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Regulacion de la dinamica de calcio intracelular
de los pericitos adenohipofisiarios por el factor
hipotalamico GHRH

Resumen

La unidad hipotalamo-hip6fisis integra diversas sefiales para orquestar la sintesis y secrecion
hormonal. Estos procesos se deben realizar de forma coordinada, adecuada y oportuna en
respuesta a una circunstancia determinada, por lo que se requiere de un sistema de control
sumamente preciso.

Tras la llegada de un estimulo, como un factor hipotaldmico, miles de células se activan,
responden individualmente, y secretan la hormona de manera pulsatil. La informacién
codificada, en la amplitud y frecuencia de los pulsos hormonales, es decodificada por los
tejidos blanco para preparar una respuesta biolégica apropiada.

Durante muchos afios se ha asumido que estos pulsos hormonales son debidos a cambios en
las caracteristicas de la secrecion de los factores hipotaldmicos. Sin embargo, se ha sugerido la
participacién conjunta, en esta actividad pulsatil, de otros elementos, como la organizacion de
las poblaciones celulares y su disposicion con la red vascular.

Las redes de células enddcrinas se encuentran en estrecha asociacion con lechos altamente
vascularizados por capilares. Este hecho alude la existencia de una intima relaciéon funcional
entre el evento de secreciéon hormonal y la microcirculaciéon en la hipéfisis. Esto implica que,
en la formacién de los pulsos hormonales participe un elemento mas: la dinamica del flujo
sanguineo en la hipdfisis.

En la hipéfisis estadn presente un tipo de célula mural con capacidad contractil, los pericitos.
Estos tienen procesos citoplasmaticos que extienden a lo largo y alrededor de los capilares
formando una capa discontinua. Se ha demostrado, en otros tejidos, que los pericitos se
contraen/relajan ocasionando el cierre/apertura del capilar en respuesta de ciertos factores
vasoactivos, regulando el flujo sanguineo.

Se ha considerado al 6xido nitrico (NO) como el principal regulador del tono vascular. Este es
sintetizado por la enzima NO sintasa (NOS). En la hipdfisis, diferentes tipos celulares
enddcrinos expresan dicha enzima; y varios péptidos, incluyendo los factores hipotalamicos y
las hormonas hipofisarias pueden modular la actividad de NOS y el tono vascular. Sin
embargo, los mecanismos por los que el NO actia para disminuir el tono contractil de los
pericitos no han sido del todo esclarecidos.

Los pericitos se postulan como un fuerte candidato para la modulacién del flujo sanguineo, y
por ende representar un papel importante en la formacién de pulsos hormonales. Por tal
motivo, el objetivo de la presente tesis fue conocer como estd regulada en los pericitos
adenohipofisarios la funcién contractil, traducida en cambios en la dindmica de [CaZ*]; en
ausencia y en presencia de un estimulo hipotalamico, por ejemplo el GHRH. Ademas, si esta
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actividad obedece a una disposicion particular de los pericitos en relacion a la vasculatura en
la glandula, y si podria estar regulada por el NO.

Para determinar la actividad intrinseca de calcio intracelular de los pericitos, se registré la
actividad de éstas células en condiciones basales (ausencia del estimulo de GHRH). De la serie
de imagenes obtenidas, se identificaron dos poblaciones, aquellos que a lo largo del registro
presentan cambios en su actividad [Ca2+];, es decir actividad espontdnea (AE), y aquellos que
no presentan AE, silentes. Ademas, se identificaron dos tipos de patrones de AE, a los que
denominamos Transitorio (T) y No Transitorio (NT).

Con el objetivo de identificar una posible distribucién diferencial de los pericitos en la red
vascular de la gldndula, se decidié demarcar esta red en dos zonas (1 y 2) con base en las
caracteristicas anatémicas de los capilares que las constituyen. En la zona 1 hay mas pericitos
con AE del tipo NT.

Con el objeto de identificar el efecto que el secretagogo GHRH en la dindmica de [Ca2*]; de los
pericitos, se realizaron registros de la actividad de calcio previo y bajo el estimulo de GHRH
100 nm, administrado mediante un sistema de perfusiéon. Se observé que tras su
administracion, el GHRH ejercié dos tipos de efectos en los pericitos: inhibicién o activacion;
asi mismo, se observaron pericitos en los que no evoc6 efecto alguno. Con respecto a la zona
en la que se ubican, observamos que en la z1 hay mas pericitos que se activan, con respecto en
la z2, en la cual hay mas pericitos que se inhiben.

Con la finalidad de identificar el efecto del NO en la actividad de [Ca%*]; de los pericitos, se
exploraron dos escenarios diametralmente opuestos, es decir, en uno en el que se exacerba la
produccién de NO mediante la administracién de un donador de 6xido nitrico (SNAP, 200 uM)
y otro en el que se reduce la produccion de NO al bloquear Ia NOS (7-NI, 200 uM). Se observé
que con el donador, mas del triple de la poblacion de pericitos que presentaba AE se inhibié.
De manera inversa, con el bloqueador de NOS, se triplic6 la poblacién de pericitos con AE.

De esta tesis se puede concluir, que los pericitos presentan cambios intrinsecos en su [CaZ+];,
que pueden ser de forma transitoria o no transitoria, habiendo una distribucién diferencial de
los pericitos que las exhiben la actividad del tipo no transitorio dentro de la red vascular
adenohipofisaria. Ademas, los pericitos modifican, activando o inhibiendo su dindmica de
actividad de [Ca2+]; en respuesta al estimulo GHRH, habiendo una regionalizacién de pericitos
que la activan en la entrada de la glandula y que la inhiben en el resto de la hipdfisis. El efecto
evocado por el GHRH no estd relacionado al tipo de patron de AE. Ademas, al
estimular/inhibir la produccién de 6xido nitrico, la poblacién de pericitos con AE se
incrementa/disminuye, respectivamente.

Palabras clave

e Pulso hormonal
e Regulacioén del flujo sanguineo
e Hipdfisis
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Pituitary pericyte’s intracellular calcium
dinamic regulation by hypothalamic factor
GHRH

Abstract

The hypothalamic-pituitary unit integrates differents signals to orchestrate the synthesis and
hormone secretion. These processes must be performed in a coordinated , appropriate and
timely manner in response to a specific circumstance, so it requires an extremely precise
control system.

After the arrival of a stimulus, such as a hypothalamic factor, thousands of pituitary cells are
individually activated and release hormones in a pulsatile secretion. The information encoded
in the amplitude and frequency of hormonal pulses is decoded by target tissues to prepare an
appropriate biological response.

For many years it has been assumed that these hormonal pulses are due to changes in the
characteristics of the secretion of hypothalamic factors. However, it has been suggested the
participation of other factors such as the organization of cell populations and their
arrangement to vascular network, in this pulsating activity.

Endocrine cells networks are in close association with highly vascularized capillary beds. This
alludes to the existence of a close functional relationship between the pituitary hormonal
secretion and microcirculation. This implies that, there is one more element involved in the
formation of hormonal pulses: the blood flow dynamics in the pituitary.

In the pituitary is present a type of mural cell with contractile capacity, the pericytes. These,
have cytoplasmic processes extending along and around capillaries forming a discontinuous
layer. It has been shown in other tissues, that pericytes contract/relax causing the
closure/opening of the capillary in response to certain vasoactive factors, regulating blood
flow.

