH EN 
ADENOHIPOFISIS. 

El receptor de la TRH en adenohipófisis se acopla a la fosfolipasa C (PLC-í3) a 
través de una proteína Gq/11 (59,60); es el mecanismo de transducción de 
señales de la TRH mas conocido. La activación de esta vía, estimula la producción 
de diacilglicerol (DG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), El calcio y el DG son 
responsables (entre otros eventos) de la activación de ciertas isoformas de la 
proteín cinasa C (PKC), las cuales fosforilan residuos de serbia y treonina de 
proteínas blanco. 
La TRH controla la concentración de calcio intracelular de varias maneras: 
1.- Movilización de calcio del retículo endoplásmico dependiente de IP3, el cual 
produce un incremento inicial en la concentración de calcio intracelular 
(80,81,82,83). 
2,- Disminución del incremento inicial de la concentración de calcio intracelular, 
posiblemente a través de la activación de una bomba de calcio en la membrana 



plasmática (84). 
3.- Estimulación de un influjo de calcio extracelular, el cual causa una segunda 
fase de incremento en la concentración de calcio intracelular más persistente que 
la primera (80,81,82,83). Este incremento puede ser mediado por la activación de 
la PKC durante la fase 1, la cual activa canales de calcio sensibles a voltaje (CCSV) 
y sensibles a dihidropiridinas en membranas de células GH (85). 
Se ha reportado que el receptor de la TRH interactúa directamente con una 
proteína Gs para la activación de la adenilil ciclasa (AC) (86). Sin embargo, también 
se ha sugerido que los efectos de la TRH sobre la producción de adenosin 
monofosfato cíclico (AMPc) pueden ser mediados por la proteín cinasa C (PKC) o la 
calmodulina actuando sobre la actividad de la AC (87,88,89). En los lactótropos, 
existen dos subtipos de receptores para TRH y dopamina generados por 
procesamiento transcripcional alternativo. Para el caso del receptor de la 
dopamina, la isoforma truncada se acopla negativamente a la PLC mientras que la 
isoforma no truncada se acopla negativamente a la AC, ambas a través de una 
proteína Gi (88). Es posible que cada isoforma del R-TRH se acople positivamente 
a través de una proteína Gq a la PLC y a través de una proteína Gs a la AC. Sin 
embargo, también existen evidencias que indican que un sólo subtipo de receptor 
puede ser responsable de la generación de señales intracelulares de mas de una 
vía de transducción de señales tanto para la dopamina (89) como para la TRH (86). 
Estos datos sugieren que si bien, las isoformas del R-TRH pueden activar vías de 
transducción diferentes a través de proteínas G diferentes, también es posible que 
un sólo subtipo de receptor pueda dirigir la generación de señales intracelulares 
de vías de transducción diferentes. 
Se ha reportado que la activación de la PLC por la TRH conduce a la movilización 
de ácido araquidónico (AA) corno consecuencia de la hidrólisis del DG por la DG-
lipasa. Sin embargo, el principal origen del AA liberado en respuesta a la TRH 
podría ser la activación de la fosfolipasa A2 citosólica (PLA2c) por translocación a 
la membrana plasmática, subsecuente al incremento en la concentración de calcio 
intracelular (85,91). 
Se ha mostrado que la activación de receptores unidos a proteínas G tales como 
los de TRH (90), endotelina (91), trombina (92) y angiotensina 11 (93), puede 
resultar en la activación de la proteín cinasa que se activa por mitógenos (MAPK), 
probablemente a través de la vía de la PLC (90,91,92,93,94,95). La TRH regula la 
actividad de la MAPK, estimula la formación de complejos RAS-GAP e incrementa 
la fosforilación de Raf-1 en células G1-13. La activación de la MAPK fue dependiente 
de PKC; sin embargo, parece haber una segunda vía que es independiente de la 
PKC (90). Varios receptores acoplados a Gq activan a la MAPK a través de una vía 
independiente de Ras y dependiente de PKC (97), Algunas de las subespecies de 
PKC tales como la alfa y la delta tienen potencial para la activación de la MAPK (96) 
y Raf-1 (98). Es posible que la vía independiente de PKC que activa a la MAPK sea 
a través de Ras y que la vía dependiente de PKC sea a través de Raf-1 o 
directamente sobre MAPK. No se conocen con precisión cuáles serían las 
consecuencias de la activación de la MAPK por la TRH. Algunas evidencias 
sugieren que podría ser la activación por fosforilación de la PLA2 citosólica. 
Debido a que la movilización de AA en los lactótropos es un mecanismo potencial 
de transducción de la señal TRHérgica, se describen a continuación las vías de 
movilización del AA. 

2.- MOVILIZACION DE ACIDO ARAQUIDONICO (AA). 

El ácido 5,8,11,14-cis-eicosatetraenoico (20:4) o AA es un constituyente 
importante de los fosfolípidos de las membranas (hay alrededor de 5-15 % de AA 
esterificado en los diferentes fosfolípidos). Estudios de incorporación de EH-AA en 
células de adenohipófisis muestran 41 % de incorporación a fosfatidil colina 



seguido de un 21 y 19 % en fosfatidil inositol y fosfatidil etanolamina 
respectivamente (99). En los mamíferos este ácido graso proviene del ácido 
linoleico (20:3) de la dieta o se ingiere como tal de los alimentos que lo contienen. 
El principal mecanismo de liberación de AA es a través de la activación directa de 
la fosfolipasa A2 (PLA2), los mecanismos responsables de la activación de la PLA2 
citosólica mediada por receptor no han sido totalmente dilucidados. Hay evidencias 
que indican que receptores acoplados a proteínas G pueden directamente (a través 
de las subunidades de la proteína G) activar a la PLA2 (100,101), Otras evidencias 
sobre los mecanismos de activación, incluyen incrementos en la concentración de 
calcio intracelular por influjo de calcio extracelular (102,103), movilización de 
calcio intracelular (104), fosforilación directa o de proteínas que la regulan, 
dependiente de PKC (1105,106) o de MAPK (1107,108). El AA puede ser liberado 
de los fosfolípidos de la membrana, por la PLA2 citosólica(109) o intracelularmente 
de plasmalógenos (alkil derivados de fosfolípidos) por una PLA2 intracelular (110). 
Alguna de las rutas indirectas por la cual es también posible la movilización de AA, 
es através de la producción de araquidonil-ácil-glicerol por la acción de la PLC 
sobre los fosfolípipidos y posterior liberación del AA del diacilglicerol por la 
diacilglicerol lipasa (111,112,113). Alternativamente, el diacilglicerol puede ser 
fosforilado por la enzima glicérido quinasa a ácido fosfatídico el cual puede ser 
substrato de una PLA2 específica (111). Otra vía de movilización de AA es por 
acción de la fosfolipasa D la cual genera ácido fosfatídico, del cual puede liberarse 
directamente AA (por el mecanismo antes mencionado) o indirectamente del diacil 
glicerol (al formarse este por acción de una fosfatasa). Finalmente, otra posibilidad 
de movilización del AA es a través de lisofosfolipasas precedidas de la acción de la 
fosfolipasa Al (ver figura 3). 
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Fig 3: Representación esquemática de la especificidad de las principales 
fosfolipasas y vías de movilización del AA. 
(PLA1, PLA2, PLC PLD, LPL, LP-lipido, DG, DG-Lipasa, AP y PLA2(AP)) 
Fosfolipasas Al, A2, C, D, lisofosfolipasa, lisofosfilípido, diacilglicerol, 
diacilglicerol-lipasa, ácido fosfatídico, PLA2 específica de AP respectivamente. 
Las flechas cortadas indican las vías indirectas de la movilización del AA. 
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2.1.- FOSFOLIPASAS A2. 

Existen varias clases de fosfatidil-2-acilhidrolasas (PLA2; E.C.3.1.1.4) identificadas 
en mamíferos. Existen PLA2 de bajo peso molecular que son transportadas hacia 
el exterior de la célula; otras se encuentran embebidas en la fase lipidica de la 
membrana plasmática y otras son intracelulares. 
Todas las PLA2 clonadas y secuenciadas, muestran una absoluta conservación de 
los residuos His-48, Asp-49, Asp-99 y Tyr-52 (114,115). Se propone que son 
elementos importantes para la catálisis y posiblemente para la especificidad. El 
mecanismo catalítico de todas las PLA2 es virtualmente el mismo, y la geometría 
de los residuos en el centro activo es similar (114). 
Las PLA2 que se secretan, incluyen a las PLA2 de jugo pancreático y fluido 
sinovial. De su estructura primaria se deduce una secuencia de 20 aminoácidos 
en el amino terminal que contiene un alto grado de homología con la secuencia 
señal característica de las proteínas que se secretan (116). Para su actividad 
requieren concentraciones de calcio milimolar y no muestran selectividad absoluta 
para los ácidos grasos esterificados en la posición sn-2 de los fosfolípidos (100). 
De las PLA2 membranales, se ha demostrado una PLA2 localizada sobre la 
superficie extracelular de células neuronales y gliales en cultivo (101) y una enzima 
similar se ha reportado en neutrófilos de conejo (117). 
De las PLA2 intracelulares, hay por lo menos dos tipos. Un tipo cuyo substrato es 
intracelular y es importante en la generación del factor activador de las plaquetas 
(derivado acetilado de 1-0-alkil-2-acíl-Sn-glicero-3-fosfocolina), y la PLA2 citosólica 
(PLA2 c) que contiene una secuencia de elementos homólogos a la región C de la 
PKC, región implicada en la unión del calcio (118). La PLA2 c se transloca del 
citosol a la membrana plasmática y sus substratos son los fosfolípidos (118,119), 
requiere calcio para su actividad y es selectiva para los fosfolipidos que tienen 
esterificado AA en la posición sn-2 del esqueleto del glicerol (120). 

2.2.- IMPORTANCIA DE LAS FOSFOLIPASAS A2 Y LA MOVILIZACION 
DE ACIDO ARAQUIDONICO. 

Existe actividad fosfatidil ac11-2-hidrolasa en la mayoría de las células y tejidos. La 
PLA2 c participa en la liberación y generación de mediadores lipklicos o 
eicosanoídes en respuesta a hormonas, neurotransmisores, factores de 
crecimiento, autocoides y otros ligandos (100,121). Las PLA2 son importantes en 
el mantenimiento de la integridad de la membrana celular, acoplando la síntesis y 
el recambio de los ácidos grasos en los fosfolípidos de la membrana (122). 
La peroxidación de fosfolipidos es acompañada por un incremento en la actividad 
acíl-hidrolasa de la PLA2 (123), debido probablemente a que los ácidos grasos poli-
insaturados suceptibles de peroxidación, se encuentran principalmente 
esterifIcados en la posición sn-2 de los fosfolipidos (114 Así, la PLA2 contribuye a 
la detoxificación de lípidos peróxidos o hidroperóxidos, 
Otra función importante de las PLA2 es la generación de lisofosfolipidos y del 
factor activador de las plaquetas (PAF). Los lisofosfolipidos son detergentes 
biológicos que deben ser rápidamente degradados por una lisofosfolipasa o ser 
reacilados por una aciltransferasa. Por otro lado, los lisofosfolípidos pueden tener 
funciones fusiogénicas. 
El PAF es generado a través de una reacción de deacetilación-reacetilación iniciada 
con la hidrólisis del plasmalógeno de fosfatidilcolina (1-0-alkil-2-acil-sn-glicero-3-
fosfocolina) por una PLA2 intracelular y el 1-0-alkil-2-liso-sn-glicero-3-fosfocolina 
(liso-PAF) generado es acetilado a PAF por una acetil-Cokliso-PAF acetil 
transferasa (110). Tiene importantes funciones sobre: quimiotáxis, adherencia, 
degranulación y metabolismo oxiciativo. 
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2.3.- EFECTOS INTRACELULARES DEL ACIDO ARAQUIDONICO. 

