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Resumen

Anfecea’en/es

La regulación de los distintos procesos fisiológicos de la adenohipófisis, tales como

desarrollo, diferenciación, secreción hormonal y muerte celular, implica la acción de una

variedad de factores provenientes tanto de teiídos periféricos como del sistema nervioso

central o de la propias células adenohipofisarias. El óxido nítrico (NO) puede regular la

secreción de hormonas hipofisarias. Previamente demostramos que el NO inhibe la

secreción basal de prolactina afectando diferentes mecanismos intracelulares. Sin

embargo la acción del NO sobre las vías de segundos mensaieros de origen lipídico

necesita ser estudiada. Por otro lado, existen diversos estados fisiológicos como la

terminación de la lactancia o patofisiológicos como los procesos inflamatorios que

pueden inducir muerte celular en la adenohipófisis. A pesar de que la muerte celular

parece ser un evento frecuente en la adenohipófisis, son pocos los estudios realizados

hasta el momento sobre posibles factores ¡ntrahipofisarios inductores de apoptosis.

Ob/éf/vos

Evaluar la acción del NO sobre el metabolismo de mensaieros ¡ntracelulares de origen

lipídicoque afectan la secreción de prolactina adenohipofisaria.

Investigar el efecto del NO sobre la viabilidad celular adenohipofisaria.

Métodos

Se investigó el efecto del NO sobre la actividad de las lipooxigenasas (LOX) y de las

ciclooxígenasas (COX) y su relación con la secreción de prolactina mediante la utilización

de dadores de NO y sustratos e inhibidores de las NO sintasas (NOS) en adenohipófisis

enteras. Se determinó la producción de metabolitos del ócido araquidónico (AA)por la

técnica de radioconversión usando como precursor AAradioactivo.

También se estudió el efecto del NO sobre el metabolismo de fosfoinosítidos en células

adenohipofisarias de rata y su relación con la secreción de prolactina. Se utilizaron

dadores de NO e inhibidores de las NOS en cultivos primarios de adenohipófisis

premarcados con inositol radioactivo como preCUrsor de los distintos inositoles fosfato

(IPs).Se Cuantificó la producción de IPs por cromatografía de intercambio iónico.

En ambos casos se estudiaron los posibles mecanismos por los cuales el NO afectó la

síntesis de dichos segundos mensaieros.



Para estudiar la acción del NO sobre la viabilidad celular adenohipofisaria, se examinó la

actividad celular (ensayo de M'IT)y la morfología nuclear de las células adenohipofisarias

en cultivo, utilizando DETA/NO como un dador de acción prolongada. Se estudiaron

diferentes mecanismos por los cuales el NO podría afectar la viabilidad celular

(capacidad nitrosilante, acción de los peroxinitritos, activación de las caspasas). Ademós,

mediante técnicas inmunocitoquímicas, se determinaron los tipos celulares afectados por

el NO.

En todos los casos se cuantífícó la liberación de prolactina por radioinmunoensayo.

Resu/faa’os

El NO inhibió la actividad de la LOX produciendo una disminución de la síntesis de 5­

HETE y estimuló la actividad de Ia COX aumentando la síntesis de prostaglandinas y

tromboxanos. Dado que el 5-HETE esta involucrado en la estimulación de la secreción

basal de prolactina, y que ésta es la única hormona adenohipofisaria con una liberación

basal espontánea, es probable que la disminución de la actividad de la LOXinducida por

el NO esté medíando en parte el efecto inhibítorio tónico del NO sobre Ia liberación

basal de prolactina.

El NO inhibió Ia síntesis de IPs estimulada por Angll o TRH, sin afectar su síntesis basal.

La inhibición de la actividad de la PLC por NO ¡nvolucraría un mecanismo independiente

de la vía guanilil ciclasa soluble / cGMP / PKG. El NO no tendría una acción directa

sobre la PLC, sino que estaría modificando algún factor de la vía de transducción de

señales localizado entre el receptor de membrana y la proteína G.

Con respecto al efecto del NO sobre Ia viabilidad celular, demostramos que el NO

produce muerte celular con características propias de un proceso apoptótico. En este

proceso participarían la caspasa-3 y la caspasa-9 pero no estarían involucrados

mecanismos de nitrosilación o la acción de peroxinitritos. Asimismo, la acción

proapoptótica del NO parece afectar preferencialemente a los lactotropos.

Conc/us/ón

El NO al afectar dos procesos fisiológicos fundamentales de la adenohipófisis como son

Ia secreción hormonal y la muerte celular, puede ser considerado como un factor clave

dentro los reguladores de la fisiología de Ia adenohipófisis.



Abstract

Background

The regulation of the physiological processes in anterior pituítary, such as development,

differentiation, hormone secretion and cell death, involves a variety of factors coming from

peripheral tissues, central nervous system and the pituitary itself. Nitric oxide (NO) is able

to regulate anterior pituítary hormone release. Previously, we demonstrated that NO

inhibits basal prolactin release by affecting several intracellular pathways. However, NO

action on lipídic second messengers in anterior pituitary needs further investigation. On

the other hand, there are some physiological -such as terminatíon of |actation-, or

pathophysiological states -such as inflammation-, which can induce cell death ¡n the

anterior pituítary gland. In spíte of the fact that cell death ¡s a frequent event in the anterior

pituítary gland, there is little evidence about possible apoptosis ¡nducing factors

synthesized by anterior pituítary cells.

Ob/ec/¡ves

To evaluate NO action on lipídic intracellular messengers that affect prolactin secretion.

To investigate the effect of NO on anterior pituítary cell viability.

Methods

NO action on lipooxygenase (LOX)and cyclooxygenase (COX) activities and their relation

with prolactin release were investigated by using NO donors and NOS substrate and

inhibitors ¡n whole anterior pituítaries. Production of arachidonic acid (AA)metabolites was

carried out by a radioconversion technique, using radiolabeled AAas a precursor.

Also the effect of NO on phosphoinositides metabolism in rat anterior pituítary cells was

studied. We used NO donors and NOS substrate and inhibitors ¡n primary cultures of

anterior pituítary cells prelabeled with radioactive inositol as a precursor of inositol

phosphates (IPs).Production of IPswas quantified by ¡onic exchange chromatography.

In all cases we studied the mechanisms of action by which NO affected the synthesis of

those second messengers.

ln order to study NO action on anterior pituítary cell viability, we investigated the changes

in cellular activity (MTT assay) and nuclear morphology in primary cultures of anterior

pituítary cells by using DETA/NO as a long term NO releaser. We studied different

mechanisms by which NO could affect cell viabilíty (nytrosylating activity, peroxynitrite



action, caspases activation). Besides, we determined the cell types affected by NO by

¡mmunocytochemistry.

In al| cases prolactin release was quantified by radioímmunoassay.

Resu/fs

NO inhibited LOXactivity producing a decrease in 5-HETE synthesis, and stimulated COX

activity producing an increase of prostaglandins and thromboxanes. Since 5-HETE is

involved in the stimulation of basal prolactin release and taking into account that prolactin

is the only anterior pituitary hormone with an spontaneously high basal release, it is

possible that the decrease in LOXactivity induced by NO is mediating, at least in part, the

tonic inhibitory effect of NO on prolactin release.

NO inhibited AngII- or TRH-stímulated IPs synthesis, with0ut affecting basal synthesis. The

¡nhibition of PLC activity may ¡nvolve a soluble guanylyl cyclase/CGMP/PKG-independent

mechanism. NO seems not to act on PLC, but ¡t could be modifying some factor localized

between membrane receptor and G protein.

Concerning NO effect on cell viability,we demonstrated that NO produces cell death with

characteristics of apoptosis. ln this effect, caspase-3 and caspase-9 but not nytrosylation

events or peroxynitrites may be participating. Likewise, lactotrophs seem to be

preferentially affected by the proapoptotic action of NO.

Conc/us/on

NO affected two relevant physiological processes in the anterior pituitary gland, hormonal

secretion and cell death. Therefore, ¡tcould be considered as a key regulatory factor of the

physiology of the rat anterior pituitary gland.
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Introducción

La presencia de radicales libres en materiales biológicos fue descubierta

hace aproximadamente 50 años (Commoner el a/., 1954). En 1956, Denham

Harman describió a los radicales libres como una "caia de Pandora llena de

demonios” que podía llevar al daño celular, la mutagénesis, el cóncer y a

procesos degenerativos de enveiecimiento biológico (Harman, 1956; Harman,

1981). Con el descubrimiento de acciones biológicas, tanto para el anión

superóxido (02") por parte de Mittal y Murad (1977), como para el óxido nítrico

(NO) por Ignarro y Kad0witz (1985) y por el grupo de Moncada (Radomski ef a/.,

1987), surgió una nueva visión sobre la acción de los radicales libres en los

sistemas biológicos.

En Ia actualidad existe una innumerable cantidad de trabaios que

demuestran no sólo la adaptación de los organismos a Ia vida en un entorno

lleno de radicales libres, sino también el desarrollo de mecanismos para la

utilización de éstos en diferentes funciones biológicas (Adler el a/., 1999; Allen &

Tressini, 2000; Bauer ef a/., 1999; BOWÍeel a/., 1997; Dalton el a/., l999;

Davies, 1999; Dróge, 2002; Flohe ef a/., 1997; Griendling ef a/., 2000a,b;

Herrlich & Bóhmer, 2000; Kamata & Hirata, 1999; Lambeth ef a/., 2000; Lander

ef a/., l99ó; Monteiro & Stern, 1996; Piette ef a/., 1997; Schulze-Osthoff ef a/.,

1995; Semenza, 2000; Sen & Packer, 1996; Wolin ef a/., 1999; Zhu & Bunn,

1999).

l. El óxido nítrico

El óxido de nitrógeno lI, mós conocido con el nombre óxido nítrico (NO),

posee un electrón desapareado lo que lo convierte en un radical libre, aunque no

posee la fuerte reactividad asociada normalmente a estos compuestos (Cotton &

Introducción 1
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Wilkinson, 1988; Ragsdale, 1973). Al ser una molécula pequeña y no polar es

capaz de difundir libremente a través de las membranas biológicas.

En fase gaseosa, el NO puede reaccionar con el oxígeno molecular (O2)

dando como resultado la formación de dióxido de nitrógeno; en cambio, en fase

acuosa la reacción entre el NO y el 02 genera cantidades iguales de nitritos y

nitratos (Feelisch, l99l). En condiciones fisiológicas, el NO también puede

reaccionar con una variedad de radicales libres como el anión superóxído, los

grupos tioles y las amínas (Hrabie ef a/., 1993; Huie & Padmaia, 1993; Pryor ef

a/., 1982). Dependiendo del microentorno, el NO puede ser convertido en otras

especies reactivas tales como el catión nitroso (NO’), el anión nítroxilo (NO') o el

peroxinitrito (ONOO') (Stamler el a/., 19920).

Una de las reacciones del NO con mayores implicancias fisiológicas es

su interacción con los metales y grupos hemo de las proteínas, como la guanilil

ciclasa soluble, la lipooxigenasa (LOX),la ciclooxigenasa (COX) y las proteínas de

la cadena respiratoria (Drapíer, 1997; Gardner el a/., 1997). Asimismo, algunos

de sus efectos fisiológicos pueden ser mediados por la formación de S-nitroso­

cisteína y S-nitroso-glutation (Gow & Stamler, 1998).

Biosíntesis del NO

En los organismos Superiores, el NO es producido por la oxidación de

uno de los nitrógenos terminales de los grupos amino de la L-arginina (Palmer ef

a/., 1988). Este proceso es catalizado por la óxido nítrico sintasa (NOS; EC

1.14.1339) de la cual existen tres ¡soformas: la NOS neuronal (nNOS o NOS l),

la endotelial (eNOS o NOS Ill) y la inducible (¡NOS o NOS ll). Las distintas

¡soformas de NOS son codificadas por genes localizados en diferentes

cromosomas y presentan diferencias en cuanto a forma de activación, actividad y

localización subcelular.

La nNOS, cuyo gen se encuentra en el cromosoma 12, es una proteína

que fue identificada por primera vez en neuronas. En este tipo celular, la nNOS se

encuentra expresada constitutivamente, se localiza tanto en el citosol como

Introducción 2



Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. UBA Tesis de Doctorado

asociada a membrana y presenta una actividad dependiente de calcio­

calmodulina. El gen de la eNOS se localiza en el cromosoma 7 y codifica para

una proteína asociada a membranas que se identificó por primera vez en células

endoteliales. La expresión de la eNOS es constitutiva y su actividad también es

dependiente de calcio-calmodulina. Por último, la ¡NOS es una proteína

identificada inicialmente en macrófagos cuyo gen reside en el cromosoma l7. Es

una proteína citosólica que posee un dominio similar a la calmodulina y se

caracteriza por poseer una actividad independiente de calcio (Bredt & Snyder,

1990; Bredt ef a/., 1991; Garthwaite ef a/., 1988; Ignarro ef a/., 1987; Knowles

ef a/., 1989; Leone ef a/., 1991; Lyonsef a/., 1992; Palacios ef a/., 1989; Palmer

ef a/., 1987; Stuehr & Griffith, 1992; Tayeh & Marletta, 1989). Recientemente se

ha caracterizado un nuevo miembro de la familia de las NOS llamada NOS

mitocondrial (thOS) en base a que fue descubierta en mitocondrias de hígado

de rata (Giulivi ef a/., 1998; Tatoyan & Giulivi, 1998). Esta nueva isoforma de

130 kDa es reconocida por anticuerpos anti-¡NOS pero a diferencia de esta

Última,su actividad es dependiente de calcio (Tatoyan & Giulivi, 1998).

A pesar de que en un principio parecía existir una expresión de las

isoformas específica del teiido, en la actualidad esta completamente demostrada

la localización de mós de una ¡soforma en un mismo teiido e incluso en un mismo

tipo celular (Alderton ef a/., 2001).

La NOS utiliza la L-arginina como sustrato produciendo cantidades

equimolares de NO y L-citrulina. Esta reacción ocurre en presencia de NADPH,

calmodulina y de cuatro cofactores/coenzímas: tetrahidrobiopterina (BH4),FMN,

FAD y hemo protoporfirina IX(Kn0wles ef a/., 1989; Palacios ef a/., 1989; Tayeh

& Marletta, 1989). Se ha demostrado que el 02 molecular es sustrato para la

reacción de síntesis del NO, siendo incorporado tanto al NO como a la L­

citrulina (Leone ef a/., 1991) por medio de una reacción que se da en dos pasos

de monooxigenación (Stuehr & Griffith, 1992) (Fig. l). Una vez sintetizado, el NO

difunde libremente con una vida media de 4 seg y una constante de difusión de

2300 pmz/seg. Estos valores dan como resultado una distancia de difusión
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estimada en 90 um aproximadamente, con lo cual puede decirse que el NO es

capaz de eiercer sus acciones tanto sobre la célula generadora de NO como

sobre las células vecinas (Kasai & Petersen, 1994).