It has been considered to nitric oxide ( NO) as the primary regulator of vascular tone. It is
synthesized by the enzyme NO synthase (NOS). In the pituitary, many endocrine cell types
express this enzyme; and peptides, including hypothalamic and pituitary hormones factors
can modulate NOS activity and vascular tone. However, the mechanisms by which NO acts to
decrease the contractile tone of pericytes have not been fully clarified.

Pericytes are postulated as a strong candidate for the modulation of blood flow, and therefore
play an important role in the formation of hormone pulses. Therefore, the aim of this thesis
was to find out how it is regulated in adenohypophyseal pericytes contractile function,
reflected in changes in the dynamics of [ Ca2* ];, in the absence and presence of hypothalamic
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stimulation, such as GHRH. Also, if this activity is due to a particular arrangement of pericytes
in relation to the vasculature in the gland, and if it could be regulated by NO.

To determine the intrinsic activity of intracellular calcium pericytes, the activity of these cells
under basal conditions (absence of the stimulus of GHRH) was recorded. Of the series of
images obtained, two populations were identified, those along the record show changes in
activity [Ca2+*];, that is spontaneous activity (SA ), and those without AE, silents. In addition,
two types of AE patterns were identified, which we named transient (T) and non-transient
(NT).

In order to identify a possible differential distribution of pericytes in the vascular network of
the gland, it was decided to demarcate this network into two zones (1 and 2) based on the
anatomical characteristics of the capillaries that form it. In the Z1, there are more pericytes
with NT AE type.

In order to identify the GHRH secretagogue effect on the dynamics of [Ca2*]; of pericytes,
calcium records of basal activity under the stimulus of GHRH 100 nm, administered by an
infusion system, were made. It was observed that after administration, the GHRH evoque two
types of effects in pericytes: inhibition or activation; likewise, pericytes were observed where
no evoked effect. With respect to the area in which they are located, we note more activated
pericytes in the z1, with respect to the z2, in which more pericytes were inhibited.

In order to identify the effect of NO on the activity of [Ca2+]; of pericytes, we explored two
diametrically opposite scenarios, ie one in which NO production is exacerbated by
administration of a nitric oxide donor (SNAP, 200 uM) and another in which NO production is
reduced by blocking NOS activity ( 7- NI, 200 uM). It was noted that with the donor, more than
three times of the population of pericytes that had AE were inhibited. Conversely, with the
blocker of NOS, the population pericytes with AE were tripiflied.

In this thesis it can be concluded that pericytes have intrinsic changes in [Ca2*];, which may be
transient or non-transient, having a differential distribution of pericytes that exhibit no
transient activity type within the pituitary vascular network. In addition, pericytes modified
their dynamic of [Ca?*]; activity, activating or inhibiting, in response to GHRH stimulation,
having a regionalization of the activated pericytes in the entry of the gland, and inhibit the
rest of the pituitary. The effect evoked by GHRH is not related to the type of AE pattern.
Furthermore, by stimulating/inhibiting the production of nitric oxide, the population of
pericytes with AE increases/decreases, respectively.

Keywords

e Hormonal pulse
e Blood flow regulation
e Pituitary
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Introduccion

La hipéfisis o pituitaria es una glandula que tiene una funcién central en el sistema
endocrino de los vertebrados. Estd constituida por dos entidades anatémica,
embriolégica y funcionalmente distintas: la neurohipéfisis y la adenohipéfisis. Esta
ultima es conformada por diversos tipos celulares que sintetizan y secretan una o mas
hormonas que, en respuesta a diversas sefiales, regulan procesos bioldgicos tales
como: la reproduccién, la lactancia, la respuesta al estrés, la homeostasis metabdlica y
el crecimiento.l 2 Por ejemplo, los somatotropos constituyen la poblacién mas
abundante de tipo celular enddcrino de la glandula y, ante el estimulo de la hormona
liberadora de hormona de crecimiento (GHRH), sintetizan y secretan la hormona de

crecimiento (GH), la cual controla el desarrollo del organismo.

Regulacidn de la secrecion hormonal adenohipofisiaria

En un enfoque clasico, la hipdfisis ha sido considerada como un oscilador secundario
que obedece principalmente a factores hipotalamicos que modulan la secrecién de las
hormonas hipofisarias. Sin embargo, diversos estudios han permitido renovar la
percepcion de la hipofisis como un tejido complejo que desempefia un papel

importante en el orquestacion de las dinamicas de secreciéon hormonal.3

Los factores hipotalamicos llegan hasta la adenohip6fisis a través del sistema de vasos
sanguineos denominado sistema porta hipofisario. El aporte sanguineo se recibe de
dos grupos de arterias: la arteria inferior hipofisaria (IHA), y la arteria superior
hipofisaria (SHA). La IHA surge desde el tronco meningohipofisiario, una rama del
segmento cavernoso de la arteria carétida interna (ICA), y abastece a la
neurohipéfisis. En este 16bulo la THA forma un seno capilar en donde recibe los
productos neurosecretores provenientes de terminales axdénicas hipotalamicas, y se

reestructura en una vena eferente hipofisaria que drena al seno cavernoso.*
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Por su parte, la SHA consiste de una serie de pequefios vasos que surgen de la porcion
medial inferior de la ICA por debajo del nervio éptico o de la arteria comunicante
posterior, suministra a la cara inferior del nervio y quiasma 6ptico, al tallo hipofisiario
y a la adenohipodfisis. De hecho, de todos los tejidos de los mamiferos, la

adenohipéfisis es el mas vascularizado.*

Los vasos de la SHA se anastomosan para formar un plexo de capilares fenestrados,
denominado plexo primario, que rodea a la eminencia media y a la porcién superior
del tallo hipofisiario. Es en este plexo capilar primario donde se colectan los estimulos
hipotaldmicos. Enseguida, los capilares convergen en vénulas para después formar
venas portales que descienden por el tallo hipofisario hacia el 16bulo anterior y
forman otra red capilar denominada plexo secundario. Ahi se distribuyen los
estimulos y se colectan los productos hormonales, los capilares se reorganizan

formando venas eferentes que drenan hacia el seno cavernoso.*>

Puede considerarse al plexo secundario como un sistema de perfusion capilar
especializado, que permiten el transito transendotelial de moléculas de tamafo
mediano a través de fenestras (e.g., secretagogos como la GHRH y hormonas liberadas
como la GH), o de tamafio pequeiio por difusién simple (e.g., oxigeno y el 6xido
nitrico).% ¢ La unidad hipotalamo-hipéfisis integra sefiales hipotalamicas, hipofisarias
y periféricas, de caracter estimulatorio e inhibitorio, para orquestar la sintesis y

secreciéon hormonal.”-°

A nivel celular, cuando el factor hipotalamico llega a la adenohipofisis y se une a su
receptor especifico en su célula blanco, provoca la activacion de vias de sefializacion
molecular limitadas temporal y espacialmente, generando cambios coordinados en la
concentracion o actividad de moléculas de sefializacién intracelular (e.g., calcio),
resultando asi en la activacion celular. Miles de células se activan, responden y
secretan la hormona correspondiente de manera pulsatil; las hormonas liberadas
pasan a los capilares incorporandose a la circulacion sistémica (Figura 1). La
informacion de los pulsos, codificada con base en la amplitud, duracion, forma e

intervalo de los mismos, es decodificada por el tejido blanco para preparar una
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respuesta bioldgica apropiada. Asi pues, se establecen ejes de regulacion endocrina

hipotalamo-hipofisis-6rgano blanco..?