Una vez liberado, el AA puede ser metabolizado o interaccionar con otros sistemas 
de transducción de señales. 
Hay evidencias de que el AA liberado en respuesta a estímulos hormonales 
especificos puede interaccionar con la vía de transducción de la PLC (124), y 
regular por retroalimentación la actividad de la PLA2. 
En la rata, la liberación de hormona luteinizante inducida por la hormona 
liberadora de gonadotropina es mediada por la movilización de AA a través de la 
acción de la PLA2, así como por la acción de la diacilglicerol lipasa una vez que se 
ha activado la PLC (125). De este modo, la PLA2 y la PLC pueden actuar de una 
manera mutuamente regulatoria en la liberación de AA, amplificando la respuesta y 
aumentando la diversidad y preferencia de las proteínas que serán blanco de los 
segundos mensajeros que se generen. 
Se ha propuesto, que solamente los ácidos grasos libres y no los que se 
encuentran esterificados en los fosfolipidos de la membrana son capaces de 
activar a algunas subespecies de PKC en el citosol. Las subespecies alfa y gamma 
de PKC pueden ser activadas por AA más calcio y por bajos niveles de AA sin 
calcio, respectivamente (126,127). Las isoformas independientes de calcio pueden 
ser activadas por los ácidos grasos cis-insaturados, sugiriendo que la activación de 
algunas subespecies de PKC puede ocurrir en el citosol por ácidos grasos libres 
(AA) y en la membrana por diacilglicerol (128). También se ha propuesto que los 
ácidos grasos cis-insaturados que activan la PKC (127,129,130) pueden actuar 
directamente en la membrana o producir cambios en las propiedades biofisicas de 
la membrana que promueven una mayor disponibilidad de diacilglicerol (131,132). 
Finalmente, se ha reportado que el AA puede regular la vía de Ras (133). 

3.- INTRODUCCION A LOS EICOSANOIDES. 

Una vez liberado el AA de los fosfolipidos de la membrana se metaboliza 
rápidamente a varios compuestos cíclicos eicosatetraenoides, eicosatrienoides y 
otros metabolitos los cuales en conjunto se denominan eicosanoides. Estos 
eicosanoídes se generan por medio de tres rutas metabólicas principales: 
cicloxigenasa (Cox), lipoxigenasa (Lox) y epoxigenasa (Epox ). Se ha mostrado que 
en la hipófisis la mayoría de los productos del metabolismo del AA son del tipo de 
la vía Lox (55%), mientras que las otras vías son minoritarias (Epox (29%) y Cox (1-
20%) (134)). 
Algunas de estas vías, pueden también producir metabolitos a partir del ácido 
eicosatríenoico (20:3) y ácido eicosapentaenolco (20:5). A continuación, nos 
referiremos solamente a los eicosanoides derivados del AA. 

3.1.- METABOLISMO DEL AA POR LA VIA CICLOXIGENASA. 

Todos los tipos de células de mamíferos estudiadas hasta ahora tienen enzimas 
microsomales cicloxigenasas (EC 1.14.99.1) para la síntesis de prostaglandinas 
(PGs). La prostaglandina 1-12 sintasa (PGHS-1) se expresa de manera constitutiva 
en la mayoría de las células. La PG1-1-2 cuya expresión basal es baja o no 
detectable, es fuertemente inducida en respuesta a estímulos proinflamatorios 
(135,136). 
El mecanismo oxidante de las PGHS se lleva acabo por dos pasos catalíticos 
principales: 
1.- El AA es oxigenado para formar el lípido cíclico hidroperóxido inestable o 
PG02. La actividad responsable de este paso es referida como PGHS cicloxigenasa 
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2.- El grupo hidroperóxido de la PGG2 es reducido a un alcohol produciendo un 
compuesto más estable o PGH2. La actividad responsable de este paso es referida 
como PGHS peroxidasa. 
La PGHS-1 se localiza en el retículo endoplásmico y la envoltura nuclear. El sitio 
activo de la actividad peróxidasa se encuentra en la superficie de la proteína 
orientada hacia el citosol. En contraste, el sitio activo que contiene la actividad 
cicloxigenasa se encuentra en el interior de la membrana (137). La síntesis de PGs 
es inhibida por las' drogas tipo aspirina, las cuales provocan la acetilación 
irreversible de un residuo de serina que afecta la actividad cicloxigenasa o ambas 
(138). Por procesos de isomerización y reducciones enzimáticas de la PGH2 se 
forman las demás prostaglandinas, y por mecanismos aún no conocidos, se 
forman también, la prostaciclina (PG12) y los tromboxanos (Txs) (139) (ver figura 4). 
Cada prostaglandina difiere en la posición de un grupo en el anillo ciclopentano 
(CP), en la presencia y posición de dobles enlaces, asi como la posición espacial 
del grupo OH en el carbono número nueve del anillo CP. Se designan deacuerdo 
con los sustituyentes que contienen y con el número de dobles enlaces carbono-
carbono en la cadena lateral. Las clases principales se designan como A, B, E, F y 
subclases por ejemplo, El, El-alfa y F2-alfa. Alfa designa la configuración del 
hidroxilo en el carbono número nueve, y el subíndice indica el número de dobles 
enlaces en la cadena alifática. 
Los tromboxanos tienen el anillo CP interrumpido por un átomo de oxígeno (oxano). 
En la síntesis de TXs, primeramente se forma un compuesto con un anillo biciclico 
axano-axetano inestable (TXA2), el cual rápidamente se convierte al oxano estable 
(TXB2).  

Fig. 4: Representación esquemática del metabolismo del ácido araquidónico por la 
vía cicloxigenasa. Enzírnas involucradas: 
1) PGH-D isomerasa, 2) PGD2-H cetoreductasa 3) PG1-1-E isomerasa 4) 
prostaciclina sint.asa 5) tromboxano sintasa. 
Las flechas cortadas indican procesos no enzimáticos o no conocidos. 
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3.2.- METABOLISMO DEL AA POR LA VIA LIPDXIGENASA. 

Las lipoxigenasas (araquidónico oxigeno oxicloreductasa; E.C.1.13.11.12) 
constituyen una familia de enzimas clioxigenasas que contienen hierro no hémico. 
Están ampliamente distribuidas tanto en plantas como en animales. En los 
animales el substrato más importante es el AA y cantidades considerables de estas 
enzimas se han encontrado en la hipófisis de porcinos (140). Dependiendo de la 
especificidad posicional de la reacción de lipoxigenación, las lipoxigenasas se 
dividen en tres tipos: 5,12 y 15-Lox. 
La enzima 5-Lox se localiza en el citosol; sin embargo, se demostró que en la 
presencia de calcio hay una translocasión de la enzima a la membrana que es 
reversible después de la remoción del calcio (141). La unión de la enzima a la 
membrana se propone como un paso previo a su activación. Sin embargo, se 
encontró que la 5-Lox unida a la membrana puede ser inactivada o inhibida (142). 
Se ha postulado que ésta inactivación puede deberse en parte a la producción de 
radicales intermediarios. 
La 5-Lox de mamíferos es activada en la presencia de una proteína activadora 
(143) calcio y ATP. Esta proteína activadora es un componente integral de la 
membrana plasmática y parece activar a la 5-Lox facilitando su unión a la 
membrana (144), y proporcionandole el AA (145). 
Se ha propuesto como modelo, que la enzima ferrosa (5-Lox-Fe+2) debe ser oxidada 
a la forma ferríca (5-Lox-Fe+3) para ser activada. 
La enzima ferríca se une y oxida al substrato (AA), produciendo el complejo E-
(Fe+2)-AAOx y en la presencia de oxigeno este complejo consume un mol de 02  para 
producir el complejo E(Fe+3)-P. A continuación, el complejo se disocia y queda la 
enzima ferríca activa más el producto (146). 
El proceso catalítico por las lipoxigenasas comprende dos pasos: 
1.- Abstracción de un hidrógeno metílico doble alílico por la acción oxidante del ion 
ferrico. 
2.- Introducción de dioxigeno en el radical butadlenil unido a la enzima. 
Generalmente, ambos procesos actuán con especificidad posicional y estérica 
(154). El primer paso en las vías Lox es la formación de ácidos 
hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETEs) (148,149,150,151,152,153) que son 
subsecuentemente convertidos a ácidos hidroxieicosatetraenoicos (HETEs), 
dihidroxieicosatetraenoicos (DHETEs) o trihidroxieicosatetraenoicos (THETEs), 
dependiendo de si la reacción de lipoxigenacion ocurre una, dos, o tres veces en la 
misma molécula. Los THETEs pueden formarse además, por una vía no 
enzimática. Varios de estos metabolitos son inestables y se convierten por 
reducción a sus correspondientes ácidos monohidróxidos. 
Por la via 5-LOX se producen los leucotrienos (LTs) a partir de 5-HPETE. El LTA4 
es el primero de la serie. Es un epóxido inestable que puede ser hidrolizado a 
5,12- y 5,6-DHETE. La leucotrieno A4 hidrolasa (LTA4H) puede transformar el 
LTA4 en el LTB4 por hidratación (154,155,156,157). Su actividad ha sido 
detectada en virtualmente todos los tejidos de la rata así como en el plasma de 
varias especies (158). La LTA4H es una Zn-metaloenzima que contiene la 
secuencia consenso para la coordinación del Zn (HEXXH) (159,160). Pertenece a la 
familia de las gluzincsinas y al grupo de las aminopeptidasas (161). El LTC4 se 
forma a partir del LTA4 por acción de la gamma glutamil S-transferasa (162), 
uniendole el péptido glutatión a través de un enlace tioéter de la cisteina. Los 
péptido-leucotrienos unidos por el enlace de la cisteína pueden ser procesados 
enzimáticamente a nivel del glutatión. El LTD4 se forma a partir del LTC4 por la 
acción de la gamma glutamil transpeptidasa la cual remueve el ácido glutámico, y 
la remoción subsecuente de glicina por la cisteinil glicinasa da el LTE4. El LTE4 
también puede ser formado por una esto-dipeptidasa a partir del LTD4 (163) y en 
microsomas de hígado puede ser N-acetilado. 
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La 12-LOX es la principal lipoxigenasa en el cerebro (164,165,166). El producto 
de lipoxigenación l2-HPETE puede ser rnetabolizado a varios compuestos 
incluyendo hepoxílinas, las cuales a su vez pueden ser metabolizadas a trioxilinas 
(139). 
Finalmente, del producto de lipoxigenación 15-HPETE se producen las lipoxinas 
(ver figura 5), las cuales contienen una estructura tetraeno conjugada y tres 
grupos alcohol. 

lwarat-114 

Fig. 5: Representación esquemática del metabolismo del ácido araquidónico por la 
vía Lipoxigenasa. 
Las enzimas que se han encontrado involucradas en el metabolismo de esta vía se 
describen en el texto. Las flechas cortadas indican procesos no enzimáticos o no 
conocidos. Modificado de Shimizu y Wolfe (139) 
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3.3.- METABOLISMO DEL AA POR LA VIA EPDXIGENASA. 