HzN ®NH2 HZN N-OH HZN o

Tlf l NADPH \NH( 0.5NADPH Tlf

í on °”=°
¡Si coá3 “Él co? ¡81 coc?)

L-arginina N‘°-hidroxiarginina L-ciu'ulina óxido nítrico

Fig. l. Biosíntesis del NO.

Acciones del NO

En la actualidad, el volumen de las investigaciones relacionadas con el

NO, aproximadamente 5000 trabaios por año, supero ampliamente la capacidad

de lectura de un investigador. Sin embargo, y en base a las excelentes revisiones

bibliográficas existentes, es posible tener una idea bastante clara de las acciones

mós importantes del NO a nivel molecular, bioquímico, celular y fisiológico. Entre

las funciones biológicas mós conocidas en las cuales esta implicado el NO se

encuentran: génesis y metabolismo de células musculares, respuesta inmune,

inflamación, oncogénesís, angiogénesis, vasodilatación, regulación hormonal,

apoptosis, y regulación de las funciones neuronal, renal, ósea, gastrointestinal,

pancreático, uterina y del espermatozoide (Bogdan, 2001; Cameron & Campbell,

1998; Das, 2002; Herrero & Gagnon, 2001; Hintze,2001; Jaiswal ef a/., 2001;

Kim ef a/., 2001; Moncada ef a/., 1991; Pallone & Maison, 2002; Prast &
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Philippu, 200]; Stamler & Meissner, 2001; Van’t Hof & Ralston, 2001; Yago ef

a/., 2001; Zíche & Morbídelli, 2000). En los diferentes sistemas celulares, el NO

puede eiercer sus efectos a través de la modificación de un gran número de

componentes tanto organicos como inorgánicos, ya sea en Ia propia célula como

en el medio extracelular, lo cual denota una gran variedad de mecanismos de

acción.

Mecanismos de acción del NO

Las vías de señales intracelulares por las cuales el NO afecta las

diferentes funciones de una célula son extremadamente compleias, lo cual

dificulta el estudio y la identificación de una vía específica como mediadora de

una respuesta biológica determinada ante un estímulo con NO. En principio, las

acciones del NO son dependientes de la concentración y del tiempo de

exposición al NO, así como también del microentorno subcelular y del estado de

óxido-reducción (redox) de la célula. Básicamente, existen dos formas de acción

del NO en los sistemas biológicos: una acción directa del NO sobre distintas

biomoléculas tales como proteínas, lípidos y ócidos nucleicos y una acción

indirecta, en la cual el NO reacciona con otras especies reactivas tanto del

oxígeno como del nitrógeno, para dar lugar a nuevas especies reactivas que a su

vez actuarón directamente sobre los distintos componentes celulares (Fig2).

Entre las reacciones NO-proteína, quizas la mas relevante en cuanto a

implicancias fisiológicas en distintos teiidos sea la activación de la guanilil ciclasa

soluble (Ignarro, 1989, 1992). La guanilil ciclasa soluble es una enzima

heterodimérica que cataliza la síntesis de guanosina 3’,5’-monofosfato cíclico

(CGMP) utilizando como sustrato la guanosina 5'-trifosfato (GTP) (Drewett &

Garbers, 1994). El NO, en concentraciones submicromolares, puede activar la

guanilil ciclasa soluble actuando directamente sobre el grupo hemo de la enzima

(Ignarro, 1991). Dicha activación produce un fuerte aumento de la concentración

intracelular de cGMP el que a su vez es capaz de inducir la activación o inhibición

de un amplio número de proteínas como las proteínas kinasas dependientes de
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cGMP (PKG) tipos l y |l (Smolenski ef a/., 1988), las fosfodiesterasas (PDE)

reguladas por nucleótidos cíclicos (Beavo, 1995) y los canales iónicos activados

por nucleótidos cíclicos (Yau, 1994; Zagotta & Siegelbaum, 1996).

Asimismo, el NO puede modificar la actividad de otras proteínas que

contengan grupos hemo tales como las propias NOS, las ciclooxigenasas (COX),

la indolamína 2,3-dioxigenasa, la catalasa, las peroxidasas y las citocromo P-450

(Cooper, 1999; Goodwin ef a/., 1999; Nathan, l992; Santolini ef a/., 2001;

Tsai, 1994). Las prostaglandina H sintasas, clásicamente llamadas

ciclooxigenasas (COX, PGH sintasa) son una familia de proteínas integrada por

dos isoformas las cuales contienen un grupo hemo necesario para su actividad

enzimática. Estas enzimas catalizan la conversión del ócido araquidónico a

prostaglandina H (PGHQ)y este proceso ocurre debido a las dos actividades

enzimóticas que poseen las PGH sintasas, una actividad ciclooxigenasa y una

actividad peroxidasa (Smith el a/., l99ó). A partir de la PGH2 pueden ser

sintetizados hasta 32 prostanoides diferentes en donde estan incluidas las

prostaglandinas, las prostaciclinas y los tromboxanos. El paso limitante para la

síntesis de los diferentes prostanoides es, ¡ustamente, la conversión de ócido

araquidónico a PGH2 por parte de las COX (Smith ef a/., 1996,- Thuresson ef a/.,

2001).

El NO puede interactuar de varias maneras con las COX, bien formando

un compleio Fe-nitrosilo, modificando el radical tirosilo del sitio activo de la

enzima o interrumpiendo la formación de radicales lipídicos, lo cual deriva en una

inhibición de la enzima; o bien actuando como un sustrato reductor de

peroxidasa, lo que lleva a una activación de Ia misma (Curtis el a/., 1996;

Goodwin ef a/., l998; Gunther ef a/., 1997; O’Donnell & Freeman, 200]; Tsai

el a/., 1994). Aunque existe cierta evidencia indicando que la PGH sintasa

purificada puede ser inhibida por el NO (Curtis ef a/., 1996), la mayor parte de

los trabaios proponen un efecto estimulatorio del NO sobre esta enzima, tanto en

sistemas libres de células como en cultivos celulares (Davidge ef a/., 1995;

Maccarrone ef a/., 1997; Salvemini ef a/., 1993 y l99ó).
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El NO puede modificar también la actividad de proteínas que contengan

atomos de hierro (no hemo) como las lipooxigenasas (LOX)o compleios con Cu2’

como la cis-aconitasa y los compleios mitocondriales l y ll (Cooper, 1999;

Nathan, 1992; Nícholls & Budd, 2000; O’Donnell & Freeman, 2001). Las LOX

forman una familia de proteínas que contienen un átomo de hierro -no hemo- en

su sitio activo y comprende tres isoformas: la 5-, la 12- y la lS-LOX (Kühn &

Thiele, l995; Peters-Golden, l998; Radmark, 2000; Yoshimoto & Yamamoto,

1995). Estas enzimas catalizan la dioxigenación de ócidos grasos polienoicos a

sus correspondientes compuestos hidroperoxidados (Kühn & Thiele, 1995;

Samuelsson ef a/., 1987). Ha sido demostrado que el NO puede inhibir la LOX

de soia (Maccarrone ef a/., 1996), la lS-LOX de coneio y humano (Holzhütter ef

a/., i997; O’Donnell ef a/., i999), así como también la l2-LOX de plaquetas

humanas (Nakatsuka & Osawa, 1994). Se ha postulado que la inhibición de la

LOXpor el NO sería el resultado de Ia formación de un compleio Fe-nitrosilo con

la enzima en estado terroso. Sin embargo, la reacción con el centro metalico

solamente puede ocurrir a concentraciones muy altas de NO, lo cual parece

improbable en condiciones fisiológicas (Galpin et a/., i978; Nelson, 1987;

Rubbo el a/., 1995; Salerno & Siedow, 1979). Por otro lado, se ha sugerido que

Ia inhibición de las LOXpor el NO sería el resultado de una reacción entre el NO

y el radical Iipídico peroxilado unido a Ia enzima, evento que tendría lugar a

concentraciones nanomolares de NO (O’Donnell ef a/., 1999).

Ademas de la acción del NO sobre los metales necesarios para la

funcionalidad de diversas enzimas, este radical también puede interaccionar

directamente sobre ciertos aminoácidos de las proteínas, produciendo eventos de

nitrosilación y, de esta manera, modificar la actividad biológica de numerosas

proteínas (Stamler ef a/., 1992 b; Stamler, 1994).

Por otro lado, el NO puede reaccionar directamente con el DNA

produciendo desaminaciones (De Roias-Walkers et a/., i995) o ataques a

secuencias GC (Sugíura & Matsumoto, i995), lo cual conlleva a Ia ruptura de las

cadenas de DNA.
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Por último, el NO puede interaccionar con otros radicales libres como el

anión superóxido, generando otras formas de especies reactivas del nitrógeno

como los peroxinitritos y de esta manera indirecta producir modificaciones en las

proteínas, los lípidos y el DNA (Dróge, 2002).

Hemoproteínas Nitrosilación de proteínas
guanilil ciclasa soluble receptor tipo NMDA

óxido nítrico sintasa glutation
ciclooxigenasa neurolilamentos

indolamina 2,3-dioxigenasa caspasas
catalasa proteinas G

peroxidasas canales iónicos
citocromo P-450

compleio mitocondrial lV

Ruptura del DNA ADP ribosilación
desaminacióndebases <- N O —> GAPDH
acción sobre sitios GC proteínas G

/
Enzimas que contienen metales

(grupos no hemo)
li ooxí enasa . . .p g |nteraccnón con radicales libres
cís-aconitasa No + 02_ _> ONOO_compleio mítocondrial l

compleio mitocondrial II

Fig. 2. Acciones del NO.
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2. NO y muerte celular

Existen diversos estímulos del proceso de muerte celular programada

entre los que se encuentran la falta de factores de crecimiento, la exposición a

radiaciones UV, factores proteicos extracelulares que activan receptores de

muerte y los radicales libres. Entre los radicales libres, el NO ha sido

extensivamente estudiado dado que las enzimas que intervienen en su síntesis

estón ampliamente distribuidas en numerosos teiidos y a que el NO es generado

en altos concentraciones en diversos procesos fisiológicos y fisíopatológicos, tales

como los procesos inflamatorios, lo respuesta a agentes tóxicos, la muerte celular

y el cóncer (Dimmeler & Zeiher, 2000).

Muerte celular

En los organismos unicelulares, el "suicidio" celular puede ser usado

como un mecanismo de defensa para la preservación de las poblaciones

celulares frente a diferentes agresiones del entorno tales como patógenos virales

o insuficiencia de nutrientes, asegurando de esta manera la supervivencia de unas

pocas células con el fin de propagar el genoma (Engelberg-Kulka & Glaser,

1999; Fróhlich & Madeo, 2000; Matsuyama ef a/., 1999). En los organismos

multicelulares compleios, el suicidio celular es usado en forma generalizada en

procesos de desarrollo, reproducción y defensa contra patógenos. Por eiemplo,

las plantas poseen mecanismos de suicidio celular que participan en procesos

tales como la repuesta a patógenos, la senescencia de hoias, la elongación de

raíces y la germinación (Beers, 1997). Del mismo modo, en el reino animal el

suicidio celular es utilizado para numerosos procesos tales como la metamorfosis

de insectos y anfibios, la formación de los dedos en las extremidades durante el

desarrollo de mamíferos y la eliminación de los linfocitos autorreactivos durante la

maduración del sistema inmune (Ellis ef a/., 199]; Miller & Marx, 1998). El

suicidio celular, denominado generalmente apoptosis, muerte celular programada

o fisiológica, también ¡uega un papel fundamental durante el desarrollo y el
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recambio de células en los teiidos y en la prevención de procesos proliferativos

descontrolados (Miller & Marx, 1998). Sin embargo, una inducción excesiva de

muerte celular también puede contribuir en el desarrollo de varios desórdenes

patofisiológicos como la enfermedad de Parkinson (Miller & Marx, 1998;

Przedborski ef a/., 1996).

Apoptosis

Desde un punto de vista clósico, la muerte celular puede ser clasificada

en dos tipos de procesos, el necrótico y el apoptótico. La necrosis está

caracterizada por la ruptura de la homeostasis celular, la depleción energética, la

hinchazón de las organelas y el desencadenamiento de procesos catalíticos

aleatorios (Buia ef a/., 1993). Estos eventos culminan con la disgregación de las

membranas celulares y la liberación del contenido celular al entorno, lo cual

desencadena procesos inflamatorios (Buia ef a/., 1993).

La apoptosis, en cambio, es una forma activa de muerte celular

caracterizada por un coniunto de cambios morfológicos y ultraestructurales que

incluyen: una disminución del volumen celular, la formación de ampollas de

membrana plasmática, la condensación cromatíníca, la fragmentación del DNA, y

la disgregación de la célula en pequeños fragmentos rodeados de membrana

plasmática llamados cuerpos apoptóticos. La fogocitosis subsiguiente de estos

últimos por las células adyacentes evita que se desencadene una respuesta

inflamatoria local (Kerr ef a/., 1972; Wyllie ef a/., 1980).

Gracias en buena parte a los estudios genéticos realizados en el

nematode Caenorabd/Y/Lse/egans, se han develado gran parte de los mecanismos

celulares y moleculares que subyacen a dichos cambios morfológicos y

ultraestructurales en eucariotas (Fig. 3) (Vaux & Korsmeyer, 1999). En la

actualidad se acepta que los diversos estímulos proapoptótícos convergen en una

vía apoptótico común que consta básicamente de un coniunto de proteínas

efectoras llamadas caspasas (Thornberry & Lazebník, 1998). Las caspasas forman

una familia de proteínas altamente conservada que hasta el momento, en
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mamíferos, cuenta con 13 miembros conocidos (l'hornberry & Lazebnik, 1998).

Estas cisteína proteasas (30-50 kDa) se caracterizan por estar presentes en las

células en forma de proenzimas inactivas que deben ser procesadas

proteolíticamente para pasar al estado activo. Las capasas activas estan formadas

por heterodímeros y dos de estos heterodímeros se unen entre sí para trabaiar en

forma de tetrómeros, presentando dos sitios catalíticos que parecen actuar en

forma independiente (Walker ef a/., i994; Wilson ef a/., 1994).