La secrecién hormonal implica un incremento en el metabolismo celular, lo cual
implica un aumento en el aporte de nutrientes, oxigeno, que mantienen la homeostasis
celular. Asi pues, a nivel tisular, la regulacién de esta secrecion se remite tanto a la
disposicion del sistema vascular con relacién a las poblaciones celulares, como a la
conveccion dirigida que actia para impulsar la hormona secretada en el espacio

intercelular hacia los vasos sanguineos aferentes colindantes.
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Figura 1. Esquematizacion de la secrecion hormonal adenohipofisiaria. Los factores hipotalamicos

llegan a la adenohipdfisis a través del sistema porta hipofisario, donde son liberados en el plexo capilar

secundario. La union especifica del factor con su receptor resulta en la activacién del tipo celular particular a
dicho factor, y en la secrecién hormonal. Esta secrecidn es altamente pulsétil, y la informacion, codificada en
la amplitud y frecuencia del pulso, es decodificada por el tejido blanco de dicha hormona, promoviendo una
respuesta bioldgica determinada. Imagen adaptada de Melmed.™
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Antecedentes

Se puede definir “pulso hormonal” como un incremento en las concentraciones
circulantes de la hormona, que se puede dar de manera episédica o en forma de
rafaga. La sefalizacién pulsatil presenta diversas ventajas en comparaciéon con una
sefializacion estable. Una de éstas es mantener la capacidad de respuesta del tejido
blanco, debido a que la presencia de intervalos de reposo entre sus oscilaciones

permite la recuperacion de los receptores presentes en el tejido. 11

Los mecanismos que subyacen la generacion (codificacion) e interpretacion
(decodificacion) de los pulsos hormonales no han sido del todo esclarecidos. Sin
embargo Walker y colaboradores!!, generaron un modelo matematico empleando el
eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas, para comprender como es que se decodifican los
pulsos; proponen que las células o tejido blanco sensan el intervalo entre los pulsos de
manera independiente a la duracién acumulativa de estos, y que las vias de
sefalizacidn que se activan tras la interpretacidn de la sefial ocurren en tres niveles

posibles: en el citoplasma, en el transcriptoma, o en ambos.

Durante muchos afios se ha asumido que los pulsos hormonales hipofisarios son
generados por cambios en la secrecion de los factores hipotalamicos, es decir pulsos
hipotalamicos (Figura 2). Sin embargo, en estudios realizados en oveja, donde se
hicieron mediciones simultaneas de concentracion hormonal en sangre portal y
periférica, se identificd la falta de relacion entre un pulso hipotalamico y un pulso
hipofisario; y que se mantiene una actividad pulsatil hipofisaria aiun después de
desconectar quirdrgicamente el hipotdlamo de la hipoéfisis.!l1 Ademas, en estudios
llevados a cabo en cultivos celulares (donde se pierde la arquitectura tisular) se
observd que la capacidad de los factores hipotaldmicos para evocar una secrecion

enddcrina es de 100 a 1000 veces menor que la observada en el tejido intacto.12 13
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Esto no excluye del todo a los factores hipotalamicos como generadores de los pulsos
hormonales. Nuestro grupo de trabajo ha sugerido la participacién conjunta en esta
actividad pulsatil, de otros elementos a nivel sub-hipotaldmico, como la organizacion

de las poblaciones celulares hipofisiarias y su relacién con la red vascular.

GnRH

[Hipotalamo)

LH

[Hipafisis)

Figura 2. Factores hipotaldmicos como generadores de pulsos hormonales. La hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), es secretada por el hipotadlamo, de una manera pulsatil hacia el sistema porta
hipofisario. En la hipéfisis, el GnRH induce a su vez la liberacidon pulsatil de LH, de caracteristicas
semejantes al pulso hipotaldmico. Entonces, se propone que el pulso hipotalaimico de GnRH es quien
induce el pulso de LH. Replicado de Krsmanovic, et al.1*

Las células hipofisiarias diferenciadas no se encuentran distribuidas al azar en el
parénquima de la glandula, sino que estan organizadas en redes tridimensionales para
formar poblaciones dindmicas y plasticas. Estas redes representan un mecanismo
fisico y fisioldgico que incrementa el desempefio de la glandula al hacer posible una
coordinacion en la estimulacién, integracion y respuesta secretora sincrénica.’> Se ha
sugerido, que el contacto célula-célula es crucial para darle forma o disefiar el pulso

hormonal.3 16

El grupo de trabajo del Dr. Mollar, ha realizado estudios en los que concluyen que los
somatotropos se encuentran organizados en redes. Estas tras la estimulacién con
GHRH, son capaces de presentar respuestas coordinadas de gran escala,
incrementando la amplitud y eficiencia de los eventos de senalizaciéon celular y
secrecion hormonal. Ademdas observaron que, si esta red es interrumpida, hay
implicaciones estructurales en la coordinacion de la transmisién de la informacién de

célula a célula (Figura3).17
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Por otra parte, las células hipofisarias estan expuestas a distintos gradientes de
concentracion del secretagogo, por lo que deben existir otros mecanismos para que se
permita una respuesta celular coordinada ante tal estimulacién tan heterogénea.l> 17
Aunado a lo anterior, la exocitosis de las hormonas almacenadas en granulos de
secrecion es un evento relativamente rapido, en un rango de milisegundos a segundos,
que se detiene ante el cese del estimulo. En contraste, la aparicion de los pulsos
hormonales en el torrente sanguineo, incluido el de GH, requiere de varias docenas de
minutos. Se ha sugerido que la GH secretada puede ser almacenada el tiempo
necesario en el espacio perivascular, y posteriormente ingresar en los capilares,
controlando asi la entrada de la hormona en el torrente sanguineo de una manera

temporalmente precisa.>

Las redes de células enddcrinas se encuentran en estrecha asociaciéon con lechos
altamente vascularizados por capilares. Este hecho alude la existencia de una intima
relacién funcional entre el evento de secrecion hormonal y la microcirculacién en la
hipéfisis.3 Lo anterior cobra sentido al considerar que un incremento en la actividad
celular enddcrina durante la secrecién hormonal, es precedida por un incremento en
el flujo sanguineo para satisfacer la demanda metabolica incrementada (Figura 4). De
hecho, Mollard y colaboradores!’, en registros in vivo encontraron que al estimular a
las redes de somatotropos con GHRH, hay un aumento en la velocidad del flujo
sanguineo asociado a la secrecién coordinada de GH. Para identificar eventos de
hipoxia, realizaron mediciones de la presiéon parcial de oxigeno en distintos puntos,
cercanos o lejanos de la entrada de los vasos portales a la glandula, y observaron que
la presion parcial de oxigeno estad estrechamente regulada y se mantiene constante en
todas las zonas de medicion.15 17 Ademas, a partir del monitoreo de la velocidad de los
eritrocitos en funcién del didmetro de capilares en distintas regiones de la glandula,
observaron que a mayor didmetro del lumen capilar, la velocidad del flujo sanguineo

tiende a ser mayor (Figurab).

No obstante, la difusién del oxigeno puede no ser lo suficientemente rapida,
requiriendo asi de ajustes locales en el flujo sanguineo para incrementar la entrega de

oxigeno a las células.1> 17. 18 Asi pues, la actividad celular enddcrina, y su producto,
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tienen que estar correlacionados temporalmente con los cambios en el flujo
sanguineo, de tal manera que se reabastezca el almacenamiento energético de la
célula y se coordine el paso de la hormona a la vasculatura.> Esto implica que, en la
formacioén de los pulsos hormonales, participe al menos un elemento mas: la dinamica

del flujo sanguineo en la hipofisis.