Existen evidencias de que el AA puede ser metabolizado a epoxicompuestos por un 
sistema monoxigenasa microsomal en células de aclenohipófisis (167,168). 
La vía epoxigenasa (Epox) del AA también se conoce como la vía del citocromo P-
450. El sistema citocrorno P-450 constituye una familia de proteínas mernbranales 
no relacionadas estructuralmente, que metabolizan una gran cantidad de drogas, 
xenobióticos y sustancias endógenas. 
El mecanismo catalítico es dependiente de NADPH y oxígeno molecular (169). El 
AA se une a una enzima encero= P-450 oxidada (Fe+3), el complejo enzima-
substrato resultante es reducido por la citocrorno P-450 reductasa y luego se 
combina con el oxígeno molecular. El citocrorno P450 metaboliza al AA por tres 
tipos de reacciónes: 
1.- Oxidación alinea que conduce a la formación de ácidos 
hidroxieicosatetraenoicos (HETEs). 
2.- Epoxidación, resultando en la formación de ácidos 5,6-; 8,9-; 11,12-; 14,15-
epoxieicosatrienoicos (EETs) y sus correspondientes ácidos 
dihidroxieicosatrienoicos (DHETs). 
3.- co y co-1 hidroxilación para dar 20,5- y 19-HETE, así como 20-HETE y 20-
COOH-AA (170,172). En endotelio vascular, el producto 20-HETE puede ser 
metabolizado por la vía Cox a compuestos tipo prostanoides o endoperoxidos (171). 
Los EETs son metabolizados por la enzima epóxido hidrolasa a DHETEs y HETEs, 
algunos de los cuales también son producidos en la vía lipoxigenasa. 
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Fig, 6: Representación esquemática del metabolismo del ácido araquidónico por la 
;tia Epoxigenasa (citocromo P-450). Enzimas involucradas: 
1) Citocrorno P-450, 2).-Epóxido hidrolasa, 
Las enzimas involucradas en la generación de los productos indicados con flechas 
cortadas no se encontraron descritos en la bibliografía. 



3.4.- EFECTOS DE LOS METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO. 

Los efectos de los metabolitos del AA pueden ser directos o a través de receptores 
y transducción de señales. 
Se ha reportado la existencia de varios receptores a eicosanoídes, principalmente 
para leucotrienos y prostaglandinas. Se ha sugerido que el receptor del LTD4 se 
encuentra acoplado a una proteína G y que ejerce su efecto induciendo la entrada 
de calcio la cual se ha relacionado directamente con un incremento en los niveles 
de AMPc (173). El LTB4 activa a la proteín cinasa Raf-1 y a la MAPK en eosinófilos 
de cuyo a través de la activación de un receptor y por un mecanismo 
aparentemente independiente de la PKC (174). Otros leucotrienos pueden inhibir 
la actividad del complejo Ras-GAP y por lo tanto, estabilizar el estado activo de Ras 
(Ras-GAP) (174). Flore et al (175) reportaron un cDNA que codifica para un 
receptor con siete dominios transmembranales que une con alta afinidad tanto al 
LTD4 como a la lipóxina A4. Experimentos in vitro, muestran que la lipoxina A4 
antagoniza los efectos del LTD4, posiblemente por competencia sobre un receptor 
común (176). En cuanto a las prostaglandinas, se sabe que sus efectos pueden 
estar mediados por incrementos en la concentración de AMPc actuando a través 
de un receptor acoplado a una proteína G (137). Existen otros efectos de los 
metabolitos del AA para los cuales no se ha podido mostrar que sean mediados a 
través de la activación de receptores específicos para estos metabolitos y 
transducción de señales. 
Los leucotrienos en general, estimulan la contracción del músculo liso, promueven 
la secreción de mucosa bronquial, la secreción de algunas hormonas, pueden 
afectar el flujo de iones a través de la membrana plasmática y se consideran 
mediadores en procesos de hipersensibilidad. Los péptido-leucotrienos (LTC4, D4 
y E4) juntos forman lo que anteriormente se conocía corno substancia de reacción 
lenta anafiláctica (177,178). 
El papel fisiológico de los productos de las vías 12 y 15-Lox no está bien 
caracterizado. Sin embargo, se ha reportado que pueden estar involucrados en el 
rompimiento de las membranas mitocondriales durante la maduración de células 
hematopoyeticas (179). 
Los productos de la vía Epox, principalmente el 5,6 y 14,15-EETs y sus productos 
hidrolíticos (DHTEs), pueden afectar funciones neuronales y el flujo sanguíneo 
cerebral, afectando principalmente el tono vascular de vasos y arterias. 
Los prostanoides (prostaglandinas, prostaciclina y tromboxanos) son mensajeros 
autócrinos o parácrinos involucrados en una gran variedad de respuestas celulares 
tales como la agregación plaquetaria, inflamación (inducción de edema, dolor y 
piresis), vasodilatación y vasoconstricción (137). Sin embargo, en órganos como el 
riñón, médula y tejido reproductivo, las PGs tienen funciones no relacionadas con 
procesos inflamatorios. En el SNC las PGs modulan procesos febriles, nosiceptivos 
y el sueño. 

3.5.- CATABOLISMO DE LOS METABOLITOS DEL ACIDO 
ARAgUIDONICO. 

Existen eficientes mecanismos para el catabolismo e inactivación de casi todos los 
metabolitos del AA, En términos generales, las reacciones catabolicas son de dos 
tipos: un paso inicial relativamente rápido, catalizado por enzimas específicas, 
donde los metabolitos pierden la mayor parte de su actividad biológica, y un 
segundo paso (relativamente lento) en el que son oxidados por enzimas 
probablemente idénticas alas responsables de la beta y omega oxidación de casi 
todos los ácidos grasos. Durante la beta oxidación peroxisomal del AA se requiere 
de una dienoll-CoA reductasa y una dienoll-CoA isomerasa para la remoción de los 



carbones de número impar de la cadena hidrocarbonada (180). 
Algunas enzimas que intervienen en el catabolismo de la vía Cox son la 15-
hidroxiprostanoato deshidrogenasa y la delta 13-reductasa, las cuales producen 
dihidro compuestos. Estas enzimas se encuentran en la mayoría de los tejidos, 
pero son particularmente abundantes en el hígado, riñón y pulmón. Otros 
procesos catabólicos contribuyen a la degradación de los metabolitos de esta vía. 
en un gran número de productos corno el malondialdehido (MDA) y el ácido 12-
hidroxiheptadecatrienoico, los cuales son formados por la descomposición directa 
de los endoperóxidos. 
Otra fuente de inactivación se produce por conjugación de epoxicompuestos y 
otros derivados del AA con acetato y glutatión principalmente, para formar 
derivados glucurónidos o mercapturicos que son secretados por la bilis y la orina 
de los organismos. 

4.- SECRECION DE PROLACTINA. 

En la adenohipófisis la prolactina se sintetiza sobre poli-ribosomas en el retículo 
endoplásmico rugoso, inicialmente como un precursor. Posteriormente a través de 
cortes proteolíticos se produce la molécula biológicamente activa, la cual es 
transferida al aparato de Golgi donde es empacada en gránulos de secreción. 
A la llegada de un estímulo, se dispara una cadena de eventos que conducen a la 
liberación del contenido de los gránulos (181,182). La liberación de prolactina esta 
asociada a la activación de múltiples mecanismos de transducción de señales. Los 
mecanismos involucrados en la liberación de PRL incluyen, modulación de la 
concentración intracelular de AMPc, alteraciones de los flujos de calcio, 
alteraciones de la actividad fosforil transferasa, hidrólisis de fosfoinositídos, 
movilización de AA y posiblemente otros. 
La secreción de la PRL puede ser modulada por un gran número de substancias 
neuroendócrinas, de las cuales las más comunmente estudiadas son los 
neuropéptidos TRH, péptido intestinal vasoactivo (VIP), angiotensina II (A11), 
neurotensina (NT), bombesina y la amina dopamina (DA). Estas substancias 
difieren en cuanto a su mecanismo principal de transducción de señales. 
TRH, All, NT y bombesina producen un incremento en la hidrólisis de 
fosfoinositídos, produciéndose los segundos mensajeros DG e IP3 y la 
subsecuente activación de la PKC. Por otro lado, la DA y el VIP tienen efectos 
sobre la concentración intracelular de AMPc. 
Estas mismas neurohormonas que afectan la secreción de PRL, también tienen un 
efecto sobre la movilización de AA (183,184,185,186) con la posible excepción del 
VIP. Esto ocurre por un mecanismo aún no esclarecido que puede involucrar la 
participación de la PLA2, o indirectamente a través de la activación de la PLC. 

4.1.- REGULACION DE LA SECRECION DE PROLACTINA. 

La regulación de la secreción de prolactina es compleja y muchas neurohormonas 
estimulan su secreción, pero su significado fisiológico es controversial. Tal vez de 
los más importantes por su relevancia fisiológica sean la TRI-1 como factor 
estimulador de la secreción de prolactina y la doparnina como factor inhibidos, 
La TRH está presente en grandes concentraciones en la sangre del tallo 
hipofisíario (187,188). Durante la lactancia las concentraciones de PRL en el suero 
se incrementan en forma paralela con incrementos en la concentración de la TRH 
en el tallo (187). También, los niveles de PRL pueden incrementarse después de 
tratamientos con estrógenos (189), afectando su síntesis y almacenamiento 
(190,191) e incrementando el número de receptores a la TRI-1 en adenohipófisis 
(192). La respuesta secretoria a la TRI-I varía de acuerdo con las condiciones 
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fisiológicas de los lactótropos afectando preferencialmente la liberación de PRI, 
previamente almacenada, sin afectar la liberación de la hormona recién sintetizada 
(193). Se ha demostrado que la TRH induce una secreción bifásica de PRL 
dependiente de incrementos en la concentración de calcio intracelular. Un 
incremento inicial en la concentración de calcio intracelular dependiente de IP3, 
produce una fase inicial de secreción de PRL. El influjo de calcio extracelular a 
través de CCSV produce una segunda fase de secreción de PRL que es 
dependiente de la activación de la PKC (80,81,82,83). 
En células GH3 se han reportado interacciones del receptor de la TRH con 
proteínas G para la activación de la adenilil ciclasa (87) y tal vez, la generación de 
AMPc también esté involucrada en la secreción de PRL. Por otro lado, se ha 
sugerido que la tirosin fosforilación ponla MAPK puede ser otro de los mecanismos 
involucrados en la secreción de PRL estimulada por la TRH (90). 
Las neuronas doparninérgicas tuberoinfundibulares (T1DA) se asocian 
anatómicamente con los vasos portales hiporisiarios (194,195). Estas neuronas 
tienen sus cuerpos celulares en el núcleo arcuato, y sus axónes se prolongan a la 
eminencia media (196,197). La DA secretada por estas neuronas tiene una 
concentración en sangre portal suficiente para ocupar aproximadamente el 80% 
del receptor D2 en adenohipófisis (198) y mantener una inhibición tónica de la 
secreción de PRL. Disminuciones en la concentración portal de DA pueden 
suceder en respuesta a varios estímulos fisiológicos. Por ejemplo, en respuesta al 
estímulo de succión mamaria (199,200,201) y al final de la preñez (202). 
Las disminuciones en la concentración de DA resultan en un incremento en la 
velocidad de disociación de la DA de su receptor (203), activando vías de 
transducción de señales que estimulan la secreción de prolactina. El receptor D2 
DAérgico en la adenohipófisis se acopla de manera negativa a la AC 
(204,205,206,207,208). Sin embargo, también existen evidencias de que la acción 
inhibitoria de la DA puede ser mediada a través de la inhibición del sistema 
Ca+2/PKC (209,210,211) y que receptores a DA en los lactotrópos se acoplan de 
manera negativa a la PLC (212,213). El resultado de estas interacciones es una 
disminución en la concentración de calcio intracelular (209). 
La activación del receptor D2 DAérgico en células de adenohipófisis inhibe 
corrientes de calcio dependientes de voltaje, aumentando la conductancia al 
potasio (214). Finalmente, la DA inhibe la secreción de PRL y la movilización de AA 
estimulada por la TRH así corno el efecto del AA sobre la secreción de PRL (215) 
posiblemente afectando la concentración de calcio intracelular o la actividad de la 
PLA2, 

4.2.- EFECTO DE EICOSANOIDES SOBRE LA SECRECION DE PRL. 