Frente a una señal proteica proapoptótíca extracelular, como por

eiemplo Fas-L, Ia activación del receptor de muerte específico (Fas/APO-l/CD95)

promueve el reclutamiento de un coniunto de factores proteicos que conformarán

el compleio de señal inductor de muerte (DISC). Dentro de este compleio se

encuentran factores que contienen los llamados dominios de muerte los que a su

IIIvez reclutan procaspasa-8 que, según e modelo de proximidad”, al encontrarse

en alta concentración local se autoprocesan y autoactivan. La caspasa-8

activada, por su parte cliva a Ia procaspasa-3, la cual se comporta como

molécula efectora, desencadenando los cambios morfológicos y ultraestructurales

propios de la muerte celular programada (Thornberry & Lazebnik, 1998; Waiant,

2002i

Además de las proteínas efectoras, la vía apoptótica consta de moléculas

adaptadoras como el factor activador de apoptosís-l (Apaf-l) y moléculas

reguladoras como las proteínas pro o antiapoptóticas pertenecientes a la familia

BCI-2, los inhibidores de apoptosís (lAPs), el factor inductor de apoptosís (AIF),el

cítocromo c y Ia proteína Smac/DIABLO (Adams & Cory, 1998; Du ef a/., 2000;

Green & Reed, 1998; Salvesen & Duckett, 2002; Verhagen ef a/., 2000). En este

íntrincado pero bien organizado sistema, Ia mitocondría puede comportarse

como un integrador de Ia maquinaria de muerte celular. En respuesta a múltiples

señales apoptóticas, la permeabilidad de Ia membrana mitocondrial externa

aumenta, liberandose al citosol varios factores que cumplen un papel importante

en Ia activación de proteínas efectoras del proceso apoptótico (Brenner &

Kroemer, 2000; Green & Reed, 1998; Finkel, 200] ).
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FAS-L/ TNF quimioterapia / UV
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caspasa-8

vía dependiente vía independiente
de caspasas o de caspasas

0° DE}citocromoc<— Ef: Do—> A“:
i “¿De 0° o noApaf-i \
i ROS

8 Smac/DIABLO

wfispasafx J­
Gi-—————-—

caspasa-3

peroxidación lipídica i’

sustratos apoptóticos degradación del DNA

¿»q-11,4WN.

muerte celular

Fig. 3. Vías de señales apoptóticas en células de mamíferos. Fas-L,ligando

de FAS; TNF, factor de necrosis tumoral; FADD, factor asociado a dominios de

muerte; AIF, factor inductor de apoptosis; Apaf-i , factor activador de apoptsis

tipo i; lAPs, inhibidores de apoptosis; ROS, especies reactivos del oxígeno; UV,

radiación ultravioleta; smac/DIABLO, segundo activador de caspasas derivado de

mitocondria/proteína que se une directamente a los ¡AP con baio punto

isoeléctrico; Bid/Bax/Bak y Bcl-2/Bci-XL,proteínas pro y antiapoptóticas de ia

familia BCI-2.
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La familia Bel-2 consta de al menos 15 miembros con características pro

y antíapoptóticas. Ambos tipos de miembros tienen la capacidad de formar

heterodímeros y de esta manera los estímulos pro y antiapoptóticos parecen

contrabalancearse, sugiriendo que la concentración relativa de ambos grupos

estaría determinando la vida o la muerte de la célula (Adams & Cory, 1998).

Cuando un miembro proapoptótico de la familia BCI-2como las proteínas Bax o

Bak se transloca a la mitocondria, se produce un aumento de la permeabilidad de

la membrana mitocondrial externa, con la consiguiente liberación de citocromo c

y otros factores mitocondriales localizados normalmente en el espacio

intermembranoso (Finkel, 200]). Una vez en el citosol, el citocromo c se puede

unir al Apaf-l , que en presencia de dATPo ATPforma una estructura olígomérica

denominada "apoptosoma". El apoptosoma tiene la capacidad de reclutar y

activar a la procaspasa-9, la cual a su vez puede clívar y activar a caspasas

efectoras como la caspasa-3 (Thornberry & Lazebnik, 1998).

A pesar del papel esencial de las caspasas en la eiecución final de la

apoptosis, los ratones deficientes en una o varias caspasas muestran alteraciones

sólo en algunos teiidos y no son letales tempranos como se hubiese esperado

(Zheng el a/., 1999). En estos ratones, la falta de actividad de un tipo de caspasa

podría ser compensada por la actividad de otro miembro de la familia. Otra

explicación posible es la existencia de vías apoptóticas alternativas independientes

de caspasas. En este sentido, hace pocos años el grupo de Kromer identificó la

proteína mitocondrial llamada AlF que es capaz de inducir fragmentación del

DNA, condensación nuclear, disipación del potencial transmembrana

mitocondrial y exposición de fosfatidilserinas hacia la cara externa de la

membrana plasmótica, cuya acción no es modificada por inhibidores de caspasas

(Susin ef a/., 1999).

En la actualidad, es posible tener una visión bastante integral del cuadro

del proceso apoptótico en mamíferos. Sin embargo, dada la cantidad de factores

involucrados y que no siempre existe una misma secuencia temporal de activación

de las cascadas de señales en los distintos tipos celulares, resulta difícilpredecir la
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participación de una vía apoptótica en un tipo celular no caracterizado con

anterioridad. Mas aún, la ausencia en algunos casos de uno o más de los eventos

característicos descriptos en el proceso de muerte celular programada, demuestra

que ninguno de los procesos conocidos hasta el momento logra definir

completamente el proceso apoptótico. En las investigaciones actuales, una vez

demostrada la existencia de muerte celular con características morfológicas

propias de la apoptosís, queda por determinar la participación (o no) de alguna

de las vías descriptas, sin poder afirmar apr/or/cual de ellas estaró involucrada.

Mecanismos de ación del NO en el proceso de muerte celular

La importancia de la citotoxicidad mediada por el NO ha sido tenida en

cuenta desde el mismo momento en que la vía L-arginina/NOl fuera descripta en

macrófagos (Hibbs ef a/., 1987). La capacidad del NO para inducir apoptosís fue

descripta por primera vez por Albina el a/. en 1993, quienes demostraron que el

NO provocaba muerte celular programada en macrófagos. En trabaios

subsiguientes, se observó que existían varios tipos celulares especialmente

sensibles a la acción del NO, tales como los timocitos, las células de los islotes

pancreáticos y ciertas neuronas (Fehsel ef a/., 1995; Heneka ef a/., 1998;

McDaniel ef a/., 1997).

Después de los primeros trabaios en los que se demostrara su acción

citotóxica, el NO fue aceptado como un potente inductor de la apoptosis. Sin

embargo en 1994, Mannik el a/. demostraron que la exposición a baias

concentraciones de NO inhibía la apoptosis de linfocitos B humanos. A partir de

este trabaio, se describieron acciones antiapoptótícas del NO en diversos tipos

celulares tales como eosinófilos, hepatocitos y células endoteliales (Dimmeler el

a/., 19970; Hebestreit el a/., 1998; Kimef a/., 1997).

Actualmente, los mecanismos por los cuales el NO eierce sus efectos, ya

sea pro o antiapoptótíco, no estan del todo esclarecidos y su comprensión se

dificulta aun mós si se observa que dependiendo de la concentración y el tiempo

de exposición, el NO puede pasar de tener un efecto cítoprotector a uno
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citotóxico en el mismo tipo celular (Beltram ef a/., 2000; Chung et a|., 2001;

Shen ef a/., 1998).

A pesar de que el NO eierce muchos de SUSefectos a través de Ia

activación de la guanilíl ciclasa soluble, esta vía parece no estar involucrada en el

proceso de muerte celular programada (Brüne ef a/., 1996). El NO puede e¡ercer

su efecto proapoptótico estimulando las vías de señales apoptóticas a distintos

niveles. Puede provocar Ia fosforilación y acumulación de Ia proteína p53, bien

por Ia vía de las kinasas activadas por DNA dañado, por inhibición de

proteasomas o bien a través de MAP kinasas (Messmer & Brüne, 1996; Moriya ef

a/., 2000). La manera en que el p53 puede inducir apoptosis no esta del todo

clara, pero involucra mecanismos dependientes e independientes de la

transcripción. En el primer caso, la p53 puede inducir Ia expresión de proteínas

proapoptóticas (Bax, Bak, Noxa). La vía independiente de la transcripción,

involucra la relocalización de p53 en la mitocondria o Ia activación de caspasa-8

por un mecanismo independiente del factor asociado a los dominios de muerte

(FADD) (Ding ef a/., 2000; Moll & Zaika, 2001). Asimismo, el NO es capaz de

inducir Ia transcripción de Ia proteína proapoptótica Bax y Ia represión de Ia

antiapoptótica BCI-2(Messmer ef a/., 1996; Nishio and Watanabe, 1998). En el

mismo sentido, Ia p38 MAP kinasa parece estar mediando el efecto citotóxico del

NO en neuronas al inducir Ia translocación de Ia proteína Bax a la membrana

mitocondrial (Ghatan ef a/., 2000). Además, el NO puede provocar daños en el

DNA bien por su acción directa o a través de los peroxinitrítos (Burney el a/.,

1998; De Roias-Walkers el a/., 1995; Nguyen ef a/., 1992; Sugiura &

Matsumoto, 1995).

En varios estudios se demostró que el NO puede inducir citotoxícídad

produciendo un aumento de Ia permeabilidad de transición de la membrana

mitocondrial (Balakirev ef a/., 1997; Borutaite ef a/., 2000; Hortelano ef a/.,

1997). Dicho aumento de Ia permeabilidad de transición disipa la fuerza protón

motriz, produciendo el desacople de Ia fosforilación oxidativa y la reversión de Ia

actividad de Ia ATP sintasa, la cual en estas condiciones puede hidrolizar ATP.
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Ademas, el aumento de la permeabilidad de transición de Ia membrana

mitocondrial produce un rópido aumento del volumen mitocondrial con Ia

consiguiente potencial ruptura de la membrana mitocondrial externa y liberación

de citocromo c y otros factores proapoptóticos mitocondriales como AIF o

Smac/DIABLO (Chai ef a/., 2000; Daugas el a/., 2000). De manera general, el

NO parece inducir el aumento de Ia permeabilidad de transición de la membrana

mitocondrial indirectamente a través de peroxinitritos, S-nitrosotioles, N02 y/o

N203 y este efecto puede ser bloqueado por cíclosporina A, un inhibidor del poro

de transición de Ia permeabilidad de membrana mitocondrial (Borutaite ef a/.,

2000; Bosca & Hortelano, 1999; Moriya ef a/., 2000; Yabuli ef a/., 1999).

Por otro lado, el NO posee efectos antiapoptóticos que pueden ser

llevados a cabo tanto por una acción a nivel de inducción e inhibición génica

como a nivel postranscripcional. Ha sido demostrado que el NO induce la

transcripción de proteínas antiapoptóticas tales como Ia proteína de shock térmico

(Hsp70) y BCI-2en varios tipos celulares (Genaro ef a/., 1995; Kim ef a/., 1997).

El NO puede aumentar Ia expresión de proteínas que tienen un papel

citoprotector como Ia hemoproteina-l y la ferritina (Juckett ef a/., 1995; Kim ef

a/., 1995; Motterlini el a/., 1996). Se ha sugerido que dependiendo del tipo

celular, el efecto antiapoptótico del NO puede llevarse a cabo de forma

dependiente (Genaro ef a/., 1995; Kim ef a/., 1997) o independiente de la

guanilil ciclasa soluble (Dimmeler ef a/., l997a,b y 1998; Mannick ef a/., 1994 y

1997).

Ademós, se ha demostrado que el NO inhibe Ia activación de caspasas

inducida por distintos estímulos tales como el factor de necrosis tumoral tipo 0L

(TNF-a), ‘Iaactivación del receptor de Fas, Ia falta de factores de crecimiento, las

especies reactivos del oxígeno o la angíotensina II (Dimmeler ef a/., l997a,b;

Haendeler el a/., 1997; Hermann el a/., 1997; Melino el a/., 1997). Esta

inhibición resulta de la S-nítrosilación por parte del NO de Ia cisteína del sitio

activo de las caspasas (Dimmeler ef a/., 19970 y 1998; Haendeler ef a/., 1997; Li

ef a/., 1997; Mannik efa/., 1997).
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Fig. 4. NO y apoptosis. Fas-L, ligando cle FAS; TNF, factor cle necrosis tumoral;

FADD, factor asociado a dominios de muerte; AIF, factor inductor de apoptosis;
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une directamente a los IAP con baio punto isoeléctrico; Hsp70, proteína de shock
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3. La adenohipófisis

La adenohipófisis es una glándula situada baio el piso del diencéfalo,

que se encuentra en íntima relación con el hipotalamo (Page, 1994). En su

coniunto, la adenohipófisis presenta una composición celular heterogénea en la

que se pueden identificar varios tipos de células epiteliales que pueden ser

clasificadas en células secretorias y no secretorias. En Ia adenohipófisis existen

cinco tipos de células secretorias caracterizadas de acuerdo al tipo de hormona

almacenada en sus grónulos de secreción, los lactotropos (prolactina), los

somatotropos (hormona de crecimiento, GH), los gonadotropos (hormona

estimulante de folículo, FSH y hormona luteinizante, LH), los corticotropos

(adrenocorticotrofina, ACTH) y los tirotropos (hormona estimulante de Ia tiroides,

TSH). Además, esta glóndula posee un tipo celular no secretor llamado célula

folículo estrellada (FSC, ¡nmunoreactiva para la proteína SlOO) que posee

uniones comunicantes con las células secretarias (Page, 1994).

Aunque muchos autores han dado a conocer la proporción de los

distintos tipos de células adenohipofisarias de la rata por métodos

inmunohistoquímicos (Childs ef a/., 1981; Dada ef a/., 1984; Oishi ef a/., 1993;

Phelps, 1986), los trabaios mas completos en los cuales se hace una evaluación

de todos los tipos celulares son los de Dada ef 0/. y Oishi ef a/. En ambos trabaios

los autores coinciden en el porcentaie de los distintos tipos celulares presentes en

ratas machos adultas ¡óvenes y en hembras.

En ratas machos, los porcentaies de células inmunopositivas para las

diferentes hormonas son, para prolactina: 50%, GH: 23%, LH: 5%, FSH: 4%,

ACTH: 3%, TSH: 2%, y para células ¡nmunonegativas (INC): 17%; y en hembras,

para prolactina: 52%, GH: 20%, LH: 6%, FSH: 4%, ACTH: 3%, TSH: 2%, y para

INC: 16% (Dada ef a/., 1984). Estos valores porcentuales para cada tipo celular

pueden variar en relación con la edad, el sexo y el estado fisiológico del animal

(Ahlbom ef a/., 1998; Hymer ef a/., 1970; Jahn ef a/., 1984; Kunert-Radek &

Pawlik0wski, 1975; Oishi ef a/., 1993; Steipen ef a/., 1987,- Takahashi ef a/.,
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1984; Takahashi, 1995). Asimismo, se ha demostrado que algunos tipos de

células secretorias adenohipofisarios pueden interconvertirse durante eventos tales

como la preñez o el comienzo o terminación del periodo de lactación (Boockfor

ef a/., l986; Porter ef a/., 1990).

Regulación de la secreción de hormonas adenohipofisarios

El proceso de secreción hormonal en la adenohipófisís ha sido

ampliamente estudiado desde principios del siglo pasado. De los cinco tipos de

células endocrinas que integran la adenohipófisis, cuatro de ellos responden a un

factor liberador específico proveniente del hipotólamo que actúa como

secretagogo y a la vez como factor trófico. La hormona liberadora de GH

(GHRH) es el regulador más importante de la fisiología de los somatotropos

(Mayo ef a/., 2000), la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) lo es para

los gonadotropos (Conn ef a/., 1987), la hormona liberadora de TSH (TRH)

eierce el mismo efecto sobre los tirotropos (Gershengorn, 1986) y el factor

liberador de corticotrofina (CRF)sobre los corticotropos (Turnbull & Rivier, 1997).