Con el fin de entender cdmo se regula la secrecién hormonal, durante los tltimos 50
afios se han realizado numerosos estudios, pese a ello, es practicamente nulo el
conocimiento sobre como es que las hormonas son capturadas por los capilares
fenestrados, y cémo la regulaciéon del flujo sanguineo contribuye a la formacién de

pulsos hormonales en el torrente sanguineo.18

GH-GFP

HRH-M2

C

é
7

GH-GFP>

o
10 min

Figura 3. Las redes celulares hipofisarias y la sincronizacion en la respuesta a factores hipotaldmicos.
Representacién esquematica de registros en tiempo real de vesiculas de secreciéon marcadas con GPF (GH-
eGFP) en respuesta a la misma dosis de GHRH (la barra indica el tiempo de administracién), de
somatotropos organizados en redes (A) y disociados (B), en hipdfisis de ratén macho. Cuando la estructura
de la red de somatotropos es destruida, la respuesta coordinada se pierde. GHRH, hormona liberadora de la
hormona de crecimiento. Adaptado de Mollard."’
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Figura 4. Relacién morfolégica y funcional de las redes celulares enddcrinas y la microcirculacion. (A) Imagenologia
in vivo del flujo sanguineo en hipdfisis de ratones transgénicos, cuya expresion de la GH conlleva a una expresion
de la GFP (GH-eGFP), las lineas blancas representan los capilares en los que se midi6 la velocidad de los eritrocitos
(RBC, por sus siglas en inglés). (B) Mediciones secuenciales de la velocidad de RBC (eje izquierdo) y concentracion
de la GH en plasma (eje derecho, barras grises verticales), previa, durante y posterior a la administracién intra
venosa de solucion salina y GHRH, respectivamente. (C) Distribucién del cambio en la velocidad (porcentaje de la
velocidad de RCB del control) dentro de los 5 minutos posteriores a la administraciéon de solucién salina y GHRH.
(***P<0.001, n=8 animales). (D y E) Medicio6n in vivo de la presion parcial de oxigeno con microsensores en ratones
GH-eGFP anestesiados, a los que se les inyectd via venosa rodamina 70kDa. (D) Se insert6 la punta (S5um) del
sensor (flecha roja) dentro de una agrupacién de somatotropos (no ilustrado). Se monitore6 la velocidad de RBC
en un capilar cercano (linea azul). (E)Registro de la frecuencia cardiaca (arriba, gris), los cambios en la presién
parcial de oxigeno (en medio, rojo) y la velocidad de RBC (abajo, azul), previo (izquierda) y posterior (derecha) ala
administracion de GHRH. (F)Representacion esquemdtica de la proximidad anatémica entre las redes de
somatotropos y la vasculatura, y los cambios equilibrados en el flujo sanguineo y la captacién de oxigeno que
compensan los requerimientos metabdlicos asociados a la secreciéon de GH. En registros realizados in vivo, en
condiciones basales (izquierda), se registra una estabilidad relativa en la presién parcial de oxigeno (AOxigeno)
pero, tras la administracién de GHRH, la actividad intensa de la red de somatotropos requiere de mayor consumo
de oxigeno (derecha), que se conjunta con un gran incremento en oxigeno debido a un aumento en la tasa de flujo
sanguineo. A-E, modificado de Lafont!5; F, modificado de Mollard.1?
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Figura 5. Velocidad del flujo sanguineo y didmetro capilar. Registros in vivo de la velocidad de eritrocitos
(RBC) en ratones GH-eGFP, en funcidn del didmetro de vasos localizados en la regién rostral (tridngulos
verdes), central (circulos rosas) y caudal de la glandula hipéfisis (rombos azules). Modificado de Lafont™.

Los pericitos v la regulacion del flujo sanguineo

Las células murales, regularmente las células vasculares de musculo liso (VSMC),
revisten las paredes del vaso y regulan el flujo sanguineo. La vasculatura en la
hipéfisis esta compuesta por capilares fenestrados carentes de VSMC, por lo que
deben de existir otros mecanismos para modificar el tono vascular y asi regular el

flujo sanguineo.

En la hipdfisis estan presentes los pericitos, otro tipo de células murales con
capacidad contractil, que extienden sus procesos a lo largo y alrededor de los
capilares formando una capa discontinua (Figura 6). Recientemente, en estudios en
cerebro de rata realizados in vivo, y utilizando imagenologia de dos fotones, se
demostré que los pericitos se contraen/relajan ocasionando el cierre/apertura del

capilar en respuesta de ciertos factores vasoactivos, regulando el flujo sanguineo.> 19

Se ha considerado al 6xido nitrico (NO) como el principal regulador del tono vascular.
El NO es sintetizado, utilizando L-arginina como sustrato, por tres isoformas de la
enzima NO sintasa (NOS): neuronal (nNOS), inducible (iNOS) y endotelial (eNOS). En
preparaciones de pericitos de cerebelo de rata se observé que el NO (producido tras la
estimulacién con glutamato) evoca la dilataciéon del capilar, y al bloquear a la NOS
dicha dilatacién se reduce.’® En preparaciones de pericitos retinales de rata, se
observd que al aumentar la concentracion de calcio intracelular ([CaZ*];), los pericitos

constrifien a los capilares (Figura 7).19 20
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Figura 6. Imdgenes confocales de inmunotincion triple para marcadores celulares de pericitos: NG2 y
PDGFR( (verde y azul, respectivamente); y capilar, CD31-PCAM (rojo) de glandula hipoéfisis entera de
ratéon macho adulto. NG2, proteoglicano neural/glial antigeno 2; PDGFR, receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas tipo beta ; CD31-PCAM, cluster de diferenciacién 31-molécula de
adhesién celular endtotelial de plaquetas. Inmunotinciones realizadas por la Dra. Tatiana Fiordelisio.

En la hipéfisis, diferentes células enddcrinas, incluidos los somatotropos, expresan la
nNOS, y las células endoteliales vasculares la eNOS.5 En los tipos celulares
adenohipofisarios, aparentemente existe una diferenciacion sexual de la expresién de
nNOS.21 Sin embargo, los mecanismos por los que el NO actiia disminuyendo el tono
contractil de los pericitos, que se traduce en una dilataciéon del lumen capilar, no han

sido del todo esclarecidos.