TRH, AH Y NT inducen la liberación de AA en células de adenohipófisis; las 
cinéticas de liberación del AA son similares a las cinéticas de liberación de PRL 
inducida por estos secretágogos (216). 
Se ha demostrado que la melitina, quien potencia la actividad de la PLA2, estimula 
la liberación de PRL en cultivos de células de adenohipófisis (217,218). Además, la 
quinacrina y el dibromofenasil (DBP), dos inhibidores de la actividad de la PLA2, 
inhiben la liberación basal de PRL in vitro y la estimulada por la TRH y por el VIP 
(218), 
Hay muchas evidencias experimentales que muestran que el AA exógeno o algunos 
de sus metabolitos estimulan la liberación de PRL en los lactótropos (219,220) y 
líneas celulares tumorales que secretan PRL y hormona de crecimiento (221,222), 
El incremento en la secreción de PRI, estimulada por TRH, Al!, NT, V1P, AA o 
agentes que incrementan la concentración intracelular de calcio es atenuada por 
inhibidores del metabolismo del AA (183,186,215,219,221,223,224,225,226). Se 
han observado incrementos paralelos en los niveles de AA y LTC4 en células de 
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adenohipófisis y lineas celulares tumorales, cuando son estimuladas por la TRI-1 o 
por la activación de canales de calcio con maitotoxina (MTX) (181,225). Algunos 
metabolitos de la vía Lox potencian aun más la secreción de PRL que el AA (219), 
lo que sugiere que probablemente el AA liberado por la PLA2 es metabolizado a 
eicosanokles que estimulan la secreción de la PRL. 
Los productos de la vía Cox del AA corno las prostaglandinas no tienen efectos 
directos sobre la secreción de PRL en los lactótropos. Sin embargo, estudios 
desarrollados in vivo, muestran que las PG's estimulan de manera indirecta la 
liberación de PRL, hormona de crecimiento y hormona luteinizante (228,229) Se ha 
sugerido que las PG's pueden aumentar la excitación de neuronas hipotalámicas y 
de esta manera afectar la secreción de hormonas adenohipofisíarias (230). 
In vivo, los efectos de la administración intracerebroventricular de PGs sugieren 
que la acción sobre la secreción de PRL es ejercida predominantemente a nivel 
hipotalámico ya que la administración de PG's directamente a la glándula 
hipolislaria o introducida a los vasos del sistema porta hipotalámo-hiporisiario, no 
tiene efecto sobre la secreción de PRL (226,227), Sin embargo, estudios in varo 
han mostrado que la inhibición de la cicloxigenasa con indometacina puede 
producir un incremento en la liberación de PRL y se propone que el efecto puede 
ser una consecuencia de una mayor disponibilidad del AA para ser metabolizado 
por otras vías. 
Los productos de la vía 5-Lox como los LT's estimulan la secreción de PRL en 
células de adenohipófisis de una manera bifásica (219). Los leucotrienos B,C y D4 
potencian la liberación de PRL en condiciones estimuladas por la TRH, pero no 
tienen efecto sobre la secreción basal (191). Otros metabolitos de las vías 5 y 15-
Lipoxigenasa como 5 y 15-HETEs pueden estar también involucrados en la 
secreción de PRL (229,243). Se ha reportado que la inducción de la liberación de 
PRL por la TRH en líneas celulares que secretan PRL está asociada con un 
incremento paralelo en la formación de 15-HETE (231). 
Si se inhibe la vía Lox del AA con el ácido nordihidroguaiarético (NDGA) se 
bloquean los efectos del AA, TRH y PLA2 exógena sobre la secreción de PRL 
(229,244,245), Similarmente, nafazatrom, un inhibidor de la enzima 5-Lox o un 
análogo del AA (ETYA, inhibe el metabolismo del AA) suprimen la secreción de PRL 
estimulada por la TRH así como la estimulada por el VIP (246). Los productos de 
la vía epoxigenasa tales como 5,6 y 14,15-EETs también tienen efecto sobre la 
secreción de PRL en cultivos de células de adenohipólisis (247). 
Acerca de los mecanismos de transducción de señales de los rnetabolitos del AA 
sobre la secreción de PRL, se ha reportado que inhibidores del metabolismo del AA 
inhiben la secreción de PRL estimulada por la TRH sin tener efecto sobre la 
producción de fosfatos de inositol en células GH4C1 (246). 
Por otro lado, la inhibición de la PLA2 o del metabolismo del AA reducen la 
secreción de PRL estímulada por incrementos en la concentración de AMPc. Sin 
embargo, el AA liberado por la acción del tratamiento con PLA2 exógena no tiene 
efecto sobre la acumulación total de AMPc. Por lo tanto se sugiere que puede 
haber un punto de convergencia al final de la cascada de eventos de diferentes 
vias de transducción de señales o sobre el proceso de exocitosis, en el cual los 
metabolitos del AA pueden estar actuando sobre la secreción de PRL. 
El LTC4 potencia la liberación de PRL inducida por la TRH, MTX o TPA. En 
presencia de nafazatrom, el incremento en la concentración intracelular de calcio 
inducida por la TRH fue significativamente disminuida (246), indicando que los 
metabolitos del AA están involucrados en la regulación de la concentración 
intracelular de calcio en un paso distal a la producción de IP3 o AMPc, ya que al 
parecer no tienen efecto sobre la producción de fosfatos de inositol (fase inicial de 
la secreción de prolactina) o sobre la actividad de la AC. Se ha mostrado que 
metabolitos de la vía lipoxigenasa del AA inducidos por secretágogos o AA exógeno 
incrementan el Influjo de calcio (236,237). Por estudios de fijación de voltaje en 
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células GH3, se ha mostrado que los efectos del AA sobre la secreción de 
prolactina estan relacionados con una disminución en la corriente de potacio y un 
incremento en la corriente de calcio dependiente de voltaje que afectan la 
frecuencia o duración del potencial de acción. Deacuerdo con esta hipótesis, 
metabolitos de la vía 5-Lox incrementaron el potencial de acción (238) y el NDGA 
disminuyó la conductancia al calcio e inhibio el disparo del potencial de acción 
(239). 
Por otro lado, la DA y el SRIF' (somatostatina) atenúan el proceso de secreción de 
PRL y la liberación de AA inducida por secretágogos (186,215,240,241) 
probablemente a causa de que estos inhibidores de la secreción de PRL 
disminuyen la concentración de calcio intracelular, ya que la inhibición de la 
secreción de PRL y de la liberación de AA por DA es similar al efecto que causa la 
remoción del calcio extracelular (242,243). 
Esto sugiere que los metabolitos del AA inducidos por secretágogos se generan 
después de un incremento inicial en la concentración de calcio intracelular. 
También sugiere que los incrementos en la concentración de calcio inducidos por 
MTX o A23187 producen incrementos en la movilización y metabolismo del ácido 
araquidónico y que estos metabolitos actúan sobre la secreción de prolactina, 
incrementando la concentración de calcio intracelular. 

5.- PIROGLUTAIVIIL PEPTIDASA II (PPII). 

La PPII es una proteína integral de membrana. No se solubiliza de la membrana 
por tratamientos con fosfolipasa C tipo 111 de bacillus cereus , lo que sugiere que el 
anclaje a la membrana no es a través de residuos de fosfatidilinositol glicano (244). 
El análisis por cromatografia de exclusión molecular de esta enzima en condiciones 
nativas, indica una masa molecular aparente de 230 Kd y en condiciones 
reductoras desnaturalizantes se obtiene una masa molecular aparente de 116 Kd. 
Con estás evidencias, se asume que la enzima consiste de dos subunidades 
idénticas asociadas por interacciones proteína-proteína no definidas (244). El 
significado de la estructura dimérica de la enzima no se conoce, pero algunos 
estudios indican que el ensamblaje oligomérico de proteínas puede ser importante 
para el transporte intracelular (245). 
La banda de 116 Kd observada en electroforesis bajo condiciones 
desnaturalizantes reductoras, sufre una reducción en su masa molecular aparente 
de 116 Kd a alrededor de 100 kd después de tratamientos con glicosidasas, 
mostrando la naturaleza glicoproteica de las subunidades de la enzima (244), 
Se ha mostrado que la actividad de ésta enzima es sensible a agentes quelantes de 
metales, e insensible a inhibidores específicos de cisteín, aspartico ó serin 
proteasas (43,246,247,248). La donación y secuenciación del cDNA de la PPII 
(figura 7) demostró que ésta enzima es una Zn-rnetalopeptidasa de la familia de las 
gluzincsinas, ya que contiene en su dominio extracelular una secuencia consenso 
(HEXXH) y un residuo de ácido glutámico que junto con las dos histidinas de la 
secuencia consenso sirven para formar el complejo de coordinación tetrahedral 
con el zinc durante la catálisis (40). Contiene un cierto grado de homología (33%) 
con dos Zn-metalopeptidasas integrales de membrana, las aminopeptidasas A y N. 
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Fig. 7 Secuencia. nucleotídica del cDNA de la PPII y la deducción de su 
estructura primaria. La secuencia doblemente subrayada es la secuencia 
hiclrofóbica que probablemente corresponde a la parte que atraviesa la membrana. 
Los sitios probables de glicosilación estan de verde, La tirosina 381 y la treonina 
30 (de rojo) se consideran sitios putativos de sulfatación y fosforilación 
respectivamente. La secuencia consenso de la región de coordinación del zinc esta 
en azul. 

5.1.- DISTRIBUCION. 

La. PPII se encuentra ampliament:e distribuida en el SNC, En cerebro y médula 
espinal su distribución es muy heterogénea, La corteza c.erebi.al posterior y el 
bulbo olfatorio son regiones del cerebro con niveles altos de actividad. En la 
adenohipófisis la actividad de esta enzima es mas baja (250) restringida principal o 
exclusivamente a los lactótropos (251). Otros órganos como el pancreas, no 
presentan actividad detectable (252), 
A nivel celular, la PPII de cerebro se encuentra asociada casi exclusivamente con 
células neuronales, mientras que las células gliales estan desprovistas de esta 
actividad (253). Por fraccionamiento subcelular se ha de.mostrado que la enzima 
esta enriquecida en terminales nerviosas del cerebro (40) localizada sobre la 
membrana plastnática (44). Posiblemente esta sobre la membrana plasmática de 
las células postsinápticas. 



5.2.- REGULACION DE LA PPII ADENOHIPOFISIARIA. 