Por el contrario, los lactotropos son el único tipo celular adenohipofisario que no

posee un factor hipotalómico específico que se comporte como estimulador de la

secreción de prolactina y a la vez como factor trófico (Freeman ef a/., 2000).

Actividad secretorio del lactotropo

Cuando se evalúa la liberación de prolactina a nivel del lactotropo

aislado, el patrón de secreción hormonal muestra dimorfismo sexual. En general,

más de la mitad de los lactotropos provenientes de ratas hembras secretan

prolactina de manera continua, mientras que los provenientes de ratas machos

secretan prolactina de forma disc0ntinua o intermitente (Castaño & Frawley,

1995). Estos patrones de secreción espontáneos que se manifiestan en el

lactotropo aislado sufren modificaciones debido a factores estimulatorios e

inhibitorios provenientes de los demós tipos celulares adenohipofisarios (Lamberts

& MacLeod, 1990; Schwartz, 2000), del hipotólamo (Ben-Jonathan, 1985), de
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los teiidos periféricos (Neill, 1970; Neill ef a/., l97l; Terkel ef a/., 1972), así

como también a factores circadianos y ambientales (Bethea & Neill, l980).

La visión mas general y meior aceptada en la actualidad es que los

lactotropos poseen una actividad secretoria espontónea alta y que dicha

secreción se encuentra baio un control tónico predominantemente inhibitorio

eiercido por el hipotólamo. Este concepto se basa en que la desconexión

quirúrgica de la adenohipófisís y el hipotólamo medio basal conlleva a un

aumento paulatino de los niveles de prolactina plasmótica, los cuales llegan a un

plateau aproximadamente una semana después de la cirugía (Arimura ef a/.,

1972; Bishop ef a/., 1972; Kanematsu & Sawyer, 1973; Langer ef a/., 1973).

Ademas se ha observado que Ia tasa de secreción de prolactina es alta y

espontánea en la adenohipófisís transplantada a un sitio sin conexión neural o

vascular directa con el hipotólamo (baio la cópsula renal) (Everett, 1954, 1956) o

en las células adenohipofisarias en cultivo (Neill, 1980; Shaar & Clemens, 1974).

Durante los últimos años se ha hecho gran hincapié en el estudio de los

factores que regulan la secreción de prolactina provenientes tanto desde el

hipotólamo como de las propias células adenohipofisarias. Asimismo, se ha

profundizado el estudio de los mecanismos intracelulares activados por los

distintos factores, tanto estimulatorios como inhibitorios, y su relación con los

procesos de exocitosis hormonal y la homeostasis del calcio intracelular en células

adenohipofisarias (Freeman ef al. 2000).

Existe una gran variedad de factores estimulatorios de la secreción de

prolactina que actúan directamente sobre las células adenohipofisarias, los cuales

son sintetizados a nivel del hipotólamo, en la hipófisis misma o en teiidos

periféricos. Entre los mós estudiados podemos destacar: los estrógenos, TRH,

oxitocina, vasopresina, péptido intestinal vasoactivo (VIP),polipéptido activador de

la adenilil ciclasa de hipófisis (PACAP), péptido histidina-isoleucina (PHl),

angiotensina ll (Angll), sustancia P (SP), neurokínina A, neurotensina y péptido

liberador de prolactina (PrRP)(Freeman ef a/., 2000,- Kawamata el a/., 2000). Los

lactotropos expresan receptores específicos para estos factores estimulatorios, los
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cuales estón acoplados a distintas vías de segundos mensaieros que llevarón en

última instancia a un aumento de la concentración intracelular de calcio y de la

secreción de prolactina (Freeman ef a/., 2000).

La secreción de prolactina es un proceso dependiente de calcio. Existe

una serie de segundos mensaieros intracelulares que producen un aumento de la

concentración intracelular de este ¡ón en los lactotropos, entre los que podemos

encontrar la adenosina 3',5’-monofosfao cíclico (CAMP), el inositol 1,4,5­

trifosfato (|P3) y el ócido araquidónico y sus derivados (Fig 5) (Freeman ef a/.,

2000)

El CAMPes uno de los principales segundos mensaieros involucrados en

el efecto de los factores estimulatorios de la secreción de prolactina (Gourdii ef

a/., 1979; Sawangiaroen & Curlewis, 1994). Los niveles intracelulares de CAMP

estón determinados por la velocidad de síntesis, a cargo de las adenilíl ciclasas, y

por la de degradación, a cargo de la fosfodiesterasas (Beavo, 1995). Losfactores

que estimulan la secreción de prolactina a través del CAMP, como el VIP y el

PACAP,activan sus receptores específicos de membrana plasmática acoplados a

proteínas G estímulatorias, las cuales inducen un aumento de la actividad de la

adenilíl ciclasa (Rawlings& Hezareh, 1996).

Existen también segundos mensaieros que se generan a partir de

precursores lipídicos presentes en la membrana plasmótica como el ócído

araquidónico y el |P3, los cuales estimulan fuertemente Ia secreción de prolactina

en la adenohipófisis (Canonico & MacLeod, 1986; Conte ef a/., 1986; Koike el

a/., 1985,- Roudbaraki ef a/., 1995). Entre los factores estimulatorios de la

liberación de prolactina que inducen un aumento en la producción de estos

mensaieros podemos encontrar a la Angll, Ia TRH, la neurotensina y Ia sustancia P

(Canónico & MacLeod, 1986; Mau el a/., 1990,- Ross ef a/., 1988; Viiayan &

McCann, 1979).

El ócido araquidónico es generado por la acción de las fosfolipasas AQ

(PLA?)las cuales se activan frente a un aumento del calcio intracelular y la acción

de las MAP kinasas (Clark ef a/., 1991,- Leslie, 1997; Lin ef a/., 1993; Murakami
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ef a/., 1999). Este acido graso polinsaturado puede ser metabolizado

principalmente por tres familias de enzimas: las PGH sintasas, las LOX y las

citocromo P-450. Las PGH sintasas sintetizan las prostaglandinas, prostaciclinas y

tromboxanos; las LOX producen los acidos hidroxieicosatetraenoicos (HETE)y

leucotrienos; y las citocromo P-45O generan los acidos epoxieicosatrienoicos

(EET) (Chacos et a/., 1982; Kühn & Thiele, 1995; Peters-Golden, 1998;

Radmark, 2000; Smith ef a/., 1996; Thuresson ef a/., 2001,- Yoshimoto &

Yamamoto, 1995). El ócido araquidónico es un potente estimulador de la

secreción de prolactina que ejerce su efecto fundamentalmente a través de

metabolitos de la vía de las LOX (Conte ef a/., 1986; Judd el a/., 1988; Koike ef

a/., 1985), siendo el 5-HETE su principal mediador (Koike ef a/., 1985). Ha sido

demostrado que tanto el ócido araquidónico como el 5-HETE producen un

aumento de la concentración intracelular de calcio en células GH3

(somatolactotropos) que se correlaciona con una mayor actividad secretoria de

las mismas (Camoratto & Grandison, 1985; Vacher ef a/., 1992).

El IP3es producido a partir del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIPZ)por la

acción de las fosfolipasas C (PLC)y dicha reacción produce, ademas, cantidades

equimolares de diacilglícerol (Woodcock, 1997). En la adenohipófisis, los

factores que inducen un aumento en la producción de IP3como |a Angll, la TRHy

la sustancia P activan receptores de membrana acoplados a proteínas G del tipo

q/ll las cuales estimulan a la PLC del tipo B (Exton, l994). El IP3 liberado al

citosol se puede unir a sus receptores localizados en la membrana del retículo

endoplósmico produciendo la liberación de calcio desde dicho depósito

intracelular (Woodcock, 1997; Taylor, 1998). El aumento de Ia concentración

intracelular de calcio inducido por el IP3y la producción de diacilglícerol desde la

membrana plasmática son un fuerte estímulo para la actividad de la proteína

kinasa C (Woodcock, 1997). Esta enzima fosforila canales de calcio dependientes

de voltaie que produce un aumento de la entrada de calcio desde el medio

extracelular, contribuyendo de esta manera al proceso de secreción de prolactina

(Fomina & Levitan, 1995).
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Fig 5 Segundos mensaieros y secreción de prolactina. 5-HETE,óciclo 5­

hidroxieicosatetraenoico; AA, ácido araquiclóníco; AC, adenilil ciclasa; Angll,

angiotensina ll; CAMP,adenosina 3',5'-monofoslato cíclico; CGMP, guanosina 3',5'­

monotosfato cíclico; GC, guanilíl ciclasa soluble; Gq/l l/s/i, proteínas G

heterotriméricas de tipo q/l l/estimuladora o inhibitoria; GTP, guanosina 5'-tritosfato;

IP3, inositol l,4,5-tritostato; |P3-R, receptor de IP3; LOX, lipooxigenasa; PACAP,

polipéptido activador de la adenilil ciclasa de hipófísis; PDE2, tosfodiesterasa tipo 2;

PIPZ,fosfaticlilinositol 4,5-bifosfato; PLAZ,fosfolipasa tipo A2; PLC, loslolipasa tipo C; SP,

sustancia P; TRH, hormona liberadora de tírotrotina; VIP, péptido intestinal vasoactivo;

VGCC, canales de calcio dependientes de voltaie.
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Por otro lado, entre los factores inhibitorios mós imponentes de la

secreción de prolactina podemos encontrar a la dopamina, el ócido y

aminobutírico (GABA), la propia prolactina, la acetiIcoIina, la somatostatina y el

NO (Freeman ef a/., 2000). La dopamina producida por las neuronas

hipotalómicas es el principal factor inhibitorio que eierce su acción directamente a

nivel del lactotropo a través de la activación de su receptor específico del tipo D2

(Ben-Jonathan & Hnasko, 2001). Dicho receptor esta acoplado a una proteína G

inhibitoria que produce una disminución de la actividad de la adenilil ciclasa, de

la PLC e induce hiperpolarización, lo que conlleva a una disminución de los

niveles ¡ntracelulares de CAMP, de |P3, de calcio y, por consiguiente, de la

secreción de prolactina (Ben-Jonathan & Hnasko, 2001). No todo el efecto tónico

inhibitorio del hipotólamo sobre la secreción de prolactina es eiercido por la

dopamina, sino que el GABA también se comporta como otro componente

importante de dicho efecto (Matsushita ef a/., 1983; Racagni ef a/., 1979). El

mecanismo de acción del GABA parece involucrar a dos tipos de receptores,

GABAA y GABAB, los Cuales estón acoplados a distintas vías de segundos

mensaieros (Apud ef a/., 1989; Lux-Lantosef a/., 1992).

Control de la población celular adenohipofisaria

En la adenohipófisis de la rata adulta, los distintos tipos celulares

diferenciados se comportan como poblaciones celulares dinámicas. Al contrario

de lo que había descripto Hunt en 1943, la adenohipófisis parece tener una

actividad mitótica alta. Teniendo en cuenta este hecho, esta glóndula puede ser

considerada como una población celular en expansión (Mastro ef a/., 1969). En

condiciones normales, la adenohipófisis mantiene una renovación continua de

células y por ende un volumen constante, excepto durante la etapa de crecimiento

(Carbaio-Pérez & Watanabe, 1990; Nouét & Kuias, 1975; Sakuma ef a/., 1984;

Shirasawa & Yoshimura, 1982). En base a estudios mas recientes se pudo

demostrar que cada célula adenohipofisaria debe sufrir mitosis o morir una vez

cada 63 días, lo cual indica que se produce la renovación del 1.58% de la
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población celular adenohipofisaria cada día (Nolan ef a/., 1998). Por lo tanto, el

equilibrio de la población celular adenohipofisaría es un refleio del balance entre

los procesos de división celular, diferenciación, arresto del ciclo y apoptosis

(Candolfi ef a/., 2002, en prensa; Nolan ef a/., 1998, Pagotto ef a/., 1999). Las

células adenohipofisarias poseen una velocidad de proliferación variable y esta

variación está relacionada principalmente con el estado hormonal del animal

(Haggi ef a/., 1986; Nolan ef a/., 1998, Oishi ef a/., 1993; Yin& Arita, 2000).

Estó ampliamente aceptado que el mantenimiento/proliferación de cada

tipo celular en la adenohipófisis se encuentra baio la acción de factores

hipotalómicos, sistémicos e intrahipofisarios (Ben-Jonathan & Hnasko, 200];

Childs el a/., 1991; Gertz ef a/., 1987; Mayo ef a/., 2000; Ruvkun, 1992; Sakai

el a/., 1988; Wiklund ef a/., 1981). Se ha demostrado que el estímulo más

importante para la proliferación de los lactotropos tanto ¡n vivocomo ¡n vitro son

los estrógenos (Hoshi ef a/., 1996; Lieberman ef a/., 1982; Sarkar el a/., 1982;

Song ef a/. , 1989; Wiklund ef a/., 1981). Dicha estimulación parece depender de

varios factores intrahipofisarios tales como la galanina y la Angll (Shinkoi & Ooka,

1995; Wynick ef a/., l993). En el mismo sentido, la hormona tiroidea parece ser

esencial para la proliferación y diferenciación de los lactotropos (Stahl ef a/.,

l999). También factores hípotalómícos, como la TRH y el VIP, estimulan la

proliferación de los lactotropos (Hayashi & Sato, 1976; Prysor-Jones ef a/., 1989;

Stratmann el a/., 1973). Por último, existe una serie de factores intrahipofisarios

relacionados con los factores de crecimiento que pueden modular la proliferación

de los lactotropos, entre los que se encuentran: el factor de crecimiento

epidérmico (EGF), el factor de crecimiento similar a insulina del tipo l (IGF-l), el

factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor de crecimiento transformante tipos

alfa y beta (TGFa y B) y las moléculas de adhesión (N-CAM) ¡unto con los

componentes de la matriz extracelular (Borrelli ef a/., 1992; Geary ef a/., 1989;

Hayashi & Sato, l97ó; Hentges ef a/., 2000; McAndrew el a/., 1995; Missale ef

a/., 1995; Paez-Pereda ef a/., 2000; Tílemans el a/., 1993,- Yaiima Y & Saito,

1984). En cambio, la dopamina y su agonista -bromocriptina- inhiben la
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proliferación tanto de los lactotropos normales como de prolactinomas, ya sea en

animales experimentales o en humanos (Arita el a/., 1998; Bevan ef a/., 1992;

Lloyd ef a/., 1975; MacLeod & Lehmeyer, 1973).