Varios péptidos, incluyendo los neuropéptidos hipotaldmicos y hormonas
hipofisiarias pueden modular la actividad de NOS y el tono vascular.> 20 La relacién
entre la secrecion hormonal y el cambio en el flujo sanguineo quedé demostrada por
Schaeffer y colaboradores cuando comprobaron que la secreciéon de GH inducida por
GHRH estaba asociada a la coordinacion de la actividad del somatotropo, el
incremento local del flujo sanguineo y cambios en la presién parcial de oxigeno dentro

de las agrupaciones de somatotropos.> Por otra parte, el GHRH induce en los
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somatotropos un incremento en [Ca2*]; como resultado de la entrada de Ca2+* a través
de los canales de calcio tipo L, en una manera dependiente de cAMP.22 Ademas, eNOS y
nNOS son activadas por la secrecion de GH, o el aumento de [Ca2*]; por el estimulo de
GHRH.20 Por lo tanto, GHRH y GH tienen la capacidad de activar la nNOS e incrementar
la produccién de NO, que a su vez podria inducir la relajaciéon de los pericitos y
conducir a un incremento de flujo sanguineo. En contraste, es de esperarse que al
bloquear a la NOS, se induzca la contraccion de los pericitos y la disminucién

consecuente del flujo sanguineo (Figura 8).
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Figura 7. Actividad contrdctil de pericitos y el didmetro capilar. En (A) se esquematiza la accion de los
pericitos sobre el didmetro del lumen del capilar. (B) En preparaciones de perictios de cerebelo de rata,
Hall y colaboradores!® evaluaron la respuesta capilar al administrar 2uM del vasoconstrictor
noradrenalina (NA), con superposicion de 500uM del vasodilatador glutamato (Glut), el cual induce la
secrecion de NO. La linea muestra el didmetro del lumen capilar. (C) Al bloquear NOS con 100uM de L-
NNA se inhibié la dilataciéon evocada por Glut. (D) En preparaciones de pericitos retinales de rata,
Kawamura y colaboradores?3 evaluaron la contractibilidad de éstos al medir el didmetro vascular
probando distintos agonistas a canales purinérgicos (100uM BzATP, 30uM UTP y 1mM ATP), en donde
todos promueven la contraccién. En (E) Midieron la [Ca?*]; de los pericitos expuestos a soluciones con y
sin Ca%*, y en presencia de BzATP. Demostraron que la activaciéon del receptor ocasiona el influjo de
Ca?*. Modificado de Peppiatt?4 (A).

En la determinacién de la funcién y metabolismo hipofisario, se ha demostrado que la
vasculatura desempefia un papel importante.l” Ademadas, en modelos de ratones
transgénicos con marcadores fluorescentes especificos, empleando aproximaciones

microquirdrgicas y nuevas herramientas de analisis de imagenes, se demostr6 que la
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microcirculacion hipofisiaria y la red de somatotropos estan correguladas de forma

funcional a través de la estimulacion de GHRH.15

No se ha descrito alguna funcién especifica para los pericitos adenohipofisarios, y no
existe evidencia publicada de la presencia de receptores de GHRH u otros
secretagogos en los vasos sanguineos hipofisarios o en los pericitos. No obstante, es
probable que las alteraciones locales en el flujo sanguineo sean consecuencia de la
actividad secretora de células enddcrinas. En consecuencia, la acciéon de los pericitos
en la funcién hipofisaria podria estar asociada con el control del flujo sanguineo,
correlacionado con la secrecidn de células enddcrinas y la estimulacion o inhibicién de

ciertos secretagogos.

Por lo anterior, los pericitos se postulan como fuertes candidatos para la modulacion
del flujo sanguineo, y por ende representar un papel importante en la formacién de
pulsos hormonales. Por tal motivo, es de interés conocer cémo esta regulada en los
pericitos adenohipofisarios la funcién contractil, expresada en cambios en la dindmica
de [CaZ2*];, en ausencia y en presencia de un estimulo hipotaldmico, por ejemplo el
GHRH. Ademas, si esta actividad obedece a una disposicion particular de los pericitos

en relacidn a la vasculatura en la glandula, y si podria estar regulada por el NO.
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Figura 8. Propuesta del efecto de GHRH en la produccion de NO y en la dindmica de [Ca?*]; de los pericitos.
(A) El GHRH estimula al somatotropo (azul) ocasionando por una parte el incremento en la activacion
de nNOS y la produccién y liberaciéon de NO, y por otra la secrecion de GH, que a su vez estimula la
produccion de NO por la eNOS en la células endoteliales (rosa). EI NO, secretado tanto por el
somatotropo como por la célula endotelial, ocasiona una disminucién en la [Ca2+]; del pericito (verde),
provocando la relajaciéon del mismo y en consecuencia el aumento del didmetro del lumen capilar. (B)
Escenario posible en presencia de SNAP, un donador de NO, en donde se exacerba la producciéon de NO
por las NOS, y se potencia la disminucién de [CaZ*]; y por ende una mayor dilatacién del capilar. (C) De
forma inversa, en presencia de 7-NI, un bloqueador de NOS, se mengua el aporte de NO, el pericito se
contrae al incrementar el [Ca2*]; lo que ocasiona la constriccion capilar.

Hipotesis
La dindmica de calcio intracelular de los pericitos hipofisarios es regulada por el

factor hipotalamico GHRH dependiendo de la ubicacion de estas células en la red

vascular de la glandula, y esta dinamica sera dependiente de 6xido nitrico.
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Objetivos

Objetivo general:

Determinar si el GHRH regula la dindmica de la actividad de [Ca2*]; de los pericitos
adenohipofisiarios, dependiendo de la ubicacién de éstos en la red vascular de la

glandula, y si existe una relacion entre dicha actividad y el éxido nitrico.

Objetivos particulares:

» Caracterizar la dindmica de la actividad de [Ca2*]; de los pericitos, en ausencia
de GHRH, dependiendo de su ubicacion en la red vascular de la glandula.

» Determinar el efecto que induce el GHRH en dicha dindmica de [Ca%*]; de los
pericitos.

» ldentificar el efecto del NO en la actividad de [Ca2*]; de los pericitos.
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Metodologia

Animales

Los procedimientos con animales se realizaron bajo los lineamientos de un protocolo
institucional para el uso y cuidado de animales de laboratorio, y de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana (SAGARPA NOM-062-Z00-1999), referentes a las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Ratones macho Balb-C adulto de dos meses de edad fueron producidos y
mantenidos en el bioterio de la Facultad de Ciencias, con disposicién de alimento ad
libitum, regulacién de ciclo de luz/obscuridad 12:12, y a una temperatura constante

de 22°C.

Marcaje de capilares y obtencion de la glandula
Con el fin de visualizar los capilares adenohipofisarios se realiz6é el marcaje de éstos.

Para ello, se realiz6 una perfusion intracardiaca con el marcador de vasos sanguineos
lectina de Ricinus communis acoplada con rodamina, RCA 5pg/mL (Vector;
Burlingame CA, USA ), empleando para ello una bomba de perfusién (ISMATEC;
Vernon Hills IL, USA) a una velocidad de 1.5 mL/min. Este marcador se une con la f3-
galactosa presente en el endotelio, por lo que posibilitara visualizar y distinguir los
capilares, empleando para ello una longitud de onda de emisién y excitaciéon de 510-

590 nm, respectivamente.

Después de la perfusion y decapitacion de los ratones, se procedi6 a abrir el craneo y
remover el cerebro, quedando expuesta la glandula hipéfisis y posibilitando la

extraccion de la misma.

Obtencion de registros de calcio intracelular

Se realizaron registros de las fluctuaciones de la [Ca*]; de pericitos adenohipofisarios

mediante espectrometria e imagenologia del indicador intensiométrico sensible a Ca*

Oregon-Green BAPTA-1 AM (488-523 nm), en una preparacion ex vivo de la glandula
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hipéfisis. Estos registros constaron de fotomicrografias secuenciales realizadas en un

microscopio estereoscopico de fluorescencia.