La PPII en la adenohipófisis es regulada por hormonas tiroideas. En estudios in 
vivo, se ha observado un incremento considerable en la actividad de la PPII 
después de tratamientos con hormonas tiroideas (253,254) acompañada de un 
rápido retorno a los niveles de actividad basal después de la última inyección de la 
hormona. Así mismo, se ha observado un incremento considerable en los niveles 
del RNAm de la PPII en la adenohipófisis, después de tratar ratas eutiroideas con 
triyodotironina (T3) durante cuatro horas, alcanzando niveles máximos (10 veces 
más que en el control) después de 6-24 horas. Los niveles del RNAm de la PPII 
variaron de manera opuesta cuando las ratas eutiroideas fueron tratadas con el 
agente goitrogénico propiltiouracilo (induce un estado hipotiroideo en el animal) 
disminuyendo a niveles de 40-15 % del control después de 1- 4 días del 
tratamiento (72). 
La actividad de la PPII en la adenohipófisis, también es influenciada por el estado 
estrogénico. En ratas ovariectomizadas, la actividad de la PPII se incrementó 
varías veces comparado con las hembras intactas y disminuyó rápidamente a 
niveles basales con una terapia de reconstitución a base de benzoato de estradiol 
(255). Los niveles de RNAm de la PPII son varias veces más altos en las ratas 
macho que en las hembras y en las ratas macho disminuyen drásticamente a 
apenas el 10% del nivel basal después de 4-6 horas de tratamiento con estrógenos 
(256).  
Estos resultados muestran que la actividad de ésta enzima en la adenohipófisis 
puede ser regulada de manera positiva por hormonas tiroideas y de manera 
negativa por los estrógenos. Aparentemente, estos efectos hormonales son a nivel 
de la transcripción del gen de la PPII y/o de la estabilidad del ARNm. 
Durante el ciclo estral, se han reportado fluctuaciones de la actividad de la PPII de 
una manera opuesta a los niveles de RNAm de la TRH (257). Si bien, estas 
fluctuaciones se pudieran deber al efecto del estradiol es posible que otros 
efectores también participen. 
Se ha reportado que la actividad de la PPII en cultivos primarios de células de 
adenohipófisis es regulada de manera negativa por tratamientos prolongados con la 
TRH, efecto que pudiera ser mediado por la activación de una isoenzima de la PKC 
vía la activación del receptor, ya que un efecto similar sobre ésta enzima se 
observa después de tratamientos prolongados con tetradecanoil-forbol-acetato 
(TPA), un activador de la PKC. Sin embargo, no.se descarta la posibilidad de que 
otros efectores también puedan estar involucrados (258). 
Estudios recientes muestran que en cultivos primarios de células de 
adenohipófisis, la actividad de la PPII es regulada negativamente por incrementos 
en la concentración intracelular de AMPc. Sin embargo, los efectos de la TRH mas 
forskolina o toxina del cólera (ambas drogas incrementan los niveles de AMPc por 
mecanismos diferentes) por tiempos prolongados (16 horas) son aditivos. Esto 
sugiere que el efecto inhibitorio de la TRH sobre la actividad de la PPII es 
independiente de la producción de AMPc (Vargas et al, en preparación). 
Todos los eventos previos son relativamente lentos (horas). Sin embargo, una fase 
de inactivación rápida de la PPII se ha reportado en cultivos de celulas derivadas 
de retinoblastoma, después de tratamientos cortos (minútos) con TPA (259). 
También estudios preliminares realizados en el laboratorio, sugieren que pudiera 
existir un efecto inhibitorio rápido de la TRH sobre la actividad de la PPII. 



III.- OBJETIVOS. 

En vista de que tanto la TRH corno otras neurohormonas movilizan rápidamente 
ácido araquidónico de los lactótropos, el cual puede ser subsecuentemente 
metabolizado, se decidio determinar si la movilización del AA puede afectar la 
actividad de la PPII a corto plazo (minútos). Para lograr este objetivo, se trazaron 
las siguientes metas. 

1).- Determinar si la activación de la PLA2 con melitina a dosis que tienen un 
efecto sobre la secreción de PRL, tiene un efecto sobre la actividad de la PPII. 

2).- Determinar el efecto del AA administrado exógenamente sobre la actividad de 
la PPII a concentraciones que también tienen efecto sobre la secreción de PRL. 

3).- Evaluar el efecto de otros ácidos grasos poli-insaturados con propiedades 
lipofilicas similares a las del AA, como control. 

4).- Analizar el efecto de la inhibición de las enzimas cicloxigenasa, lipoxigenasa y 
del metabolismo del AA, sobre estas respuestas. 

5).- Analizar si el TRH sólo o en cornbinacion con melitina o AA tiene algún efecto 
sobre la actividad de la PPII a tiempos cortos. 

IV.- MATERIALES Y METODOS. 

1V.1.- ANIMALES. 

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar de 80 a 100 días de edad y un peso 
aproximado de 280 grs. Se mantuvieron en condiciones controladas de luz-
obscuridad, acceso a agua y alimentos ad libitum, 

IV.1.- REACTIVOS. 

Los ácidos grasos (araquidónico, oleico y linoleico), los inhibidores de la PLA2 
(dibromofenacil (DBP) y clorhidrato de quinacrina) asi corno los inhibidores del 
metabolismo del ácido araquidónico (indometacina, ácido eicosatetrainoico (ETYA), 
ácido nordihidroguaiarético (NDGA)) y la 'minina se obtuvierón de los laboratorios 
Sigma (St. Louis Mo, USA). 
El TRH se obtuvo de los laboratorios Peninsula (Belmont, Cal; USA) y el 3H-TRH de 
la compañia New England Nuclear (Boston, Mass; USA). 
El "Dulbeco's modified eagle's medium" (DMEM), suero fetal bovino, vitaminas y 
antibióticos-antirnicóticos se adquirieron de los laboratorios Gibco BRL (Grand 
Island, N.Y., USA). 
Los ácidos grasos araquidónico, oleico, linoleico y ETYA se prepararon bajo 
condiciones en las cuales se evitó en lo posible la exposición a la luz y al aíre. Las 
soluciones concentradas se almacenaron en DMSO 25 % y (100 % en el caso de 
ETYA) en atmósfera de nitrógeno. La melitina se diluyo en agua de cultivo y el TRH 
en ácido acético 0.01 %. 
Después de cada toma de alicuotas de la solución concentrada el AA se burbujeó 
de nuevo con gas nitrógeno. En nuestras condiciones de manejo, el AA se mostró 
inestable al transcurrir el tiempo y no se tomaron en cuenta los resultados de los 
experimentos en los cuales se consideró que el AA, por el continuo, uso y 
exposición al medio ambiente presentaba algún grado de autoxidación. 



IV.3.- CULTIVO DE CELULAS DISPERSAS DE ADENOHIPOFISIS. 

Las hipófisis se obtuvieron rápidamente después de la decapitación de las ratas. 
Las adenohipófisis se separaron de los lóbulos neurointermedios y se disecaron en 
pequeñas partes (8-12). Los pedazos se lavaron de 2 a 3 veces con una solución 
de albúmina bovina sérica (BSA) 0.3 % en DMEM. A continuación, los pedazos de 
adenohipófisis (de15 ratas) se incubaron a 370 C durante 15 minutos con tripsina 
0.5% en DMEM y transcurrido el tiempo se añadió DNAsa a una concentración de 
2ug/ul y se dejó en incubación dos minutos más. Después de la digestión 
enzimática se retiró el medio y los pedazos de tejido se incubaron durante cinco 
minutos con inhibidor de tripsina (0.1 mg/adenohipófisis). Posteriormente se 
incubaron en medio libre de calcio y magnesio en presencia de EDTA (2 mM) 
durante ocho minutos y después a una menor concentración de EDTA (1 mM) 
durante quince minutos mas. Al terminar la incubación se retiró el sobrenadante y 
los pedazos de adenohipófisis se lavaron dos veces con solución C (NaCI 6.8 
mg/ml, KC1 0.4 mg/ml, NaH2PO4 0.14 mg/ml, NaHCO3 2.2 mg/ml, glucosa 1 
mg/ml, rojo fenol 0.01 mg/ml, BSA 2.8 mg/ml y antibióticos-antimicóticos 5.0 
mg/ml ). Después del segundo lavado, los pedazos de adenohipófisis fueron 
resuspendidos nuevamente en solución C y dispersados mecánicamente con 
pipeta pasteur de punta flameada. Las células dispersadas fueron centrifugadas a 
1800 RPM durante diez minutos y resuspendidas en DMEM suplementado con 10 
% de suero fetal bovino, 2 mM de glutamina, 14 mM de glucosa, vitaminas y 
antibióticos-antimicóticos así como 10.8  M de triyodotironina para inducir la 
expresión de la PPII. 
Las células se contaron en una cámara de Neubauer enfocada en un microscopio 
óptico y la viabilidad se determinó por medio de una prueba de exclusión de azul 
de tripano y se calculó como el porcentaje de células vivas (excluyen el colorante) 
con respecto al número total de células obtenidas. El rendimiento de los cultivos 
se determinó como la cantidad de células vivas obtenidas por cada adenohipófisis. 
En todos los experimentos los rendimientos fueron de alrededor de 3.5 millones 
de células por adenohipófisis y la viabilidad superior al 90 %. 
Las células se sembraron a una densidad de un millón de células vivas por cada 
pozo (cajas de cuatro pozos de 16 mm de diarnetro) en 1 ml de DMEM 
suplementado y se incubaron en una estufa con atmósfera saturada de humedad, 
95% de oxígeno y 5% de bióxido de carbono hasta el dia del tratamiento, haciendo 
un cambio de medio al tercer día. 

117.4.- TRATAMIENTOS. 

Todos los tratamientos se hicieron al quinto día del cultivo y las drogas se 
añadieron directamente al medio. Las concentraciones del solvente (DMS0) fueron 
menores a 0.01 mM, concentración a la cual no tiene efecto sobre la actividad de 
la PPII. En los, experimentos en los cuales se determinó la concentración de 
prola.ctina, el medio se reemplazo por medio fresco antes de añadir las drogas. 
Después de la incubación con las drogas, las células fueron lavadas dos veces con 
"Ringer Krebs bicarbonato" (RKB: NaCI 125 mM, KC1 4.4 rnM, KI-12PO4  1.2 mM, 
MgSO4 1.3 mM, glucosa 10 mM y CaCl2 2.5 mM) para poder iniciar la 
determinación de la actividad enzimática de la PPII por un método ra.diornétrico. 
En algunos casos, después de los tratamientos y del ensayo de la actividad de la 
PPII se evaluó el efecto del tratamiento sobre la viabilidad de los cultivos. Después 
del tratamiento y antes del ensayo, un cultivo tratado (1 caja) y una caja control se 
observaron bajo el microscopio de contraste de fases y se compararon la 
morfológia de las células, la adhesión a la superficie de los pozos y 
macroscopicamente se observaron las diferencias en la coloración del medio de 



cultivo que sugiriecen diferencias de PH. Inmediatamente después del ensayo de 
la actividad de la PPII un cultivo tratado y un control se lavaron dos veces con 
KRB y se realizó una prueba de exclusión de azul de tripano, añadiendo a cada 
pozo 190 ul de DMEM, 10 ul de azul de tripano diluido 1:10 en PBS y las células 
se observaron al microscopio de contraste de fases evaluando la permeabilidad de 
las células al colorante. En otros casos el medio de cultivo se colectó en tubos 
eppéndorf y se congeló a -700 C para la posterior cuantificación de prolactina por 
rad ioinmunoensayo (RíA). 

rv.5.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA 
PIROGLUTAMIL PEPTIDASA II. 