Los somatotropos se encuentran principalmente baio la estimulación

proliferativa de la GHRH, la cual actúa por un mecanismo que involucra una

activación de la vía cAMP/PKAy las MAP kinasas (Mayo ef a/., 2000; Pombo ef

a/., 2000; Ruvkun, 1992; Zeitler & Siriwardana, 2000). El EGF también parece

comportarse como un estimulador de la proliferación de los somatotropos,

mientras que la somatostatina y la activina A actuarían como factores inhibidores

(Billestrupef a/., 1990; Roh et a/., 2001). La GnRH es la principal neurohomona

hipotalómica estimuladora de la proliferación de los gonadotropos (Childs &

Unabia, 2001; Sakai el a/., 1988). La activina A y el EGF también actúan como

estimuladores de la proliferación de este tipo celular (Childs & Unabia, 200];

Katayama ef a/., 1990), mientras que los estrógenos parecen actuar como

inhibidores (Inaue & Kurosumi, 198]). Los corticotropos se encuentran

principalmente baio la acción del CRF, el cual se comporta como un estimulador

de la proliferación de este tipo celular (Asa ef a/., 1992; Gulyas ef a/., 1991).

Asimismo, la proliferación de los corticotropos puede ser estimulada por el EGF

(Childs ef a/., 1995). Por otro lado la TRHy la proteína morfogenética de hueso

(BMP)inducen la proliferación de los tirotropos (Ericson ef a/., 1998; Quintanar­

Stephano & Valverde, 1997). El PACAP, ademas, estimula la proliferación de las

células folículo estrelladas (Matsumoto el a/., 1993). Por último, las citokinas

ejercen un fuerte papel modulador de la proliferación celular en la adenohipófisis

(Ray& Melmed, 1997). Tanto el factor inhibidor de leucemia (LIF)como el TNF-a,

la interleukina (lL)-2 y la lL-ó inhiben la proliferación de las células

adenohipofisarias, (Arztef a/.,l993; Stefana et a/., 1996; Theas ef a/., 2000).

Por otro lado, existen algunas evidencias sobre los factores que pueden

llegar a causar muerte celular en la adenohipófisis. Ha sido demostrado que la

terminación del periodo de lactación produce apoptosis en células

adenohipofisarias (Ahlbom ef a/., 1998; Haggi ef a/., 1986), aunque no se ha/n
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caracterizado el/los factor/es involucrado/s en dicho proceso a nivelde glándula.

Se ha demostrado que la bromocriptina provoca opoptosis en la línea GH3 por un

mecanismo que involucra la activación de p38 MAP kínasa y la disminución de la

expresión de BCI-2 (Kanasaki ef a/., 2000; Yin ef a/., 1999). Además, un

dominante negativo del receptor de estrógenos induce opoptosis en la línea

celular productora de prolactina GH4 (Lee et a/., 2001). Por otro lado, se ha

demostrado que el TNF-a actúa como un desencadenante del proceso

apoptótico y participa en la renovación celular adenohipofisaria durante el ciclo

estral de la rata (Candolfi ef a/., 2002, en prensa). Por último, se ha postulado

que un nuevo factor de transcripción aislado de cDNA de corticotropos, llamado

Zacl, podría ser un activador de apoptosís en la adenohipófisis (Pagotto ef a/.,

1999).

Si bien existe una gran cantidad de información concerniente a los

factores que regulan la proliferación celular, poco se conoce acerca del proceso

de muerte celular programada en la adenohipófisis. Las investigaciones tendientes

a caracterizar cuales son los factores que desencadenan el proceso apoptótico y

su relación con el control de la población adenohipofisaria necesitan ser

profundizadas.

4. Efectos del óxido nítrico sobre la adenohipófisis

Mediante técnicas inmunohistoquímicas y de hibridación ¡n situ, se ha

demostrado la existencia de los tres tipos de NOS en la glóndula hipófisis. La

nNOS es la ¡soforma predominante y estó localizada en gonadotropos y FSC

(Ceccatelli ef a/., 1993; Sagar & Ferreiro, 1987; Vincent & Kimura, 1992). La

eNOS se localiza en las células endoteliales de los vasos sanguíneos de la

glóndula (Okere el a/., 1998). También se ha demostrado que las FSC, en

condiciones de estimulación por citokinas, poseen la capacidad de expresar ¡NOS

(Vankelecom ef a/., 19970).
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Si bien en algunos sistemas, como el nervioso, el vascular y el muscular,

los efectos del NO han sido ampliamente estudiados, las acciones directas del

NO sobre los distintos tipos celulares de la adenohipófisis no estón todavía del

todo dilucidadas (Brann ef a/., 1997).

El NO se comporta como un regulador de la secreción de varias

hormonas adenohipofisarias y su efecto regulatorio parece depender de las

condiciones de experimentación y el sistema en estudio (¡n vivo, glóndula intacta,

cultivos primarios, líneas celulares). Entre los trabaios en los que se relevó Ia

respuesta secretaria de las células adenohipofisarias ¡n v/fro, Ceccatelli ef a/.

(1993) sugieren un efecto inhibitorio del NO sobre Ia secreción de LHestímulada

por GnRH. Con respecto a Ia secreción de GH, existen trabaios con resultados

opuestos que indican un efecto inhibitorio (Kato, 1992) o estimulatorio (Tena­

Sempere ef a/., 1996) del NO sobre el aumento de la secreción de GH inducido

por GHRH. En relación a Ia secreción de ACTH, no se observaron modificaciones

en la secreción de esta hormona por acción del NO en células adenohipofisarias

en cultivo (Hashimoto ef a/., 1995).

Por último y como antecedentes directos del presente trabaio, existen

varios estudios que le otorgan al NO la capacidad de estimular (Brunetti el a/.,

1995) o de inhibir (Duvilanskiel a/., 1995, 1996, 1998; Pu ef a/., 1999; Theas ef

a/., 2001 ; Vankelecom ef a/., 19970; Velardez ef a/., 2000) Ia secreción basal de

prolactina ¡n vitro. En 1995, Duvilanskí ef a/. demuestran por primera vez un

efecto inhibitorio específico del NO sobre la liberación basal de prolactina, sin

afectar la liberación basal de LH. Dicho efecto inhibitorio sería el resultado de Ia

acción paracrina del NO, dado que los lactotropos no expresan ninguna de las

¡soformas de la NOS (Vincent & Kimura, 1992; Ceccatelli ef a/., 1993; Sagar &

Ferreiro, l987). Ademós, en el mismo trabaio se muestra que el NO estaría

mediando parcialmente el efecto inhibitorio de Ia dopamina y el GABAsobre la

liberación de prolactina.

La acción del NO en Ia adenohipófisis involucra Ia estimulación de la

guanilíl cíclasa soluble con el consiguiente aumento de la concentración
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intracelular de cGMP, siendo este segundo mensaiero uno de los principales

mediadores del efecto inhibitorío del NO sobre Ia secreción basal de prolactina

(Duvilanski ef a/., 1996). En el mismo sentido, en un trabaio previo demostramos

que el aumento de cGMP inducido por el NO es capaz de estimular la

fosfodíesterasa tipo 2 (PDE2, fosfodíesterasa activada por CGMP que hidroliza

específicamente CAMP) produciendo una disminución de la concentración

intracelular de CAMP.En el mismo trabaio se sugiere también la participación de

la PKG en el efecto inhibitorío del NO sobre la secreción basal de prolactina

(Velardez el a/., 2000). Reforzando la visión de un efecto inhibitorío del NO sobre

la secreción de esta hormona y teniendo en cuenta que dicho proceso de

secreción es un efecto dependiente de calcio, ha sido demostrado que el NO

produce una disminución de la concentración intracelular de calcio en células

adenohípofisarias tanto en condiciones basales como estimuladas por

despolarización (Duvilanskief a/., 1998).

Por otro lado se ha sugerido que el NO participa en la regulación de la

secreción de hormonas adenohípofisarias inducida por la leptina, el TNF-a y el

interferón tipo y (INF-y) (Theas ef a/., 2001,- Vankelecom ef a/., 19970; Yu el a/.,

1997).
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Fig ó Acciones del NO sobre las células de odenohipótisis de rato. TNF-a,

tactor de necrosis tumoral tipo (X;lNF-y, interferón tipo y; e/n/iNOS, óxido nítrico sintasa tipos

endoteliol, neuronal e inducible; FSC, células folículo estrelladas; GH, hormona de crecimiento;

GHRH, hormona liberadora de GH; LH, hormona luteinizante; GnRH, hormona liberadora de

gonadotrotinas; CAMP, adenosina 3',5'-monotostato cíclico; CGMP, guanosina 3',5'—

monotostato cíclico.
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La adenohipófisis ha sido desde su decubrimiento y hasta la actualidad

un sistema tan compleio como fascinante. Ya sea por la delicadeza de su

arquitectura, la heterogenidad de su composición celular, la compleiidad de su

biología celular o por el hecho de ser el punto de conexión entre el sistema

nervioso central y el endocrino, esta glándula representa un sistema único para el

investigador. Este debe hechar mano a las numerosas técnicas a su alcance con

el propósito de responder algunas de las tantas preguntas que aún permanecen

sin respuestas en relación a la fisiología hipofisaria. Una de estas preguntas es

cómo se lleva a cabo la regulación específica de la secreción de las diferentes

hormonas adenohipotisarias, en especial, la de prolactina, dado que el lactotropo

presenta un modo de regulación único entre los tipos celulares de la

adenohipófisis. Otra pregunta es cómo se controla el número de los distintos tipos

celulares adenohipofisarios, dado que los diferentes estados fisiológicos pueden

modificar rápidamente los procesos proliferativos y de muerte celular en esta

glándula. Una aproximación a la respuesta para estas cuestiones fue lo que se

intentó llevar a cabo en la realización del presente trabaio, en donde se estudió la

acción del NO sobre algunos mensaieros ¡ntracelulares involucrados en la

regulación de la secreción de prolactina y el papel del NO en el proceso de

muerte celular programada en las células adenohípofisarias de rata.
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Obietivos

En base a los trabaios previos de nuestro laboratorio y de otros, podemos

sugerir que el NO participa en diversos eventos celulares relacionados con el

control de la secreción hormonal y del ciclo celular en la adenohipófisis de rata.

Hasta el momento, no se han llevado a cabo trabaios que evalúen el

papel del NO sobre mensaieros intracelulares de origen Iípídico en células

adenohipofisarias. Por otro lado, no existen trabaios que otorguen al NO un

papel citoprotector o citotóxico a nivel de adenohipófisis de rata. Por lo tanto, el

obietivo del presente trabaio fue:

Investigar el papel del NO como regulador integral de la

fisiología adenohipofisaria de la rata.

Para ello se evaluó:

-La acción del NO sobre el metabolismo de mensaieros intracelulares

de origen lipídico que afectan la secreción de prolactina

adenohipofisaria.

-El efecto del NO sobre lo viabilidad celular adenohipofisaria.
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Materiales y Métodos

Reactivos

DETA NONOato, LY-83583, Ac-LEHD-CHO, Ac-DEVD-CHO,

guanosina 5’-O-(3-tiotrifostato) sal de tetralitio, angiotensina II, N-acetiI-cisteína,

Trolox®, fueron provistos por Alexis (San Diego, CA, USA); MEM-aa (GIBCO);

nitroprusiato de sodio, mio-inositol, hemoglobina, Medio mínimo esencial de

Dulbecco, anfotericina B, gentamicina, DMSO, DABKO, DAPI (Sigma, St Louis,

MO, USA); seroalbúmina bovina, HEPES, (U.S. Biological); Sp-8-pCPT-CGMPS

trietilamina y Rp-8-pCPT-CGMPS trietilamina (RBI, Natick, MA, USA); ócido 5­

hidroxi-5,8,l l,l4-eicosatetraenoico (5-HETE) y l2-HETE (Paesel, Frankfurt,

Alemania); [2-3H(N)]-mio-¡nositol y ["C]-óc¡do araquidónico (New England,

Buenos Aires, Argentina); resina AG l-X8 forma formiato (Bio-Rad Laboratories,

Buenos Aires, Argentina); anticuerpo anti-CGMP (Chemícon, USA); líquido de

centelleo Optiphase HiSafe 3 (Wallac, ETC, Buenos Aires, Argentina); ['2slchMP

acetilado (gentilmente marcado por el Dr. Pignataro, IBYME,CONICET); BAY4l ­

2272 (gentilmente pr0visto por el Dr. Andreas Knorr de BAYERAG Pharma

Research); transcutol (gentilmente provisto por Pharmacia, Argentina) y suero fetal

bovino (Nutrientes Celulares S.A., Buenos Aires, Argentina).

Las hormonas estandares y los anticuerpos utilizados en Ia determinación

de las hormonas adenohipofisarias por radioinmunoensayos específicos así como

también en los estudios inmunocitoquímicos, fueron gentilmente cedidos por el

Dr. Parlow, National Hormone and Pituitary Program, Torrance, CA, USA.

Como dadores de NO se utilizaron nitroprusiato de sodio (NP) y DETA

NONOato (DETA/NO). En soluciones acuosas, los diferentes dadores de NO

poseen cínéticas de liberación de NO características de cada compuesto y estas
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cinéticas dependen de Ia concentración del dador utilizada, del pH de Ia solución

y de la temperatura (Fig. 7).

25

MAHMA/NO
20

A 15
Z3
O
Z 10 PAPA/NO

Spermine/NO

5

ri],—\ \ r
0 I T l l

0 10 20 30 40 50

tiempo (min)

Fig. 7. Cinética de liberación de NO según el tipo de dodor de NO. La

figura representa las cinéticas de formación y decaimiento de NO a 37°C en Ia

condición mas simple en donde un dodor de NO con una vida media (tm)

conocida reacciona solamente con O2 molecuiar. En todos los casos, las

concentraciones iniciaies del dodor de NO y del 02 son 100 y 225 pM

respectivamente.

EIvalor para la constante de velocidad de la reacción (2 NO + O2 —> 2 N02)

fue tomado como 2.4 x 10° M2 sec'l a 37°C (4kaq=9.ó x 10ó M'2 sec") (Lewis&

Deen, 1994).
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Teniendo en cuenta estas variables, se realizaron mediciones de la

cinética de liberación de NO tanto del NP como del DETA/NO en las soluciones

utilizadas en el presente trabaio a 37°C en condiciones de gaseo con 5% de C02

con un electrodo de NO (World Precision Instruments, Sarasota, FL)(gentileza del

Dr. Poderoso, Laboratorio de Metabolismo del Oxígeno, Hospital de Clínicas

"José de San Martín”, Buenos Aires, Argentina). El NP posee una cinética rapida

de liberación de NO, alcanzando un pico de concentración de NO a los 20 min

de preparada la solución y luego esta concentración disminuye con un tiempo de

vida media de 30 min (Fíg. l y datos en "Discusión”), por lo cual dicho dador fue

preparado inmediatamente antes del comienzo de los experimentos. En cambio el

DETA/NO posee una cinética lenta, alcanzando el valor móximo de

concentración de NO después de 30 min de preparada la solución (datos no

mostrados), manteniéndose constante por varias horas con un tiempo de vida

media de 20 h (Keefer ef a/., 1996). Por lo tanto, el DETA/NO fue preparado en

el medio correspondiente una hora antes de la aplicación en los distintos

protocolos de trabaio para permitir que la concentración efectiva de NO alcance

un nivel constante.