Para lograr la incorporacion del sensor de Ca*, se incubé la glandula durante 13min a
37°C en una atmosfera de 95% 02 y 5% CO2, en condiciones de oscuridad, en una
solucion 20pM de Oregon-Green BAPTA-1 AM (Invitrogen; Eugene OR, USA), 0.1%
dimetilsulféxido, DMSO (Sigma, St. Lous MO, USA) con 0.5% de acido plurénico F-127
(Sigma, St. Lous MO, USA) en 200 pL de solucidn fisiolégica "fluido cerebroespinal
artificial” -ACSF por sus siglas en inglés- (118 mM NaCl, 3 mM KCl, 0.9mM HEPES,
2.5mM NaHCO3, 2.5mM CaClz, 2.4 mM MgClz, 11 mM glucosa, pH 7.4).

Después de la incubacién, se colocé la glandula sobre una gota de agar 3%
(Invitrogen; Eugene OR, USA) en una camara de registro de plexiglas, donde se

mantuvo bajo perfusion constante con ACSF para mantener a las células vivas.

La cdmara de registro fue montada sobre la platina del microscopio estereoscépico de
fluorescencia (Leica M205FA), equipado con un objetivo PlanAPO 2.0X (0.35NA), con
una ldampara de mercurio como fuente de iluminacién. La adquisicién de las imagenes
(300ms de exposicion -100ms de intervalo entre cada imagen) se realiz6 con una

camara CCD enfriada (RS Photometrics SenSys) acoplada al microscopio.

Para caracterizar la dinamica de la actividad de [Ca2+]i de los pericitos, en ausencia de
GHRH, se realizaron los registros administrandoles unicamente solucion fisiologica
(ACSF) en el sistema de perfusidon. Posteriormente, para determinar el efecto que
induce el GHRH en esta dinamica, se realizo el registro continuo previo, durante y
posterior a la administraciéon de GHRH 100nM durante 30s (100nM) mediante el
sistema de perfusion. Con el fin de identificar el efecto del NO en la actividad de [Ca%*];
de los pericitos, se realizaron registros previos y posteriores a la incubacién durante
15 minutos, ya sea del donador de 6xido nitrico S-Nitroso-N-Acetil-DL-penicillamine,
SNAP 200uM (Sigma, St. Lous MO, USA) o del inhibidor de NOS 7-Nitroindazole, 7-NI
200uM (Sigma, St. Lous MO, USA). Para determinar la viabilidad de las células, se
administré al final del registro una solucién de alto potasio KCl (50mM KCl, 120mM

NaCl, 10mM HEPES, 2mM CaClz, pH 7.4). Una vez terminados los registros de la
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dinamica de calcio intracelular, se tomaron imagenes de la vasculatura utilizando una

longitud de onda de excitaciéon de 510nm y 575nm de emisidn.

Procesamiento de imdagenes y analisis estadistico

El procesamiento de las secuencias de imagenes se realizé utilizando los programas
de computo Image ] (NIH, USA), Igor Pro (Wavemetrics, USA) y Origin Pro8 (Microcal
software, USA)

Con el programa Image ] se seleccionaron y analizaron las células que por su
morfologia y ubicacién respecto a los capilares identificamos como pericitos. En este
programa se realiza la transformacion de los valores de intensidad de fluorescencia a
datos numéricos correspondientes a los cambios en la [Ca2*];, asi como la distribucion

espacial (x-y) de las células seleccionadas.

Los datos obtenidos fueron graficados con el programa Igor Pro, donde se utilizé una
rutina semi-automatica escrita por el Dr. Piere Fontaneaud (Insitute of Functional
Genomics, Montpellier Francia) para obtener la funcién AF=F-F0, para restarle el
fondo a la secuencia de imagenes. De igual manera, para visualizar en una grafica la
actividad de todas las células con respecto al tiempo, se utilizé el protocolo descrito
por el Dr. Ledn Islas (Facultad de Medicina, UNAM). Las graficas resultantes se

visualizaron en el programa Origin Pro8.

El andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando el programa Prismé6 (GraphPad
software Inc). Se identificé la distribucién en la red vascular de las células
seleccionadas, y se procedié a comparar el porcentaje de poblaciones de pericitos en
relacion al registro de actividad de calcio y su localizacién en la glandula. Como
queremos explorar la dindmica de calcio entre los pericitos de ambas zonas y
tratamiento (actividad intrinseca y ante el estimulo de GHRH), los datos fueron
sometidos a una prueba de ANOVA de dos vias con una prueba Sidak de comparacion
multiple. Los datos obtenidos relacionados con la actividad del NO, fueron sometidos a

una prueba t-student pareada.
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Resultados

Los resultados obtenidos a partir del protocolo presentado fueron los siguientes:

Actividad intrisnseca de [Ca?*]ide los pericitos
adenohipofisiarios

Para determinar la actividad intrinseca de calcio intracelular de los pericitos, se
registro la actividad de éstas células en condiciones basales (ausencia del estimulo de
GHRH). De la serie de imagenes obtenidas, se identificaron -en proporciones
similares- dos poblaciones, aquellos que a lo largo del registro presentan cambios en
su actividad [Ca?*];, es decir actividad espontdnea (AE), y aquellos que no presentan

AE, denominados silentes.

En un andlisis de la dindmica de cambio de [Ca2*]i en los pericitos con AE, se
identificaron dos tipos de patrones (Figura 9). En uno de ellos, el aumento de calcio es
transitorio (T), es decir, sube y baja en un tiempo relativamente corto (8.5 s, duracién
promedio aproximada); y otro, en el que se observaron cambios en la actividad de
calcio de forma irregular y con presencia de mesetas (44.5 s, duracién promedio

aproximada) al que se nombro no transitorio (NT).
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Perfil de actividad de [Ca?*], basal de pericitos hipofisiarios
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Figura 9. Perfil de la actividad basal de [Ca?*]; de pericitos hipofisiarios. A. Perfil representativo del
cambio de calcio intracelular intrinseco a lo largo del tiempo, de una célula con actividad espontanea
del tipo transitorio (superior). y no transitorio (inferior). B. Perfil representativo de una célula silente.
T, Transitorio; NT, No Transitorio.

Con el objetivo de identificar una posible distribucion diferencial de los pericitos en la
red vascular de la glandula, se decidi6 demarcar esta red en dos zonas con base en las
caracteristicas anatémicas de los capilares que las constituyen (Figura 10). Se
denomind "zona 1" (z1) a aquella regiéon en la cual ingresa la vasculatura a la
adenohipdfisis, (disposicion rostral, ventral) en donde fue posible identificar capilares
largos sin o con una sola ramificacién evidente; en contraparte, se le denominé "zona

2" (z2) alaregion en la cual se observaron multiples ramificaciones de los capilares.
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Zonal

Figura 10. Esquematizacion de la demarcacion de la red vascular adenohipofisiaria en "Zona 1"
y "Zona 2".R, regidn rostral; C, regién caudal.