Las células fueron incubadas con 3H-TRH (200,000 cpm's) y 200 ul de TRH no 
radiactivo 10.6  M en RKB a 370 C (en un caso, el tratamiento con AA fue durante la 
medición de la actividad; ver leyendas); se tomaron alícuotas de 13 ul a los 
tiempos 0,5,10, y 15 ó 0, 8 y 16 minutos de iniciada la reacción y fueron 
colocadas sobre papel Whatman P-81 de intercambio fónico previamente lavado. 
La cromatografia ascendente se desarrolló en cámaras saturadas con ácido acético 
1M, El producto de la reacción enzimática His-(3H-Pro)-NH2  (no migra durante la 
cromatografia y se queda a la altura de la línea de aplicación) se eluyó con 
hidróxido de amonio 2 M agitandose durante 10 minutos en viales a los cuales se 
les agregó posteriormente líquido de centelleo para su cuantificación en un 
contador de radiaciones beta. 
Después del ensayo enzimático, las células se lavaron con 1KB para la 
cuantificación de proteína. 

IV.6.- CUANTIFICACION DE PROTEINA. 

Las células fueron tratadas con 750 ul de hidróxido de sodio 1N durante 24 horas 
a temperatura ambiente. Después de la digestión química, la superficie de los 
pozos se raspó con el émbolo de una jeringa de 1 ml y el volumen total se colocó 
en tubos eppéndorf que fueron centrifugados a 10,000 RPM durante 10 minútos. 
De los sobrenadantes se tomaron 100 ul y se completó aun volumen final de 200 
ul con agua destilada. La determinación de la proteína se hizó utilizando BSA como 
estandar de acuerdo al método descritó por Lowry (261). 

1V.7.- RADIQINMUNOENSAYO DE PROLACTINA. 

La yodación de la prolactina se realizó haciendo reaccionar la PRL con Na1125 (1 mCi 
1)25) en presencia de cloramina T. La reacción fue terminada añadiendo 
metabisulfito de sodio en buffer (PBS EDTA 50mM + BSA 1 %). La purificación 
de la prolactina yodada se realizó por crornatografia en columna sobre Sephadex 
G-50 en buffer NaPO4  50 mM PH 7.5 y anida de sodio. 
El RIA de la prolactina liberada al medio de incubación se realizó utilizando 
diluciones de las muestras de 1;50, 1:100 y para el caso del anticuerpo se 
utilizaron diluciones de trabajo de 1:3000, Se incubaron 100 ul de prolactina 
yodada (10,000 CPM PRLI-125), 100 ul del anticuerpo, 100 ul de la muestra y 100 
ul de buffer PBS BSA 0.05 % durante 24 horas a temperatura ambiente. Se 
precipito el complejo antígeno-anticuerpo con 100 ul de y-globulina 0.05 'Yo y 500 
ul de polietilenglicol 20 %: el sobrenadante se aspiró y se contó la radiactividad 
en el "pelet". 
La cuantificación de la prolactina liberada al medio de incubación se determinó 
utilizando un estandar y el anticuerpo, siguiendo los criterios del NIH y de Aubert 
(261). 
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ANALISIS ESTADISTICO. 

Los datos son expresados corno porcentaje de la actividad especifica (pmolas de 
His-(3H-Pro)-NH2 por minuto por mg de proteína) de la PPII con respecto a los 
grupos control (es el tiempo cero en las cinéticas). 
Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza (ANOVA) seguido 
por la prueba de Duncan's, y validando solamente aquellos resultados en los que 
el nivel de significancia estadístico es tal que p<0.05. 
Los niveles de significancia estadistica se representaron de la siguiente manera: 
p<0.05 *, p<0.005 : **, p<0.0005 : *** 



* * 140 - Melitina 0.25 ug/ml 

V.- RESULTADOS. 

V.1.- EFECTO DE LA MELITINA. 

Los tratamientos con melitina a una dosis mínima (0.25 ughnl) causaron un efecto 
inhibitorio en el rango de 62-65 % sobre la actividad específica de la PPII a los 5 y 
10 minútos de tratamiento, seguido de una rápida recuperación de la actividad a 
niveles por enzima del control a los 20-30 minutos (figura 8), 
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Figura 8: Efecto de 0,25 ug/m1 de melitina sobre la actividad específica de, la PPII. 
Los datos son la media .4.: SEM (% del tiempo cero) y los números entre paréntesis 
indican el número de determinaciones independientes. 



Una dosis media de melitina (0.5 ug/ml) causó un efecto inhibitorio sobre la 
actividad específica de la PPII en un rango de 30 a 45 % entre los 20-30 minutos 
de tratamiento; el efecto es todavia significativo a los 60 minutos (figuras 9 y 10). 

120 " Melitina 0.5 ug/m1 
Exp. # 1 

(4) (4)  
( ) 

vi2 
100"1,15,..,  

..„14 80 

E o 

"41 60 

40 

'a 	20 ' 

(4) 
(4) 

(4) 

10 	20 	30 	40 	50 	60 

Tiempo (minutos) 

Figura 9 : Efecto de 0.5 ug/ml de melitina sobre la actividad específica de la FPI!. 
Los datos son la media SEM (% del tiempo cero) y los números entre paréntesis 
indican el número de determinaciones independientes. 
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Figura 10 : Efecto de 0.5 ug/ml de 'minina sobre la actividad específica de la 
PPII. Los datos son la media .t SEM (% del tiempo cero) y los números entre 
paréntesis indican el número de determinaciones independientes. 

Una dosis mayor de rnelitina (1.0 ug/ml) causó un efecto inhibitorio sobre la 
actividad total de la PPII en un rango de 31 a 43 % que fue máximo durante el 
periodo de 20-60 minutos de tratamiento (figura 11). 
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Figura 11 : Efecto de 1.0 ug/ml de melitina sobre la actividad total de la PPII. Los 
datos son la media ±. SEM (% del tiempo cero) y los números entre paréntesis 
indican el número de determinaciones independientes. 

A tiempos mas largos (4 horas) el efecto inhibitorio de la melitina se mantuvo,  
significativo (tabla O. 

Tratamiento Tiempo Act. especifica % de actividad 

Control 0 1.59 ± (5.18 (4) 100 + 11.6 

Melitina 
(0,25 ug/ml) 

4 hrs. 1.27 ± 0.08 (4) 79.5 r 5.3*  

Melitina 
(1.0 tig/m1) 

4 hrs. 0.93 ± 0.07 (4) 58.8 ± 4.5** 

Tablal: Efecto de la melitina (0.25 y 1.0 ug/ml) sobre la actividad especifica de la 
PPII después de cuatro horas de tratamiento. Los datos son la media SEM y los 
números entre paréntesis indican el número de determinaciones independientes. 
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El proposito de enseñar dos cinéticas diferentes que muestran el efecto de la 
melitina (0.5 ug/ml) es con la finalidad de mostrar que fueron no siempre 
reproducibles. Sin embargo, se observó en general, que a los 20-30 minutos de 
tratamiento el efecto inhibitorio es máximo (dosis 0.5 y 1.0 ug/m1) y más 
reproducible. Por esta razón, los siguientes experimentos con melitina se 
realizaron a los 20 minutos de tratamiento. El análisis de los datos también sugiere 
que las cinéticas varian deacuerdo con la dosis de melitina pero que el efecto 
máximo es similar a todas las dosis. 

Para corroborar que el efecto de la melitina se debe a la activación de la PLA2, se 
utilizó en forma conjunta la melitina con un inhibidor de la PLA2 (DBP). Los 
resultados muestran que el efecto de la melitina sobre la actividad especifica de la 
PPII es revertido cuando el DBP está presente (figura 12). 

Melitina 	Melitina+DBP 

Figura 12 : Efecto de la melitina 0.5 ug/ml y DBP 10 uM (20 minutos) sobre la 
actividad específica de la PPII, Los datos son la media ± SEM (% del control) y los 
números entre paréntesis indican el número de determinaciones independientes. 
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V.2.- EFECTO DEL ACIDO ARAQUIDONICO. 

La melitina activa a la PLA2 y conduce a la hidrólisis y liberación de AA de los 
fosfolípidos de la membrana. Para verificar si el efecto de la activación de la PLA2 
con melitina se debe a una movilización de AA, se utilizó AA 0.5 uM (una dosis que 
induce liberación de prolactina, ver tabla 111) y se analizaron varios tiempos. Los 
resultados mostraron un efecto similar al causado por la melitina con una 
inhibición máxima de la actividad específica de la PPII en el rango de 41 a 72 % a 
los 20 minutos de tratamiento (figuras 13,14 y 15). En general la inhibición con AA 
fue reversible aunque en una de las cinéticas mostradas, la inhibición a los 60 
minutos es todavía significativa (figura 15); a tiempos más largos (4 y 24 horas) no 
hubo efecto significativo (datos no mostrados). 
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Figura 13 : Efecto del ácido araquidónico 0.5 uM sobre la actividad específica de 
la PPII. Los datos son la media ± SEM (% del tiempo cero) y los números entre 
paréntesis indican el número de determinaciones independientes. 
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Figura 14 : Efecto del ácido araquidemico 0.5 uM sobre la actividad específica de 
la PPII, Los datos son la media SEM (0/0 del tiempo cero) y los números entre 
paréntesis indican el número de determinaciones independientes. 
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Figura 15 : Efecto del ácido araquidónico sobre la actividad específica de la PPII. 
Los datos son la media ± SEM (% del tiempo cero) y los números entre paréntesis 
indican el número de determinaciones independientes. 

Las cinéticos de las figuras 13,14 y 15 muestran de manera similar a las cinéticos 
con melitina (0,5 ug/ml) que el efecto inhibitorio es máximo a los 20 minutos de 
tratamiento. Por lo que en los siguientes experimentos, los tratamientos con AA 
fueron durante 20 minutos. Una dosis mayor de AA (5.0 uM) no dio un efecto 
mayor sobre la actividad especifica de la PPII (no mostrado) o sobre la liberación 
de prolactina (tabla II). Otra evidencia de que la melitina y el AA actuán por un 
mecanismo similar es el resultado que se obtuvó en el experimento de la figura 18 
que muestra que sus efectos no son aditivos, 

V.3.- CONTROLES DE VIABILIDAD CELULAR Y EFECTOS DE OTROS 
ACIDOS GRASOS. 

Los efectos de la 'T'entina o del AA no se deben a un efecto tóxico, ya que las dosis 
utilizadas no tuvieron efecto sobre la viabilidad celular. No se observaron cambios 
morfológicos a nivel de microscopio de contraste de fases, ni hubo variaciones en 
la concentración de proteína entre los grupos control y los tratados (datos no 
mostrados). 
Los resultados hasta aquí obtenidos no se deben tampoco a efectos inespecíficos 
que pudieran alterar el ambiente lipidico que rodea a la proteina, ya que otros 
ácidos grasos poli-insaturados con propiedades lipofilicas similares a las del AA 
(oleico, linoleico 0.5 uM) no tuvieron efecto sobre la actividad de la PPli (datos no 
mostrados). 



Control AA AA+NDGA AA+INDO 

V.4.- EFECTO DE LA INHIBICION DEL METABOLISMO DEL AA. 