Debido a la insolubilidad en agua del LY-83583, éste fue preparado en

etanol a una concentración de lO'2 M y una vez solubilizado fue diluido en el

medio correspondiente hasta alcanzar una concentración de lO'ó M. La

concentración maxima de etanol utilizada (0.01% v/v) no modificó los valores de

IPs obtenidos en los controles sin etanol realizados paralelamente. Del mismo

modo, dicha concentración de etanol tampoco modificó Ia viabilidad de las

células adenohipofisarias (ensayo de M'lT) aún en incubaciones de 48 horas

(datos no mostrados). El BAY 41-2272 se preparó en transcutol a una

concentración de 10'2 M y una vez solubilizado fue diluído en el medio

correspondiente hasta alcanzar una concentración máxima de 10'5 M. La

concentración móxima de transcutol utilizada (0.1% v/v) no modificó los valores

de lPs obtenidos en los controles sin transcutol realizados paralelamente. Del

mismo modo, dicha concentración de transcutol tampoco modificó la viabilidad
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de las células adenohipofisarias (ensayo de MTT) aún en incubaciones de 24

horas (datos no mostrados). Los inhibidores de caspasas fueron preparados en

dimetilsulfóxido (DMSO) a una concentración de lO'2 M y una vez solubilizados

fueron diluídos en el medio correspondiente hasta alcanzar una concentración

maxima de lO'5 M. La concentración móxima de DMSO utilizada (0.l% v/v) no

modificó los valores de viabilidad celular (ensayo de MTT) ni la morfología

celular, comparados con los controles sin DMSO realizados paralelamente (datos

no mostrados). El DMSO en la concentración utilizada no modifica la liberación

de prolactina (Duvilanskiel a/., 1996).

Animales

Se utilizaron ratas machos y hembras (en períodos aleatorios del ciclo

estral) adultas de Ia cepa Wistar de 200-250 g de peso mantenidas a 2l -24°C

con una fotofase de 12 horas (07:00-l 9:00), con libre acceso a agua y alimento

balanceado. Los animales fueron mantenidos de acuerdo con la "Guía para el

cuidado y utilización de animales de laboratorio” del Instituto Nacional de Salud

de los Estados Unidos (NIH). Los animales fueron sacrificados por decapitación y

las adenohipófisis rapidamente removidas y colocadas en recipientes estériles. Las

adenohipófisis fueron utilizadas enteras en los experimentos diseñados para el

estudio del metabolismo del acido araquidónico, o dispersadas para la obtención

de cultivos primarios en los experimentos diseñados para los estudios del

metabolismo de los fosfoinosítidos y de viabilidad celular según se indica en las

secciones siguientes.
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Incubación de las adenohipótisis para la medición de los derivados

de ácido aroquidónico

Las adenohipótisis fueron inmediatamente colocadas en buffer Krebs

Ringer bicarbonato, pH 7.4 conteniendo glucosa lO mM, Hepes 25 mM,

bacitracina O.l mM y seroalbúmina bovina (BSA) 0.1% m/vol, (buffer KRB).Se

utilizaron dos adenohipótisis por tubo, las cuales fueron preinCUbadas durante 45

mín en 2 mL de buffer KRBen una atmósfera controlada de 95% de 02 y 5% de

C02, con agitación constante de óO ciclos por minuto, a 37°C. Luego, los teiídos

fueron incubados durante óO min en 2 mL de buffer KRBfresco conteniendo las

distintas drogas en estudio en presencia de 2 uL de [3H]-ócido aroquidónico

(55mCi/mmol). En los experimentos en los cuales se utilizaron hemoglobina o

inhibidores de las NOS, los compuestos estuvieron presentes en los medios tanto

de preincubacíón como de incubación (tiempo total: 105 min). AI finalizar las

incubaciones, se separó una alícuota de 50 uL para la determinación de la

concentración de prolactina. El resto del medio fue inmediatamente procesado

para la determinación de metabolitos del ócido araquidóníco (extracción lipídíca).

Los teiidos fueron sonicados en dH20 en un solo ciclo de 30 seg a una potencia

de óO Watts (Ultrasoníc lnc., Plainview, LI, NY, USA). El sonicado fue utilizado

para la determinación de proteínas por el método de Lowry(Lowryel a/., 1951).

Determinación de metabolitos del ócido aroquidónico

Los metabolitos del acido aroquidónico fueron determinados como fuera

previamente descripto por Franchi ef 0/. (1994). Los productos de la vía de las

LOX fueron extraídos del medio con 2 mL de acetato de etilo (tres veces). El

con¡unto de los tres extractos fue secado baio nitrógeno. El residuo fue

resuspendido en 0.2 mL de cloroformo/etanol (2:1 vol/vol) y sembrado en una

placa de sílica gel para cromatografía en capa delgada (TLC). Las placas se
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corrieron en un sistema de solventes compuesto por acetato de

etílo/isooctano/ócído acético/agua (7ó:ó7:20:lOO vol/vol/vol/vol). En paralelo

se corrieron patrones estandares de 5-HETE y l2-HETE. Los sitios de corrida de

los distintos eicosanoides fueron revelados con vapor de yodo y luego se procedió

a cortar los sitios correspondientes a los diferentes lípidos. Los valores de R4

promedio para 5-HETE,ócido araquidónico y lZ-HETEfueron 0.70, 0.85 y 0.92,

respectivamente. Este método no permite la discriminación entre l5-HETE y ócido

araquidónico dado que estos lípidos tienen un R4similar. En nuestras condiciones

experimentales no se detectaron productos de la l2-LOX.

Después de la extracción de los productos de la LOX, se acidificó el

medio remanente hasta un pH 3 con HCI i N en i vol de acetato de etilo y el

medio se sometió a una extracción similar a la realizada para los productos de las

LOX. Los extractos de acetato de etilo fueron mezclados y secados en nitrógeno.

Los residuos se resuspendieron en cloroformo/metanol y se sembraron en placas

de sílica gel para TLC. Las placas se corrieron en un sistema de solventes

compuesto por benceno/dioxano/ócido acético glaciar (óO:30:3 vol/vol/vol) y en

paralelo se corrieron patrones estandares de los prostanoides estudiados. Los

sitios de los distintos productos de las COX fueron revelados por el rociado de las

placas secas con ócido tostomolíbdico al 10% en etanol seguido de una

incubación a l 10°C durante lO min Los valores promedio de los & para ó-ceto­

PGFm, PGFN, PGEQ,TX82y ócido araquidónico fueron de 0.30, 0.35, 0.47, 0.57

y 0.80, respectivamente. La radioactividad contenida en los fragmentos de las

placas fue medida en un contador de centelleo líquido y los resultados fueron

expresados como cpm por pg de proteína.

Cultivos primarios de células adenohipofisarias

Las adenohipófisis fueron colocadas en un tubo estéril de 50 mL

conteniendo medio mínimo esencial de Dulbecco (DMEM),suplementado con L­

glutamina 1%, MEM-aa esenciales 1%, gentamicina 0.26% m/vol, anfotericina B
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0.56% m/vol, pH 7.35-7.4O (DMEM-S) conteniendo BSA 0.3%. Las

adenohipófisis fueron lavadas tres veces con el mismo medio y cortadas en trozos

de lmm3 aproximadamente. Los fragmentos obtenidos fueron sucesivamente

tratados con tripsina 0.25% durante 20 min a 37°C sin agitación en condiciones

de gaseo con CO2 al 5%, desoxirribonucleasa del tipo || 0.1% 5 min, e inhibidor

de tripsina 0.1% lO min. Posteriormente, los fragmentos fueron lavados

sucesivamente con buffer KRB libre de Ca” y de Mg‘+ pH 7.35-7.40,

conteniendo EDTA 2 mM o EDTA l mM o sin EDTA (tres veces), centrifugando

tres minutos a 800 x g en cada paso. Las células fueron dispersadas de manera

mecónica por el pasaie de los fragmentos a través de una pipeta Pasteur

siliconada hasta que los mismos no fuesen visibles. Las células monodispersas

fueron lavados dos veces con DMEM-S-BSA0.3% y luego resuspendidas en

DMEM-Scon 10% suero fetal bovino (FBS)antes de ser sembradas en las placas

de cultivo correspondientes.

El número de células obtenidas en cada dispersión se determinó por

recuento en cámara de Neubauer y la viabilidad por el método de exclusión

utilizando azul de Trypan. La viabilidad de las células utilizadas en los cultivos

primarios fue siempre mayor al 95%.

Incubaciones para lo medición de inositoles fosfato

En los experimentos diseñados para Ia cuantificación de inositoles

fosfato, las células monodispersas fueron sembradas en placas de cultivo de ó

wells (2.5 x 10° células/well) y cultivadas durante tres días en 4 mL de DMEM-S­

l0% FBS (37°C, 5% C02 en aire) para permitir su estabilización. Al cabo de este

periodo, las células fueron lavadas dos veces y el medio fue reemplazado por

DMEM-S sin FBS (1.4 mL/well) conteniendo 2 pL de [2-3H(N)]-mio-inositol (22

Ci/mmol). Las células fueron ¡ncubadas en este medio durante 20-24 h para

permitir la incorporación del inositol radioactivo a las membranas celulares. Se

utilizó un protocolo similar para los experimentos diseñados para la cuantificación

de la liberación de prolactina con células sembradas en placas de cultivo de 9ó
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wells (0.1 x lOó células/well). En estos experimentos no se agregó el inositol

radioactivo. La inCUbación de las células adenohipofisarias durante 24 h sin FBS

no afectó la viabilidad celular (determinada por el ensayo de MTT, dato no

mostrado).

Incubaciones para el estudio de viabilidad celular

En los experimentos diseñados para la medición de actividad celular, las

células monodispersas fueron sembradas en placas de cultivo de 96 wells (0.1 x

lOó células/well) y cultivadas durante tres días en 0.2 mL de DMEM-S-lO% FBS

(37°C, 5% C02 en aire) para permitir su estabilización. Al cabo de este periodo,

los medios fueron reemplazados por medio fresco conteniendo las diferentes

drogas en estudio durante los tiempos correspondientes (ver "Resultados" pagina

73). AI término de las inCUbaciones, los medios fueron transferidos a tubos

cónicos de 1.5 mL, centrifugados para la eliminación de células no adheridas y

los sobrenadantes fueron conservados a -20°C hasta la determinación del

contenido hormonal. El medio remanente en los wells fue aspirado e

inmediatamente se procedió a la realización del protocolo de medición de

actividad celular (ensayo de MTl').

Para el estudio morfológico de los núcleos y la determinación del tipo

celular por ¡nmunocitoquímica, las células fueron sembradas sobre cubreobietos

circulares (Fisherbrand 12 mm, Fisher Scientific, USA), colocados dentro de

placas de cultivo de 24 wells (0.1 x lOó células/cubreobieto) y cultivadas durante

tres días en 0.5 mL de DMEM-S-lO% FBS. Luego las células se incubaron como

en los experimentos diseñados para Ia medición de la actividad celular.

Incubaciones para la medición de Ia síntesis de cGMP

En los experimentos diseñados para la medición de la actividad de

guanilil ciclasa, las células monodispersas fueron sembradas en placas de cultivo

de 24 wells (l x 10° células/well) y cultivadas durante tres días en l mL de

DMEM-S-l0% FBS (37°C, 5% C02 en aire) para permitir su estabilización. AI
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cabo de este periodo, los medios fueron reemplazados por 0.5 mLde buffer KRB

pH 7.35 y las células fueron preincubadas durante 30 min (37°C, 5% C02 en

aire). Después de la preincubacíón, se renovó el medio con buffer KRBy las

células fueron ¡ncubadas durante óO min en presencia de los dadores de NO o

de concentraciones crecientes de BAY41-2272 en buffer KRB.Al término de las

incubaciones, los medios fueron aspirados y las células ¡ncubadas en buffer

acetato de sodio 50 mM, pH 6.2 a lOO°C durante 5 mín. Luego las células

fueron sonicadas durante 15 seg y las muestras se almacenaron ¡unto con los

medios correspondientes a -70°C hasta la medición de cGMP por

radioinmunoensayo.

Medición de ¡nositoles fosfato en células adenohipotisarias intactas

Al finalizar el periodo de marcación de las membranas celulares con el

mio-inositol radioactivo, las células fueron lavadas dos veces con 2 mLde DMEM

y preincubadas en DMEM-S sin FBS conteniendo lO mM de LiCldurante 30 min

(37°C, 5% CO2 en aire). El LiCl se utiliza como inhibidor de las fosfatasas

intracelulares, dando como resultado la acumulación de las distintas especies de

¡nositoles fosfato y la posibilidad de cuantificarlas. Después de la preincubacíón,

el medio fue renovado con 2 mL del mismo medio conteniendo las diferentes

drogas en estudio y las células fueron ¡ncubadas durante otros 30 min en las

mismas condiciones. En los experimentos en que se utilizó Rp-8-pCPT-cGMPS

trietilamina, LY-83583 o BAY4l -22 72, estos compuestos estuvieron presentes en

el medio desde el periodo de preincubacíón. Finalizadas las incubaciones, las

placas fueron colocadas en hielo y luego de retirar el medio, inmediatamente se

agregaron 0.5 mL de ócido perclórico (PCA)0.5 M frío en cada well. Las células

fueron levantadas con un rastrillo de teflón y transferidas a tubos de polipropileno

de 5 mL. Los wells fueron lavados con 0.7 mL de PCA frío e| cual se ¡untó con el

extracto anterior. Los extractos se neutralizaron con O.ó mL de una solución de

KOH/KHC03 (0.72 M / 0.6 M) y se mantuvieron durante 30 min en hielo. El
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sobrenadante fue separado del KCIO.1precipitado ¡unto con el remanente de

membranas celulares por centritugación (1000 x g durante 20 min a 4°C). Cada

sobrenadante fue mezclado con 0.5 mL de mio-inosítol lOO mM y el volumen

aiustado a 5 mLcon dHQO, y sometido a cromatografía de intercambio ¡óníco en

columnas de 0.5 x 4.0 cm de DOWEX (AG l-X8 trama de 200-400 forma

formiato) de acuerdo al método descripto por Ascoli ef 0/. (1989). Las columnas

se prelavaron con lO mL de mio-inositol lO mM. Después de Ia aplicación de Ia

muestra, las columnas se eluyeron secuencialmente con 15 mLde mio-¡nositol lO

mM para lavar el [2-3H(N)]-mio-inositol residual, 5 mL de una solución de borato

de sodio 5 mM / formiato de sodio óO mM para eluir glicerofostoinositoles, 5 mL

de una solución de ócído fórmico 0.1 M / formiato de amonio 0.2 M para eluir

¡nositoles monotostato (IP¡), 5 mL de una solución de acido fórmico O.l M /

tormiato de amonio 0.4 M para eluir ¡nositoles difostato (IP2)y 5 mL de una

solución de acido tórmico 0.1 M / formiato de amonio 1.0 M para eluir |P3.