Para reconocer una posible relaciéon en la actividad basal de los pericitos y su
distribucién en la red vascular de la hip6fisis, realizamos el marcaje de la vasculatura
con lectina e hicimos el registro de calcio intracelular. De estos registros, se estimo el
porcentaje de pericitos con AE y silentes, tanto en la z1 como en la z2 (Figura 11). No
obstante que no se encontraron diferencias significativas en la distribucion de
pericitos con AE y silentes (55 y 44%, respectivamente; p=0.98) podemos observar
que existe una posible regionalizacion del tipo de patréon de AE, habiendo en la z1 el
doble de pericitos con AE del tipo NT, con respecto a la z2 (65 y 34%,
respectivamente; p=0.0042). En la z2, se observa una tendencia de que la poblacién de

pericitos con AE del tipo NT sea mayor.
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Actividad basal de [Ca®*]; de pericitos en relacion
a su distribucion en la red vascular de la hipéfisis
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Figura 11. Actividad basal de [Ca?*]; de pericitos hipofisiarios y su distribucion en la red vascular. A.
Porcentaje de pericitos con AE y silentes en las zonas 1 y 2. B. Porcentaje de pericitos con AE del tipo T
y NT en las zonas 1y 2. AE, Actividad Espontanea; T, Transitorio; NT, No transitorio. * p< 0.005, prueba
Sidak de comparacién multiple, ANOVA 2 vias, zonas y actividad basal (A), zonas y patrén de AE (B). Se
contabilizaron 728 células en 7 réplicas.
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Efecto de GHRH en la dinamica de [Ca2+*]ide los pericitos

Con el objeto de identificar el efecto que el secretagogo GHRH en la dindmica de [Ca2+];
de los pericitos, se realizaron registros de la actividad de calcio previo y bajo el
estimulo de GHRH 100 nm, administrado mediante un sistema de perfusion. Se
observé que tras su administracion, el GHRH ejercié dos tipos de efectos en los
pericitos: inhibiciéon o activacién (44 y 24%, respectivamente); asi mismo, se
observaron pericitos en los que no evocé efecto alguno (32%) (Figura 12). Al analizar
los resultados con respecto a la zona en la que se ubican (Figura 13), observamos que
en la z1 hay un 30% de pericitos que se activan (1.5 veces mas que en la z2, p=0.019),
de forma inversa, en la z2 hay un 50% de pericitos que se inhiben, es decir 2.5 veces

mas que en la z1 (p=0.010).
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Figura 12. Efecto de GHRH en la actividad de [Ca?*]; de pericitos hipofisiarios. Perfil representativo de
cambios de la intensidad de fluorescencia a lo largo del tiempo, asociados a cambios en la actividad de
[Ca2+]; de una célula que tras el estimulo con GHRH 100 nM fue activada (A1 y A2), inhibida (B) o no
modifico su actividad (C). Las lineas punteadas demarcan el intervalo en el que se administré el GHRH.
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Efecto de GHRH en la dinamica de[Ca2+]i de pericitos y su
distribucién en la red vascular hipofisiaria
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Figura 13.- Efecto de GHRH en la actividad de [Ca?*]; de pericitos hipofisiarios y su distribucion en la red
vascular. Porcentaje poblaciones de pericitos (A), y grafica representativa de su distribucion (B) que se
activaron (verde), inhibieron (rojo) o no mostraron efecto, ante el estimulo con GHRH 100Nm, ubicados
en la zona 1 (Z1) y zona 2 (Z2) . *p< 0.05, prueba de comparacién multiple, ANOVA 2 vias, zonas y
efecto de GHRH. Se contabilizaron 287 células en 5 réplicas.

Ademas, para discernir si el efecto del GHRH en la actividad de [Ca2+]; esta relacionado
al tipo de patréon de AE que presentaba el pericito, se estim6 el porcentaje de células
con AE de tipo T y NT que se activaron, inhibieron o no modificaron su actividad
(Figura 14). Observamos que en general, en ambas poblaciones tienen al menos 2.5
veces mas pericitos que ante el estimulo de GHRH se inhiben (T=51%; NT=42%) con
respecto a los que se activan (T=20%; NT=16%).
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Efecto de GHRH en la [Ca2+]i de pericitos
segun el patrén de AE

0
g

T

o)
e

*% *

Porcentaje (%)
i-Y
o

N
|°
-]

0' 1 1 1
A | SE A | SE

Figura 14. Efecto de GHRH en la actividad de [Ca?*]; de pericitos hipofisiarios segun el patrén de AE.
Porcentaje poblaciones de pericitos se activaron (A), inhibieron (I) o no mostraron efecto (SE), ante el
estimulo con GHRH 100Nm, que presentaron un patrén de actividad espontidnea (AE) del tipo
transitorio (T) o no transitorio (NT). *p< 0.05, **p< 0.005, prueba de comparaciéon multiple, ANOVA 2
vias. Se contabilizaron 158 células en 5 repeticiones.

Efecto del NO en la actividad de [Ca?*]; de los pericitos
hipofisarios

Con la finalidad de identificar el efecto del NO en la actividad de [Ca2*]; de los
pericitos, se exploraron dos escenarios diametralmente opuestos, es decir, en uno en
el que se exacerba la produccién de NO mediante la administracién de un donador de
oxido nitrico (SNAP, 200 uM) y otro en el que se reduce la produccién de NO al
bloquear la NOS (7-NI, 200 uM). Para ello, se estimé la poblacion de pericitos con AE
previa y posterior a la incubacion ya sea con SNAP (Figura 15) o con 7-NI (Figura 16).
Se observé que posterior a la incubacién con SNAP, mas del triple de la poblacién de
pericitos que presentaba AE se inhibié (p=0.025). De manera inversa, posterior a la

incubacion con 7-NI, se triplic6 (p=0.0045) la poblacion de pericitos con AE.
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Efecto de SNAP en la AE de pericitos
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Figura 15. Efecto de SNAP en la AE de pericitos hipofisarios. Porcentaje de pericitos con actividad
espontanea (AE) y posterior a la incubacién con el donador de NO, SNAP 200uM (AE + SNAP). NO, 6xido
nitrico; SNAP, S-Nitroso-N-Acetil-DL-penicillamine. *p< 0.05, prueba de t-student, pareada. Se
contabilizaron 36 células en n=2 réplicas.
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Efecto de 7-NI en la AE de pericitos
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Figura 16. Efecto de 7-NI en la AE de pericitos hipofisarios. Porcentaje de pericitos con actividad
espontanea (AE) y posterior a la incubaciéon con el bloqueador de la NOS, 7-NI 200uM (AE + 7-NI). NOS,
6xido nitrico sintetasa; 7-NI, 7-Nitroindazol. *p< 0.005, prueba de t-student pareada. Se contabilizaron
84 células en n=2 réplicas.

Discusion

La aportacion de esta tesis, debe ser vista como una aproximacion mas a la
dilucidacion de los elementos que participan en la formacién de pulsos hormonales,
desde el enfoque de la regulacién del flujo sanguineo por los pericitos.

Con base en nuestra perspectiva de estudio, el propésito mas importante de esta tesis
fue determinar si el factor hipotaldmico GHRH regula la dindmica de la actividad de
[CaZ*]; de los pericitos adenohipofisarios, dependiendo de la ubicacién de éstos en la

red vascular de la glandula.

Para ello, era primordial caracterizar en primer lugar la actividad de [Ca2+]; intrinseca,
es decir AE, de los pericitos en ausencia del factor GHRH. Se observaron poblaciones
de pericitos sin y con AE. Se identificaron dos tipos de patrones de AE, a los que se les

denominé T y NT. En preparacién de pericitos aislados, Wu y colaboradores2>
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correlacionaron el incremento de [Ca2*];i con la contraccidon del pericito y con la
constriccion del lumen capilar, por ello, la presencia de mesetas en los cambios de
[CaZ*]; de las células con AE del tipo NT, permite pensar que estas células tienen un
aumento de Ca2* sostenido y que posteriormente baja. Esto supone que los pericitos
con AE del tipo NT podrian mantener un mayor tono contractil que aquellas que
exhiben un patrén del tipo T, los cuales podrian tener un evento de contraccion-
relajacion inmediato. Esto implicaria que tal vez aquellos pericitos que exhiben una
AE del tipo NT, al mantener el tono contractil estan parcialmente contraidos, el
diametro capilar no esta abierto o cerrado por completo, regulando la velocidad del
flujo sanguineo, redistribuyendo la presién sanguinea en los capilares de diferentes
tamafios. Es permisible considerar que esta heterogeneidad en la actividad intrinseca
de los pericitos es debida a la diferencia en la expresion de distintos elementos de
sefializacion de calcio y/o filamentos contractiles compuestos de vimentina y actina

de musculo liso tipo alfa (aSMA) dependientes de Ca2*.