El ácido araquidónico puede ser metabolizado a varios compuestos eicosanoídes 
por diferentes vías enzimáticas. Para determinar si el efecto del AA sobre la 
actividad de la PPII es producido por alguno de sus metabolitos, se analizó el 
efecto de la inhibición de la .via lipoxigenasa con NDGA (inhibe más 
específicamente la vía 5-Lox) y de la vía cicloxigenasa con indometacina, 
Los resultados muestran que la inhibición de la vía Cox con indometacina no 
modificó el efecto del AA sobre la actividad especifica de la PPII y que el NDGA 
revertió el efecto inhibitorio del AA (figura 16). El efecto del AA sobre la secreción 
de prolactina se corroboró mediante R1A y como previamente se habia reportado, 
el NDGA también inhibió el efecto del AA sobre la secreción de prolactina (tabla 11). 
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Figura 16 : Efecto del ácido araquidónico y de inhibidores de su metabolismo 
sobre la actividad específica de la PPII. 
Los tratamientos son: C (control), AA (ácido araquidónico), AA+NDGA (AA + ácido 
nordihidroguaiarético) y AA+INDO (AA + indometacina). Las células fueron tratadas 
con AA 0.5 uM sólo o en combinación con NDGA (10 uM) o indometacina 10 uM 
durante 20 minutos respectivamente. Los datos son la media ± SEM (% del control) 
y los números entre paréntesis indican el número de determinaciones 
independientes. 



Tratamiento Secreción de 
prolactina (ng/ml) 

Control 592 (2) 

.AA 0.5 uM 872 (2) 

AA. 0.5 uM 
+ NDGA 

628 (2) 

AA 5.0 uM 758 (2) 

Tabla Il : Efecto del AA sobre la secreción de prolactina de células dispersas de 
adenohipófisis. Las células fueron tratadas durante 20 minutos con AA sólo o en 
combinación con NDGA 10 uM, Los datos son el promedio de dos determinaciones 
independientes. 

V.5.- EFECTOS DEL TRH SOLO O COMBINADO CON ACIDO 
ARAQUIDONICO O MELITINA. 

Debido a que la TRH estimula la secreción de prolactina, moviliza AA y regula la 
actividad de la PPII a tiempos largos, a que el DI3P (inhibe a la PLA2) y el ETYA 
(inhibe el metabolismo del AA) inhiben la secreción de prolactina estimulada por la 
TRH (tabla III) y el NDGA (inhibe el metabolismo de la via Lox) revierte el efecto del 
AA sobre la actividad de la PP1I (figura 16), se analizó si una dosis máxima de TRH 
sola o en combinación con melitina o AA tiene algún efecto sobre la actividad de la 
PPII a tiempos cortos. Se utilizaron dosis de melitina de 0.5 ug/ml (figura 17) y 
melitina 1,0 ug/m1 con AA 0.5 uM (durante los 16 minutos que duro el ensayo de 
la PPII) en la figura 18. 

Los resultados muestran que el TRH por si solo no tiene un efecto inhibidor sobre 
la actividad de la PPII reproducible. Sin embargo, tiene un efecto inhibidor 
adicional al efecto de la melitina o del AA (figuras 17 y 18). 
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TRH 	Melitina 	TRH+Melitina 

Figura 17 : Efecto de la inelitina 0.5 ug/ml, TRH 10-6  M y la combinación de ambos, sobre la actividad específica de la PM después de 20 minútos de 
tratamiento. Los datos son la media zt SEM (% del control) y los números entre 
paréntesis indican el número de determinaciones independientes. 



A.A. 0.5 uM 

Melitina TRH+Melitina C(•) 

Figura 18 : Efecto de la n'entina 1.0 ug/ml, TRH 10.6  M y la combinación de 
ambos sobre la actividad específica de la PPII después de 20 minutos de 
tratamiento. Los tratamientos dentro del acotamiento de las flechas indican que 
ademas del tratamiento, hubo AA 0.5 uM durante los 16 minutos que duro el 
ensayo. Los datos son la media t  SEM (% del control) y los números entre 
paréntesis indican el número de determinaciones independientes. 
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En los experimentos de las figuras 17 y 18, el efecto inhibitorio que produce la 
TRH mas la melitina 0.5 ug/ml (figura 17) o una dosis 1.0 ug/ml de melitina mas 
AA 0.5 uM durante el ensayo (figura 18), son en ambos casos aditivos, Lo que 
sugiere, que el efecto de la TRH sobre la actividad de la PPII no se debe a una 
mayor disponibilidad de AA y que la TRH y el AA actuán por mecanismos 
independientes. Por otro lado, el efecto de la melitina y del AA (durante el ensayo) 
no son aditivos. 

Trataniento Secreción de 
prolactina (ng/mi) 

Control 752.94 ± 52.8 (16) 

TRH 1521.81 + 184 (11)** 

TRH + DBP 847.87 ± 137 (8) 

TRH + ETYA 792. 43 + 81 (7) 

Tabla 111 : Efecto de la TRH; sobre la secreción de prolactina de células dispersas 
de adenohipófisis. Las células fueron tratadas con TRH (10.6  M) sólo o combinado 
con los inhibidores DBP 10 uM o ETYA 20 uM durante 20 minutos, Los datos son 
la media ±. SEM y los números entre paréntesis indican el número de 
determinaciones independientes. 



VI.- DISCUSION. 

La conclusión principal de este trabajo es que la activación de la movilización de 
AA y su subsecuente metabolismo por la vía lipoxigenasa induce una inhibición 
rápida de la actividad de la PPII en la superficie de células de adenohipófisis 
(lactótropos). 

Esta conclusión se basa en las siguientes observaciones: 

1).- La melitina inhibe rápidamente la actividad de la PP11. Este efecto se debe 
probablemente a la liberación de AA por la acción de la PLA2, ya que el efecto se 
puede revertir con un inhibidor de la PLA2, reproducir con AA exógeno y los 
efectos del AA y la melitina no son aditivos. La actividad hidrolitica de la PLA2 
puede contribuir a cambios en la composición lipidica de la membrana a través de 
la generación de ácidos grasos libres y lisofosfolipidos que pueden afectar la 
actividad de proteínas de la membrana plasmática. El efecto de la 'neblina sobre la 
actividad de la PPII tampoco se debe a la producción de lisofosfolípidos o a 
cambios en la composición lipidica de la membrana por acción de la PLA2; ya que 
de ser así, el AA no tendría efecto. 
2).- El efecto del AA es revertido inhibiendo la vía lipoxigenasa pero no la vía 
cicloxigenasa. 
3).- Estos efectos sobre la actividad de la PPII no se deben a efectos 
farmacológicos o a efectos inespecíficos sobre la membrana plasmática. Los 
tratamientos no afectaron la viabilidad celular, no se observaron cambios 
morfológicos y ácidos grasos con propiedades lipofilicas similares a las del AA no 
tuvieron efecto sobre la actividad de la PPII. 

Hemos observado ciertas variaciones en los resultados. Las variaciones en las 
cinéticas observadas a las diferentes dosis de melitina se deben probablemente a 
efectos dependientes de cada dosis; esto por que a una misma dosis (0.5 mg/m1) 
el patron es similar (después de 15 minútos) en varios experimentos. El efecto de 
diferentes concentraciones de melitina sobre la actividad de la PLA2 podría 
depender de la formación de complejos de melitina en la membrana plasmática o 
incrementando la disponibilidad o el acceso de substrato cerca del sitio activo de 
la PLA2. 
Las variaciones a la misma dosis de melitina o AA se deben probablemente a 
diferencias adaptativas y/o funcionales de las células en cada cultivo. Estas 
diferencias pueden deberse a variaciones en el procedimiento de disperción 
celular, densidad de siembra o etapa del ciclo estral de las ratas al momento del 
sacrificio. 
Las diferencias entre las cinéticas con AA y n'entina se deben probablemente a 
diferencias en las proporciones de AA libre durante el curso de las cinéticas. La 
reversibilidad de la inhibición de la actividad de la PP11 con AA y el efecto no 
reversible de la melitina podrían explicarse debido a que el AA exógeno es 
metabolizado y los metabolitos producidos que afectan la actividad de la enzima 
tienen una vida inedia corta. Sin embargo, la melitina que es mas estable que el AA 
produce una liberación continua de AA por efecto de la activación de la PLA2. Por 
lo tanto, es posible que durante el curso de las cinéticas con melitina se sigan 
produciendo los metabolitos del AA que tienen efecto sobre la actividad de la PPII. 

El efecto de los metabolitos del AA sobre la actividad de la PPII adenohiponsiaria o 
sobre la secreción de prolactina puede ser mediado por receptores a eicosanoides 
actuando como primeros mensajeros o una vez producidos en la célula actuar 
directamente como segundos mensajeros a nivel intracelular. En el segundo caso; 
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afectarían por ejemplo, la actividad de canales ionicos, proteínas cinasas como Raf 
y algunas isoenzimas de la familia de las PKC. Sin embargo, también pueden salir 
fuera de la célula y actuar extracelularmente sobre componentes de la membrana 
o sobre receptores específicos de manera autócrina y/o parácrina. Los péplido-
leucotrienos como el LTC4 son excluidos de la célula por un mecanismo de 
transporte dependiente de ATP (262); también se ha mostrado que existe un 
mecanismo de transporte o una bomba para los glutatión-conjugados en células 
HeLa (263,264). Estos metabolitos pueden ser generados en varios tipos de 
células de la adenohipófisis; sin embargo, la respuesta sobre la secreción de 
prolactina o sobre la actividad de la PPII es exclusiva de los lactótropos. 

El efecto de los metabolitos del AA sobre la actividad de la PPII en la superficie de 
los lactótropos puede ser por varios mecanismos; algunos de estos mecanismos se 
discuten a continuación. 

BIOSINTESIS: Debido a que las cinéticas durante los tratamientos con AA son 
de curso rápido y reversible, este mecanismo resulta improbable. 

2),- DEGRADACION Y LIBERACION: son mecanismos poco probables debido 
principalmente a que la recuperación de la actividad de la enzima durante los 
tratamientos con AA es rápida. Un mecanismo de degradación implica que el 
reciclamiento requiere de la biosíntesis, maduración e importación de la enzima a 
una region de la membrana plasmática, proceso que es lento (horas). En cuanto a 
la liberación, en el laboratorio no se ha podido medir actividad detectable de la 
PPII en el medio de incubación después de tratamientos cortos con TRH. Aunque 
no se ha determinado el efecto del AA o la melitina sobre la posible liberación de la 
enzima, es poco probable ya que la incorporación de proteinas integrales a la 
membrana plasmática una véz degradada o liberada requiere sintesis de novo. 