Después se tomaron 2 mL de cada eluído, se mezclaron con 5 mL de líquido de

centelleo y la radioactividad fue medida en un contador de centelleo líquido. Los

resultados fueron expresados como porcentaie de la radioactividad total

incorporada.

Medición de ¡nositoles fosfato en células adenohipofisarias

permeabilizadas

Las células adenohipofisarias fueron permeabilizadas según se describió

en el trabaio de Koshiyama y Tashiian (199]) con pocas modificaciones. En

forma resumida, al final del periodo de marcación de las membranas celulares,

las células fueron lavadas dos veces con 2 mL de la solución buffer salina A que

contenía en mM: NaCI l 18, KCI4.6, CaC|2 l, glucosa lO y HEPES20. Luego las

células fueron lavadas dos veces con 2 mL de solución buffer salina B que

contenía en mM: KCI 125, KHQPO42, CaCl2 0.5, MgCl2 2.5, LiCl lO, glucosa

lO, EGTA l, HEPES25 y BSAal 0.1%. Después de los lavados, las células fueron
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incubados con digitonino 5 mM durante 7 min a temperatura ambiente,

rápidamente lavados dos veces con solución buffer solino B y preincubadas en

esto solución durante 15 min (37°C, 5% CO2 en aire). Luego se reemplazó el

medio por 1.8 mL del mismo medio (solución buffer salina B) conteniendo los

diferentes drogas en estudio y los células fueron incubados durante 30 min (37°C,

5% CO2 en aire). Al final del periodo de incubación, las plocos fueron colocados

en hielo y el medio de codo well fue transferido rápidamente a tubos de

polipropileno conteniendo 0.2 mL de PCA 5 M frío. Los células fueron levantados

con PCA en frío de manero similar o lo realizado con los célulos intactas y

transferidos a los mismos tubos que contenían el medio. Los pasos subsiguientes

se realizaron como se describió en "Medición de inositoles fosfato en células

odenohipofisorios intactas”.

Ensayo de actividad celular (ensayo de MTT)

Inmediatamente después de Io aspiración del medio remanente en los

wells, se agregaron l lO p.Lde uno solución de MTT 5 mg/l l mL de buffer KRB

en codo well y los placas se incubaron durante 4 h (37°C, 5% CO2 en aire) para

permitir lo formación de los cristales de formozón. Al término del período de

incubación, se retiraron cuidadosamente 90 uL de lo solución de MTT y se

agregaron iOO uL de HCI 0.04 N en ísopropanol. Se agitaron los plocos durante

al menos 3 min hasta lo solubilización total de los cristales de formozón obtenidos

ol cabo de los cuatro horas de incubación con lo solución de MTT. Uno vez

desarrollado el color, se midió lo obsorboncío o óOO nm en un espectrofotómetro

poro plocos de ELISA.

lnmunocitoquímíco

Al término de los incubaciones, los células adheridos o los cubreobietos

fueron lovodos por inmersión en PBS uno solo vez e inmediatamente fiiodos en

Materiales y Métodos 43



Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. UBA Tesis de Doctorado

metanol/ócido acético glacial (1:3 vol/vol) durante lO min a temperatura

ambiente. Después de tres lavados con PBS a 4°C, las células fueron

permeabilizadas con Tritón X-l OO0.1% en PBSdurante lO min a 4°C, ¡ncubadas

en solución de bloqueo (5% de suero normal de la especie del segundo

anticuerpo, 2% de BSA, 0.1% de Tritón X-lOO en PBS) durante 30 min a

temperatura ambiente y lavadas tres veces con PBS a 4°C. Luego las células se

¡ncubaron con el primer anticuerpo específico para cada una de las hormonas

adenohipofisarias estudiadas durante óO min a temperatura ambiente y se lavaron

tres veces con PBS a 4°C. Seguidamente las células se ¡ncubaron con el

anticuerpo coniugado a fluoresceína durante 40 min a temperatura ambiente y se

lavaron tres veces con PBS a 4°C. Los anticuerpos fueron utilizados en las

siguientes diluciones: Ab(gp)0LPRL(112500), Ab(gp)aLH (1:2500), Ab(gp)aGH

(1:2000), Ab(gp,aTSH (122000), FlTC-Ab(mbb¡,)algG(gp) (1:200), mAb-aSlOO

(l :50) y FITC-Ab(gp,algG(mouse) (l :200).

Al término de la inmunocitoquímica se colorearon los núcleos celulares

con una solución de ioduro de propidio (Pl) O.ó ug/mL durante lO min a

temperatura ambiente. Después, las células fueron sometidas a dos lavados por

inmersión y con agitación suave en PBS durante l5 seg, un lavado en una

solución de CaCl2 0.5% durante 20 seg, un lavado en dHQO durante 5 seg y un

lavado en PBSdurante 5 seg.

Con el fin de diferenciar células apoptóticas de células necróticas, las

células fueron teñidas con una solución de narania de acridína/bromuro de etidío

(lO ug/mL cada uno, en PBS) durante 30 min a temperatura ambiente y

sometidas a la misma serie de lavados descripto para ioduro de propidio en el

pórrato anterior. Al finalizar las tinciones, los cubreobietos fueron invertidos sobre

un portaobietos que contenía una gota de solución estabilizadora de la

fluorescencia (antitade, DABKO 2.33% m/vol, Tris HCl 20 mM, Glicerol 90%

vol/vol en dHZO) y seguidamente se procedió a la observación y fotografía de las

células en un microscopio de fluorescencia Axiophot D-7082 (Carl Zeiss,

Alemania) utilizando un rollo KODAK EKTA-Chrome de 400 ASA. El recuento

Materiales y Métodos 44



Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA Tesis de Doctorado

celular y de núcleos con morfología apoptótica se realizó en muestras por

duplicado o triplicado, contando al menos 500 células en campos elegidos al

azar y de al menos tres experimentos independientes. Los conteos fueron llevados

a cabo por tres observadores. Los datos fueron expresados como número de

núcleos apoptóticos x lOO / número de núcleos totales, o número de células

¡nmunopositivas para un tipo de hormona que presentan núcleos apoptóticos x

100 / número de núcleos apoptóticos totales.

RIAde cGMP

Antes del ensayo, las muestras fueron acetiladas por el agregado de lO

¡4L de una mezcla de trietilamina (TEA) y anhídrido acético (AAC) en una

proporción 2:] (vol/vol) agitando durante 5 min, intermitentemente, en trío. El

cGMP estandar sufrió el mismo proceso que las muestras (calentamiento a lOO°C

y acetilación con TEA + AAC). Las muestras del estandar acetilado fueron

alicuotadas y utilizadas como control intra e ¡nterensayo.

Como diluyente se utilizó buffer acetato de sodio 50 mM pH 6.2. El

volumen final del ensayo fue de 150 p.L en donde se colocaron lOO pL de

muestra, 25 uL de anticuerpo (dilución final 1/300) y 25 uL de ['25lchMP

acetilado (20000 cpm). Esta mezcla fue mantenida durante 18-20 horas a 4°C y

la reacción fue detenida mediante el agregado de 100 pL de BSA al 10% en

dHQO y 2 mL de etanol 96% frío (4°C). Después de agitar y deiar en reposo

durante 30 min, los tubos fueron centrifugados durante 20 mín a 2500 rpm. El

sobrenadante fue aspirado y la radioactividad del pellet Cuantificada en un

contador gamma (Wallac Oy, Finland). Las variaciones intra e ¡nterensayo fueron

menores al 10%.

RIAde Prolactina

Como diluyente de las muestras, el estandar y la PRLradioactiva se utilizó

PBSpH 7.6 conteniendo BSAal 1%. Como diluyente para el primer anticuerpo se
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utilizó PBS-EDTA25 mM conteniendo suero normal de coneio (NRS) al 1%. El

volumen final del ensayo fue 400 ¡4Ldonde se colocaron lOO pL de muestra, 100

pL de primer anticuerpo (dilución final 1/462000), 100 p.Lde PBS y 100 p.Lde

hormona marcada (12000 cpm). Esta mezcla fue mantenida durante 72 horas a

4°C y Ia reacción fue detenida mediante el agregado de 100 ¡1Lde una solución

de suero ovino anti-gammaglobulina de coneio (1/20) en PBS (60 min a

temperatura ambiente). Las muestras fueron coprecipitadas con l mL de una

solución al 6% de polietilenglicol (PEG, peso molecular promedio: 4000) durante

60 min a 4°C y centrifugadas durante 20 min a 2500 rpm. La radioactividad del

pellet fue cuantificada en un contador gamma. Los coeficientes de variación intra

e interensayo fueron menores al 10%.

Análisis estadístico

Los resultados fueron expresados como la media I error estóndar de Ia

media (SEM) y evaluados por la prueba "t" de Student para muestras no

apareadas o mediante un analisis de Ia varianza de uno o dos factores (ANOVA)

seguido por la prueba de comparaciones múltiples de Student-Newman-Keuls

para diseños no balanceados o por Ia prueba de Dunnett según el diseño

experimental.

Las diferencias entre los grupos fueron consideradas significativas si

p<0.05 (Sokal & Rahlf, 1995). Los datos fueron confirmados mediante Ia

realización de por lo menos tres experimentos independientes.

Las distintas pruebas estadísticas fueron realizadas mediante software

Graphpad lnstat y Statistica for Windows 4.3 B (1993).
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Resultados

l. Papel del NO en el metabolismo del ócido araquidónico en la
adenohipófisis de rata

EI ócido araquidónico es un estimulador de Ia secreción de hormonas

adenohipofísarias y dicho efecto depende mayoritariamente de su metabolización

a través de Ia vía de Ia LOX(Ben Menahem et a|., 1994; Canonico et a|., 1984;

Conte et al., 1986; C0we|| et a|., 1991; Roudbaraki et a|., 1996). El NO regula

las actividades de las LOX y las COX en diversos teiidos actuando directamente

sobre el sitio activo de dichas enzimas (Goodwin et a|., 1999; Maccarrone et a|.,

1996). Dependiendo del tipo celular y Ia concentración, el NO puede estimular o

inhibir la actividad de las LOXy de las COX. Hasta el momento, el papel del NO

sobre el metabolismo del ócido araquidónico en la adenohipófisis de Ia rata no

ha sido estudiado, por lo tanto nuestro obietivo fue:

Investigar el efecto del NO sobre la actividad de las LOXy de las COX en

la adenohipófisis de Ia rata y su relación con Ia secreción de prolactina.

En estos estudios, analizamos el efecto del NO exógeno mediante el uso de

dadores de NO y del NO endógeno a través de la estimulación y la inhibición de

Ia actividad de las NOS.

Efecto de los dadores de NO sobre Ia actividad de las LOX

Con el obieto de investigar el efecto del NO sobre la actividad de las

LOX en Ia adenohipófisis de rata y teniendo en cuenta que el 5-HETE es el

producto de esta vía con mayor actividad estimulatoria de la liberación de

prolactina (Koikeet a|., 1985), se examinó el efecto de diferentes dadores de NO

sobre la síntesis de 5-HETE, utilizando ["Cl-ócido araquidónico ("AA) como

sustrato. El nitroprusiato de sodio (NP), un dador de NO, disminuyó

Resultados 47



Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA Tesis de Doctorado

significativamente la producción de 5-HETE a concentraciones entre 0.5 y 1.0

mM, mientras que una concentración menor (0.25 mlvl)no tuvo efecto (Fig. 8). El

DETA/NO l mM, otro dador de NO, también disminuyó significativamente Ia

producción de 5-HETE(Control: 918 i 33 cpm/ug proteína, DETA/NO: 752 i

57, n=ó; p<0.05, Prueba "t" de Student).
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Fig. 8. Efecto del NP en concentraciones crecientes sobre la producción de

5-HETE. Las adenohipótisis fueron ¡ncubadas con concentraciones crecientes de

NP durante 60 min en presencia de *AA.Las barras representan Ia media i SEM,

n26. *p<0.05 vs control sin NP (ANOVAseguido de Prueba de Dunnett).

En concordancia con trabaios anteriores (Duvílanskiet a|., 1995, 1996;

Velardez et al., 2000), el NP, en las mismas concentraciones en las que produjo

una disminución los niveles de 5-HETE, ¡nhibíó la liberación basal de prolactina

(Fig. 9). DETA/NO (l mM) también ¡nhibíó la liberación basal de prolactina (dato

no mostrado).
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Fig. 9. Efecto del NP en concentraciones crecientes sobre la liberación

basal de prolactina. Las adenohipófisis fueron ¡nCUbadascon concentraciones

crecientes de NP durante óO min. Las barras representan la media i SEM, n=ó.

‘p<0.05 vs control sin NP (ANOVAseguido de Prueba de Dunnett).

Una de las estrategias utilizadas para estudiar el efecto del NO sobre

alguna función biológica consiste en el uso de moléculas secuestradoras de NO

como la hemoglobina, la mioglobina o el carboxí-PTIO para revertir el efecto

paracrino del NO generado por el teiido en estudio. Dado que estos compuestos

no atraviesan las membranas biológicas, se considera que actúan como

quelantes del NO extracelular. Del mismo modo, las moléculas secuestradoras se

utilizan para verificar si el efecto observado de un dador de NO es específico del

NO o es un efecto propio de la molécula dadora.

En el presente estudio se utilizó hemoglobina para descartar cualquier

efecto propio de la molécula dadora de NO. La hemoglobina (Hb, 2 uM) por sí
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misma no afectó la síntesis basal de 5-HETE, pero revirtió completamente el

efecto inhibitorio tanto del NP (Fig. lO) como del DETA/NO (dato no mostrado).
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Hemoglobina (2 pM)

lO. Efecto de la hemoglobina sobre la disminución de la

concentración de 5-HETE inducida por NP. Las adenohipófisis fueron

preincubadas con o sin hemoglobina durante 45 min y luego incubadas con

hemoglobina y/o NP durante óO min en presencia de *AA.Las barras representan

la media i SEM, n=ó. *p<0.05 vs control sin NP, “p<0.05 vs control sin

hemoglobina (ANOVAseguido de Prueba de Student Newman Keuls).

Efecto del NO endógeno sobre lo actividad de las LOX

Otra de las estrategias utilizadas para estudiar el efecto del NO

endógeno es la utilización de inhibidores de los NOS. Dado que el NO es

generado por algunas células adenohipofisarias, se evaluó la participación del

NO endógeno sobre la síntesis de 5-HETE. Se utilizó L-arginina como estimulador
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de la actividad de síntesis de NO ya que este aminoácido es el sustrato natural de

la NOS y se emplearon L-NAMEy aminoguanídina como inhibidores de las NOS.