Dado lo anterior, fue imperioso identificar si existia una regionalizacién, es decir una
distribucién diferencial de los pericitos en los capilares de la zona rostral-ventral de la
glandula segun el tipo de patron de AE que los pericitos exhiben. Para ello, primero se
realiz6 la sectorizaciéon de la misma con base en las caracteristicas anatémicas de los
capilares que las constituyen y que fueron referidos como z1 y z2. Con base en los
resultados obtenidos, a pesar de que la distribucién de pericitos silentes y con AE es
similar en ambas zonas, se percibié que en la zona 1, es decir, aquella regién mas
préxima a la entrada de la eminencia media a la hip6fisis, con capilares largos con una
sola ramificacién evidente o sin ella, hay el doble de pericitos con AE del tipo NT (en
semejanza con la z1, en la z2 se percibe una tendencia de mayor nimero de pericitos
con NT). Al haber un predominio de pericitos con AE del tipo NT en la zona 1, éstos
podrian estar manteniendo un tono contractil para la redistribucién de la circulacién
sanguinea hacia toda la glandula. En comunidn con esta observacion, se ha reportado
que pericitos que se encuentran en la transicién de arteriolas a capilares expresan una
mayor concentracién de proteinas contractiles, lo cual sugiere que podrian estar

actuando como un tipo de esfinter. 26
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Observamos que el factor GHRH ejerci6 dos tipos de efectos en la dinamica de [Ca%*];
de los pericitos: inhibicidn y activacién. También se observaron pericitos en los que
dicho factor no modificé la dinamica de [Ca2*]; de estas células. El efecto del GHRH no
estuvo relacionado al tipo de patron de AE, es decir, que sin importar el tipo de AE que
se presentara, podian activarse, inhibirse o no modificar su actividad. Esto podria
implicar que la respuesta no necesariamente depende del estatus contractil previo,
sino posiblemente del estatus de los reservorios intracelulares de Ca2+; y que el efecto
es independiente, es decir, no se anula el mecanismo de accién intrinseco con el

mecanismo de accion que pudiese tener el GHRH en el pericito.

De manera notable, la z1 esta constituida por una mayor cantidad de pericitos que se
activan, en cambio en la z2, la poblacién inhibida fue mayor. Es decir, que la zona de
entrada de la gldndula tenemos mas pericitos que se activan, y en el resto de la
glandula mas que se inhiben. Ello podria traducirse entonces, en que los pericitos de la
entrada se estarian contrayendo y modulando el flujo sanguineo disminuyendo la
velocidad del mismo. El efecto contrario pasaria en la z2, donde tenemos el grueso del
parénquima de la glandula y a la mayoria de los somatotropos, al inhibirse el pericito
estaria éste relajandose, incrementando el lumen del capilar y por ende el flujo
sanguineo, y asi podria llegar la sangre con mayor rapidez al resto de la glandula, e
incrementar el suplemento de oxigeno, propiciando en parte una respuesta celular
coordinada. Se ha observado que tanto los gonadotropos como los somatotropos estan
en estrecha proximidad con los capilares de la glandula en distintas regiones de la
mismal’, ocupando los gonadotropos preferencialmente la z1 y los somatotropos la
z2, lo cual concuerda con los resultados previamente mencionados. De hecho, Laffont
y colaboradores!> reportaron que al administrar GHRH estimularon la actividad de la
red de somatotropos y la secrecién de GH, y que esto tuvo una asociacién temporal
con el incremento en la tasas de flujo sanguineo y el suministro y consumo de

oxigeno.

Asi pues, se ha descrito que agentes vasoactivos, como por ejemplo el NO, son capaces
de modular localmente el flujo sanguineo a través de su efecto en la actividad

contractil de los pericitos.? En la hipéfisis existen diversas fuentes que pueden
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producir NO, como somatotropos y gonadotropos que expresan la nNOS, mas aun, se
ha relacionado que la GH secretada induce la liberacion de NO por las células
endoteliales.2” Por ello, estudiamos la posible relaciéon entre la actividad de [Ca2*]; de
los pericitos y el NO, mediante la exacerbacién de la produccidon de NO con el donador
SNAP, o su ablacién con el bloqueador de NOS 7-NI. Observamos que al aumentar la
produccion de NO, mas del triple de la poblacion de pericitos que presentaba AE se
inhibio, por el contrario, al bloquear a la enzima se triplic6 la poblacion de pericitos
con AE. Cobra sentido este resultado, ya que los somatotropos estan en alta
proximidad con los capilares, y por ende el pericito estd sujeto a la acciéon de NO
producido por la eNOS (células endoteliales) y la nNOS (gonadotropos, somatotropos,
lactotropos, células foliculo estrelladas).1® El por qué no se hayan inhibido todos los
pericitos al producir el NO puede deberse a diversas causas; podria ser que las células
proximas a estos pericitos tuviesen una expresion diferencial de estas enzimas, o que
éstas no se encontraran en su forma activa, por ejemplo, que no estuviese la eNOS de
las células endoteliales vecinas en la membrana plasmatica?8; o que se obedezca a un
gradiente de concentracion del mismo. Asi pues, la produccion de NO presenta
diversos mecanismos por las que puede ser regular2é, por lo tanto, no resulta dificil
suponer que toda la poblaciéon debiese ser inhibida/activada y que al menos la

principal via de inhibicién de la actividad de Ca2+* de los pericitos es por NO.

La generacion de un pulso hormonal envuelve un contexto de asociaciéon funcional
entre las redes de células enddcrinas y el flujo sanguineo.? El desarrollo de técnicas in
vivo, asi como el uso de animales transgénicos que permiten visualizar tipos celulares,
permitira que se realicen estudios mas finos, que podran integran con mayor facilidad
variables que ayuden a identificar los mecanismos que subyacen la regulacién del

flujo sanguineo dentro del microambiente tisular.
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Conclusion

De esta tesis se puede concluir, que los pericitos presentan cambios intrinsecos en su
[Ca%*];, que pueden ser de forma transitoria o no transitoria, habiendo una
distribucién diferencial de los pericitos que exhiben la actividad del tipo no transitorio
dentro de la red vascular adenohipofisaria. Ademas, los pericitos modifican, activando
o inhibiendo su dinamica de actividad de [Ca2*]; en respuesta al estimulo del factor
hipotalamico GHRH, habiendo una regionalizacion de pericitos que se activan en la
entrada de la vascularizacién capilar en la adenohipéfisis, y que la inhiben en el resto
de ésta. El efecto evocado por el GHRH no esta relacionado al tipo de patréon de AE.
Ademas, al estimular/inhibir la produccién de 6xido nitrico, la poblacién de pericitos

con AE se incrementa/disminuye, respectivamente.
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