3).- REDOX: Se ha reportado que productos espín electrón reactivos y epóxidos 
inestables generados durante el metabolismo 5-lox del AA pueden afectar la 
actividad de enzimas involucradas en esta vía. Así, se ha propuesto una rápida 
inactivación de la enzima 5-lox por radicales intermediarios (266,267). 
Winterbourn (267,268) propone una hipótesis en la cual, todas las especies de 
radicales libres incluyendo las que se generan durante la oxidación de ácidos 
grasos poli-insaturados pueden transferir sus electrones espín reactivos al oxígeno 
a través del glutatión para producir el anión radical superóxido. En algunas células 
principalmente fagocíticas, el anión radical superóxido puede regular el 
metabolisMo del AA induciendo e Inhibiendo el metabolismo 5-lox (269,270) el cual 
per se, puede producir superóxido y otros radicales que a su vez, pueden regular 
la actividad de enzimas como la PLA2 (272), 
El metabolismo 5-Lox del AA lo podemos dividir en dos fases, una fase consiste en 
la producción de leucotrienos y la otra, en la producción de hidroperóxidos, 
peróxidos, epóxidos y radicales libres, que se caracterizan por ser rnetabolitos muy 
inestables. Los radicales pueden formarse durante la oxidación del Fe+3  unido a la 
lipoxigenasa a partir de AA hidroperóxido. Estos radicales pueden extraer un 
electrón de otros substratos produciendo un extres oxidativo (273). 
Los metales de transición, aún los que se encuentran unidos a las proteínas 
pueden reaccionar con peróxidos o especies espin electrón reactivas y catalizar 
reacciones de oxido reducción. Los productos antes mencionados así corno los 
hidroperóxidos pueden también reaccionar con los tíoles, sulfidrilos o enlaces 
disulfuro de las proteínas produciendo cambios conformacionales o reaccionar con 
hidroxilos de las proteínas produciendo radicales arninoacil intraproteicos. 
El efecto de estos metabolitos intermediarios podría ser responsable del efecto que 
produce el AA sobre la actividad de la PPII. Esto se basa en los siguientes 
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argumentos. 
La oxidación u autoxidación de los ácidos grasos poli-insaturados como el AA es 
iniciada por la abstracción de un hidrógeno del enlace C-H de un metileno doble 
alílico. Esta reacción puede proceder en presencia de metales de transición, luz, 
radicales libres o enzimáticamente por lipoxigenasas. 
In vitro, cuando el AA es mezclado con una lipoxigenasa, se detectan rápidamente 
por espectroscopia electrónica del espín, radicales libres peroxíl. La adición de 
NDGA resultó en una disminución de la señal espectroscópica de los radicales 
peroxíl y se detectó el radical derivado del NDGA (274). Cuando se agrega AA y 
tocoferol a homogenados de plaquetas, el metabolismo del AA se acompaña de 
manera paralela con la oxidación del tocoferol y formación del radical tocoferoxil. 
De estas observaciones se desprende que el NDGA puede actuar como 
antioxidante o agente atrapador de radicales libres (275,276). 
El ETYA, que también inhibe la vía Lox del AA, no tiene a diferencia del NDGA, 
propiedades antioxidantes y es menos eficiente que el NDGA reduciendo la 
formación de radicales tocoferoxíl que se generan durante el metabolismo del AA. 
Cabe señalar, que en nuestras condiciones el ETYA no revertió el efecto del AA 
sobre la actividad de la PPII (datos no mostrados), sugiriendo que el efecto del AA 
sobre la actividad de la PPII podría ser de tipo redox. 
La leucotrieno A4 hidrolasa (LTA4h), otra enzima de la vía del metabolismo del AA, 
pertenece a la misma familia y grupo que la PPII. La homologia entre estas dos 
enzimas, es escasa; sin embargo, la región de coordinación del zinc o sitio activo 
contiene un grado de homologia mayor (siguiente figura). 
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Figura 19: Secuencia de aminoácidos del sitio activo de las enzimas piroglutamil 
peptidasa II de rata (PPII), leucotrieno A4 hidrolasa de raton y humano (LTA4h), 
aminopeptidasa N de raton y humano (APN), y aminopeptidasa A de raton y 
humano (APA). Cada n representa a un aminoácido no conservado. 

La LTA4h (EC 3.3.2.6) es una enzima bifuncional que posee actividad epóxiclo 
hidrolasa, i.e. conversion de LTA4 a LT134 y de peptidasa; por ejemplo, son 
substratos de ésta enzima péptidos opioides (277). Agentes quelantes de metales 
inhibieron la actividad epóxido hidrolasa y peptidasa simultaneamente y ambas 
actividades fueron restauradas añadiendo zinc. Sin embargo, el residuo de ácido 
glutámico del sitio de coordinación del zinc esta directamente involucrado en la 
inhibición de la actividad arninopeptidasa, pero no en la actividad epóxido 
hidrolasa (278). Esto sugiere, que ambas actividades de la LTA4h se ejercen en 
sitios no Idénticos pero sobrelapados. 
Estudios in vitro, con la LTA4h han mostrado que ésta enzima puede ser inhibida o 
inactivada por productos endoperóxidos o epóxidos alílicos producidos por la 5-Lox 
(279). 
Dado que los radicales peroxil e hidroperóxidos son intermediarios obligatorios en 
las reacciones de las lipoxigenasas y causan un estres oxidativo, ésta hipótesis 
podría ser potencial en la regulación de la actividad de la PPII. Sin embargo, a 
diferencia de los mecanismos antes mencionados estos productos intermediarios 
poseen una vida media muy corta (274) (segundos). Durante este tiempo el 



electrón o las especies reactivas que se producen pueden reaccionar con 
proteínas y antioxidantes a nivel de la membrana o intracelularmente. Sin 
embargo, la señal espectroscópica se pierde rápidamente en cuestión de segundos 
y en muchos casos el efecto que produce sobre las proteínas es irreversible, 
sugiriendo que este mecanismo es posible pero no es el mas probable. 

4).- ENDOCITOSIS: Es posible que los metabolitos del AA involucrados en la 
regulación de la actividad de la PPII afecten procesos de endocitosis y fusión de 
membranas. Estos metabolitos pueden regular la actividad GTPasa de Ras y de 
otras proteínas G pequeñas, incrementar la fusión de endosomas mediada por 
sinexinas y anexinas (280). Ras-GAP se ha propuesto como un efector clave en la 
inducción de cambios a nivel de citoesqueleto. GAP también puede interactuar con 
Rho de una manera dependiente de la producción de leucotrienos. Esta parece ser 
la vía principal por la cual los metabolitos de la vía 5-Lox del AA influencian 
cambios conformacionales en el citoesqueleto a través de la formación de fibras de 
estres y polimerización de actina (281,282). Así, los efectos de los metabolitos del 
AA pueden ser mediados por proteinas G de bajo peso molecular y afectar el 
proceso de endocitosis. 
La actina del citoesqueleto parece jugar un papel critico en la fase de endocitosis. 
Los filamentos de actina pueden ser parte de un motor mecanoquírnico que provee 
la fuerza requerida para convertir una invaginación de membrana en una vesícula 
endocItica o para que esta se mueva a través de los microtubulos dentro del 
citoplásma (283). 
La fusión de endosomas al igual que la endocitosis requiere de AA y el efecto es 
probablemente mediado por metabolitos de la vía 5-Lox. La fusión de endosomas 
inducida por calcio puede ser reconstituida añadiendo AA y anexina II (284). 
Varios inhibidores de la PLA2 bloquean la fusión de endosomas en fracciones 
particuladas de células y la inhibición es revertida añadiendo AA (285). Sin 
embargo, como ya se mencionó, los leucotrienos son en gran parte responsables 
de los cambios requeridos para la polimerización de actina y la endocitosis en 
células. 
La endopeptidasa neutral o encefalinasa (EC 3.4.24.11) es una Zn-aminopeptidasa 
integral de la membrana plasmática que se expresa en la superficie de varias 
células, Esta enzima es internalizada por medió de endocitosis después de 
tratamientos cortos con PMA o un análogo del diacilglicerol y se ha mostrado que 
tanto el DBP como la melitina afectan este proceso de endocitosis (286). 
El fenomeno de desensibilización y resensibilización de receptores acoplados a 
proteínas G se ha asociado con varios eventos que incluyen fosforilación, 
endocitosis, desfosforilación, reincorporación de la proteina a la membrana. Se 
propone que la fosforilación es mediada principalmente por miembros de la familia 
de serin/treonin cinasas de receptores acoplados a proteínas G (GRKs) qUe 
reconocen especificamente a las proteínas receptores como substrato. No se sabe 
el mecanismo por el cual la GRK es activada por una proteina G; sin embargo se 
creé que debe ser acilada para que se transloque a la membrana. 
Se propone que el mecanismo más probable por el cual el AA afecta la actividad de 
la PPII es a nivel de endocitosis. Los metabolitos del AA podrían tener efecto sobre 
la endocitosis o tráfico del endoso= o bien podrían participar en la fosforilación 
previa a la endocitosis. Esta hipótesis se refuerza con el hecho de que las cinéticas 
de endocitosis de la encefalinasa son similares a la inhibición y recuperación de la 
actividad de la PPII después de tratamientos con AA o las cinéticas de la PPII en 
células de retinoblastoma estimuladas con TPA. En los lactótropos, la endocitosis 
del R-TRI-1 en respuesta al TRI-I es también similar a la cinética de inhibición de la 
PPII. 
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La activación de receptores en lactótropos que afectan la liberación de AA y la 
secreción de prolactina (por ejemplo, TRH, angiotensina 11, DA etc.), podría ser 
potencialmente importante en la regulación de la actividad de la PP11 a tiempos 
cortos, en virtud de que in vitro, el AA puede regular ambos procesos. 
El efecto de la TRH sobre la actividad de la PPII no queda completamente claro. Se 
propone que el incremento en la concentración intracelular de calcio inducido por 
la TRH y los metabolitos de la Via 5-Lox inducidos por la aplicación de AA exógeno, 
son aditivos y convergen para modular procesos de endocitosis. Esto se basa en 
los siguientes argumentos. 
El TRH por si solo tiene un efecto inhibitorio rápido sobre la actividad de la PP11 
que es poco reproducible. Estas variaciones en la actividad de la PPII podrían 
deberse a un proceso de desensibilización de la enzima por endocitosis. Las 
cinéticas con TRH a una dosis máxima de 10.6  M (20 minutos de tratamiento) y la 
cinética del ensayo (16 minutos con TRI-1 10.6  M) podrían corresponder al tiempo 
en el cual ya se han reincorporado a la membrana plasmática la mayor parte de la 
enzima. Esta hipótesis se basa en las cinéticas de endocitosis-reincorporación del 
R-TRH a la membrana plasmática, ya que ambas cinéticas son similares. Durante 
la desensibilización por endocitosis del receptor, a los 5 minútos la mayor 
proporción del R-TRH se ha internalizado y a los 20 minútos la mayor proporción 
se ha reincorporado a la membrana plasrnática. Esto explicarla por que el efecto 
del TRH es poco reproducible en nuestras condiciones. 
La combinación de TRH con menina o AA produce efectos aditivos, sugiriendo que 
el efecto de la TRH sobre la actividad de la PPII no se debe a una mayor 
disponibilidad de AA y que la TRI-1 y el AA actuan por mecanimos independientes. 
Sin embargo, es posible que ambos actuen sobre la movilización de calcio para 
incrementar los niveles intracelulares, o que los rnetabolitos potencien el efecto de 
la TRH sobre la actividad de canales modulados por PKC o PKA. También es 
posible que la TRH afecte otra reserva de AA activando a la PLA2 citosólica y/o la 
enzima 5-lipoxigenasa (figura 20). 
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VII.- CONCLUSIONES. 

El efecto de la melitina sobre la actividad de la PPII se debe probablemente a la 
activación de la PLA2 a nivel de la membrana plasmática y a la subsecuente 
hidrólisis y liberación de AA. El efecto reversible del AA sobre la actividad de la 
PPII es probablemente el resultado de su metabolismo por la vía 5-Lox. Se 
propone que los leucotrienos pueden ser los responsables de la inhibición de la 
actividad de la PPII a tiempos cortos. El mecanismo de acción de estos metabolitos 
sobre la actividad de la PPII adenohipofisiaria podría ser a nivel de endocitosis 
dependiente de calcio. Sin embargo, la actividad de la PPII también podría verse 
afectada por metabolitos o intermediarios reactivas que se generan durante el 
metabolismo 5-Lox del AA por mecanismos de tipo redox. 
Los efectos de la TRH con melitina o AA son aditivos, lo que sugiere que el TRH no 
inhibe la actividad de la PPII a tiempos cortos a traves de la movilización de AA. 
La liberación de AA en la adenohipófisis podría ser importante en la regulación de 
la actividad de la PPII y es posible que el papel de está enzima sea relevante en la 
regulación de la secreción de prolactina. 
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