La L-argínina, a concentraciones de 2 y 4 mM, disminuyó Ia producción de 5­

HETEde manera similar a lo observado con los dadores de NO (Fig. l l) y este

efecto inhibitorio de la L-arginina fue revertido completamente por la

hemoglobina (2 uM) (Control: 707 t 35 cpm/mg de proteína, L-arginina: 558 i

50, L-argínina + Hb: 790 i 62, n=ó; p<0.05, Prueba de Dunnett). De manera

opuesta, tanto el L-NAME (0.5 mM) como la aminoguanídina (0.5 mM)

aumentaron la producción de 5-HETE (Fig. 12).
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Fig. ll. Efecto de la L-arginina sobre la sintesis de 5-HETE. Las

adenohípófisis fueron incubadas con concentraciones crecientes de L-arginína (L­

arg) durante óO mín en presencia de *AA. Las barras representan la media i

SEM, n=ó. *p<0.05, **p<0.0l vs control sin L-argínína (ANOVAseguido de

Prueba de Dunnett).
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Fig. 12. Efecto de los inhibidores de NOS sobre la producción de 5-HETE.
Las adenohipófisis fueron preincubadas con L-NAME0.5 mM o aminoguanidina

0.5 mM durante 45 min y luego incubadas durante óO min en las mismas

condiciones en presencia de *AA.Las barras representan la media i SEM, n=ó.

*p<0.05, **p<0.0l vs control sin inhibidores de NOS (ANOVA seguido de

Prueba de Dunnett).

Efecto de los dadores de NO sobre la actividad de las COX

En los experimentos diseñados para el estudio del efecto del NO sobre la

actividad de las COX, se cuantificó la producción de los siguientes prostanoides:

ó-ceto-PGFW, PGFZa, PGE2 y TXBQ.En la tabla l se puede observar que el NP l

mM estimuló significativamente la síntesis de PGF2a y produio un aumento no

significativo de todos los demós prostanoides estudiados. El NP a menores

concentraciones no modificó la síntesis de PGs y TXs. El DETA/NO, en cambio

induio un aumento significativo de la síntesis de todos los prostanoides estudiados

y dicho efecto fue revertido completamente por la hemoglobina (2 uM) (Fig. l3).

La hemoglobina no tuvo un efecto propio sobre la producción de PGs y TXs(Fig.

13).
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Tabla l. Etecto del NP en concentraciones crecientes sobre la producción

de prostanoides.

Control NP (mM)

0.25 0.50 1.00

ó-ceto PGFm 631 t 58 574 t 57 552 i 3o 712 i 32

PGqu 800 z 84 733 i 42 933 t 43 1136 t 69 *

PGE2 1078 i- 127 902 t 9o 909 1' 44 1144 i- 69

TXB2 34o:55 352:24 311:31 412:42

Las adenohipófisis fueron incubadas con concentraciones crecientes de NP
durante óO min en presencia de ‘AA. Los valores representan Ia media i SEM
(cpm/ug proteína), n=ó. *p<0.05 vs control sin NP (ANOVAseguido de Prueba
de Dunnett).

2500 f ElControI

El [ETA/NO **
2000 - **

J.
E JT
a)

49‘ 1500 - ** AAa.

g 000 AA1 ­

É AA **
U

A

500- =| I0 _ _ _ _
Hb Hb Hb Hb

G‘ketO'PGFla PGqu TXBZ

Fig. l3. Efecto del DETA/NO y Ia hemoglobina sobre la actividad de las
COX. Las adenohipótisis fueron preincubadas con o sin hemoglobina 2 HM (Hb)
durante 45 min y luego incubadas con Hb y/o DETA/NO l mM durante óO min en
presencia de ‘AA. Las barras representan Ia media i SEM, n=ó. "p<0.0l vs
control respectivo sin DETA/NO, "p<0.05, '“p<0.0i vs control respectivo sin Hb
(ANOVAseguido de Prueba de Student Newman Keuls).

Resultados 53



Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. L'BA Tesis de Doctorado

Efecto del NO endógeno sobre la actividad de las COX

Frente a una estimulación de la síntesis de NO con L-arginina se observó

solamente un aumento de PGFZuy un aumento no significativo de los demós

metabolitos de Ia vía de las COX (Tabla 2), efecto similar al obtenido con NP l

mM. Por otro lado, la inhibición de Ia síntesis de NO por L-NAME 0.5 mM o

aminoguanidina 0.5 mM no modificó los niveles de los prostanoides estudiados

(Tabla 3).

Tabla 2. Efecto de la L-arginina sobre la producción de PGs y tromboxano.

Control L-arg 2 mM L-arg 4 mM

ó-ceto PGFm 597 i 39 819 i 35 ó84 i 98

PGan 7l9 i 28 9óó i 85 * 955 i 73 *

PGE2 989i40 1285184 ll97ill2
TXB2 247:7 270131 3ll :34

Lasadenohipófisis fueron incubadas con concentraciones crecientes de L-arginina

(L-arg) durante óO min en presencia de ‘AA. Los valores representan la media i

SEM (cpm/ug proteína), n=ó. 'p<0.05 vs control sin L-arginina (ANOVAseguido

de Prueba de Dunnett).

Estos resultados en coniunto indican que el NO disminuye Ia actividad de

las LOX en la adenohipófisis de la rata. Asimismo, el NO estaría eierciendo su

efecto inhibitorio de manera tónica dado que el bloqueo de la síntesis de NO

endógeno induio una mayor producción de 5-HETE. Por otro lado, el NO parece

tener un efecto estímulatorio sobre la actividad de las COX, aunque es probable

que sea necesario un aumento persistente de NO para observar una estimulación
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marcada de esta enzima. Por último, dado que la prolactina es la única hormona

adenohipofisaria con una alta tasa de liberación basal, se podría sugerir que la

vía de las LOX podría estar involucrada en el efecto inhibitorio tónico del NO

sobre la liberación de esta hormona.

Tabla 3. Efecto de los inhibidores de las NOS sobre la producción de PGs

y tromboxano.

Control L-NAME aminoguanidina

ó-ceto PGF1a 695 1- 38 727 t 35 564 i 98

PGan ól8 t 37 769 I ól 635 i 75

PGE2 88l i 70 lOl7 i 91 788 i 7ó

TXB2 225 i ll 247 i 42 245 1-18

Las adenohipótísis fueron preincubados con L-NAME(0.5 mM) o aminoguanidina

(0.5 mM) durante 45 min y luego ¡ncubadas en las mismas condiciones durante

óO min en presencia de *AA. Los valores representan la media i SEM (cpm/ug

proteína), n=ó. (ANOVA).
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2. Efecto del NO sobre la producción de ¡nositoles fosfato en la

adenohipófisis de rata

El |P3, producto de Ia actividad de las PLC sobre el PIPZque integra las

membranas biológicas, estimula la secreción de hormonas adenohipofisarias

(Canonico & MacLeod, 1986; Bilezikiian et a|., 1987; Brenner-Gati &

Gershengorn, 1986; Mau et a|., 1995; Naor, 1990). Elmecanismo de acción del

IP3involucra Ia activación de sus receptores específicos localizados en el retículo

endoplósmico, con la consiguiente liberación de calcio desde dicha organela

hacia el citosoI (Taylor, 1998; Woodcock, 1997). Varios estudios muestran que el

NO, a través de Ia activación de Ia PKG es capaz de modular el metabolismo de

los fosfoinosítidos (Clementi et a|., 1995; Xía et a|., 2001) y Ia actividad del

receptor de IP3(Haug et a|., 1999; Komalavilas & Lincoln, 1996). Sin embargo, el

mecanismo de acción del NO sobre Ia producción de ¡nositoles fosfato en Ia

adenohipófísis de rata no ha sido investigado. Por Io tanto, el obietívo fue:

Estudiar el efecto del NO sobre el metabolismo de fosfoinosítídos en

células adenohipofísarias de rata y su relación con la secreción de

prolactina.

AI igual que en los experimentos con ócido araquídónico, en el presente

estudio se analizó el efecto de dadores de NO e inhibidores de las NOS y

ademós se investigó Ia participación de la vía del cGMP/PKG en el potencial

efecto del NO sobre Ia producción de ¡nositoles fosfato (IPs).
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Efecto de los dadores de NO sobre la síntesis de IPs en condiciones

basales y estimuladas

En primer lugar, para investigar la acción del NO sobre la actividad de la

PLC, se examinó el efecto de dadores de NO sobre la síntesis basal de IPs en

cultivos primarios de células adenohipofisarias de rata premarcadas con [2­

3H(N)]-mio-inositol ("ínosito|). En estas condiciones ni el DETA/NO (Fig. 14), ni el

NP (0.1 -2.0 mM, dato no mostrado) modificaron la producción basal de IPs.

En base a estos resultados, se procedió a estudiar el efecto de los

dadores de NO en condiciones de estimulación de la síntesis de IPs. Para ello se

utilizaron angiotensina ll (Angll) y TRH dado que ambos péptidos incrementan la

liberación de prolactina por un mecanismo que involucra la estimulación de la

actividad de PLC (Schramme & Denef, 1983; Tashiian et al., 1971). En presencia

de Angll 10'8 M se observó un marcado aumento de la síntesis de IPsy este efecto

fue parcialmente revertido por el DETA/NO (l y 2 mM) (Fig. 14). También se

observó que el DETAO.l mM fue capaz de revertir parcialmente la estimulación

de la síntesis de |P3 inducida por Angll (Fig. 14). El NP también disminuyó la

síntesis de lPs estimulada por Angll (datos de |P3, como % de la radioactívidad

incorporada; Angll lO'a M: 3.07 t 0.07, Angll + NP l mM: 2.32 i 0.04“,

n=ó; *p<0.05, Prueba "t" de Student). Se obtuvieron resultados similares con

ambos dadores de NO Cuando la síntesis de IPs fue estimulado con TRH l0'7 M

(Fig. 15). Con el fín de determinar la especificidad de la acción del NO y

descartar posibles efectos inespecíficos de las moléculas dadoras de NO, se

utilizó tanto hemoglobina como DETANONOato sin capacidad de liberar NO

(DETANONOato decaído). El DETA NONOato decaído (DETA)fue obtenido

mediante la incubación de DETA NONOato (a la concentración deseada)

durante al menos 48 horas en el medio correspondiente a 37°C en un recipiente

con posibilidad de intercambio gaseoso. Este tratamiento permite la liberación

completa de todo el NO por parte de la molécula dadora, la cual queda en la

solución sin actividad residual para liberar NO.
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Fig. 14. Efecto del DETA/NO sobre Io producción de IPs. Los células

adenohipofison'os premorcodos con "inositol fueron incubados con (Iíneos sólidos) o

sin (líneas punteodos) ongiotensino II (Angll iO"3 M) en presencia de DETA/NO en

concentraciones crecientes duronte 30 mín. Los puntos representan lo medio i SEM

(% de lo rodiooctividod incorporado), n=ó. "p<0.0i vs control sin DETA/NO,

(ANOVAseguido de Prueba de Dunnett).
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Fig. 15. Efecto del DETA/NO y el NP sobre la producción de lP3 basal y

estimulada por TRH. Las células adenohipofisarias premarcadas con *inosito|

fueron ¡ncubadas con o sin TRH 10'7 M en presencia de DETA/NO o NP durante 30

min. Las barras representan la media i SEM (% de la radioactividad incorporada),

n=ó. **p<0.0l vs control respectivo sin dador de NO, AAp<O.Ol vs control

respectivo sin TRH (ANOVAseguido de Prueba de Student Newman Keuls).

Mientras que el DETA/NO disminuyó Ia síntesis de lPs estimulado por

Angll lO"8 M, el DETA l mM no la modificó, demostrando la especificidad de

acción del NO (Fig. ló). Se obtuvieron resultados similares cuando las células

fueron estimuladas con TRH en presencia de DETA/NO y DETA(Fig. 17).
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Fig. ló. El DETANONOato decaído (incapaz de liberar NO) no afecta Ia

síntesis de IPs estimulado por AngII. Lascélulas adenohípotísarias premarcadas

con *¡nosíto| fueron incubadas con Angll lO‘8 M en presencia de DETA/NO l mM o

DETANONOato decaído l mM (DETA)durante 30 min. Las barras representan Ia

media 1- SEM (% de Ia radioactívídad incorporada), n=ó. **p<0.0l vs control sin

Angll, #p<0.05, ##p<0.0l vs Angll AAp<O.Ol vs Angll + DETA/NO (ANOVA

seguido de Prueba de Student Newman Keuls).
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En otra serie de experimentos se utilizó hemoglobina como secuestrador

de NO y se observó que la hemoglobina 2 uM bloqueó completamente el efecto

inhibítorio del DETA/NO l mM sobre la síntesis de |P3 estimulado por Angll (Fig.

18). Se obtuvieron resultados similares en condiciones de estimulación con TRH

lO'7 M (datos no mostrados).

6 _
*

A

2€ 4 'V
M

E
2 _

0 l l

Control TRH TRH TRH
+ +

DETA/NO DETA

Fig. l7. El DETANONOato decaído (incapaz de liberar NO) no afecta la

síntesis de IP3 estimulado por TRH. Las células adenohipotisarías premarcadas

con *inositol fueron incubadas con TRH lO'7 M en presencia de DETA/NO l mM o

DETANONOato decaído l mM (DETA)durante 30 min. Las barras representan la

media i SEM (% de la radíoactivídad incorporada), n=ó; *p<0.05 vs respectivo

control sin TRH, #p<0.05 vs respectivo control sin DETA/NO, ¿‘p<0.05 vs TRH +

DETA/NO, ANOVA seguido de la Prueba de Student Newman Keuls)
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Fig. 18. Efecto de Ia hemoglobina sobre la disminución de la producción

de IPs inducida por el DETA/NO. Lascélulas adenohipofisarias premarcadas con

*inos¡tol fueron incubadas con Angll lO‘8 M en presencia de DETA/NO +/­

hemoglobina 2 uM (Hb) durante 30 min. Las barras representan la media i SEM (%

de la radioactivídad incorporada), n=ó; *p<0.05 vs respectivo control sin Angll,

##p<0.0l vs respectivo control sin DETA/NO, AAp<O.Ol vs Angll + DETA/NO,

ANOVA seguido de la Prueba de Student Newman Keuls)

Asimismo, se evaluó el efecto de los dadores de NO sobre la liberación

de prolactina en condiciones estimuladas. En condiciones estimuladas, tanto el

DETA/NO (O.5-2.0 mM) como el NP (0.5 y l.O mM) revirtieron parcialmente la

estimulación de la liberación de prolactina inducida por Angll lO‘8 M (Tabla 4).

Ninguno de los dos dadores de NO modificaron la liberación de prolactina a la

concentración de O.l mM (Tabla 4). Como fuera demostrado en trabaios previos

(Duvilanski et a|., l995, l99ó; Velardez et a|., 2000) y en los resultados

obtenidos en la primer parte del presente trabaio para adenohipólisis enteras (Fig.

9), tanto el DETA/NO (1.0 y 2.0 mM) como el NP (0.5 y l.O mM) inhibieron la

liberación basal de prolactina en células adenohipofisarias en cultivo (datos no

mostrados y Fig. 24B).
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Tabla 4. Efecto de los dadores de NO sobre Ia liberación de prolactina

estimulado por AngII.

Prolactino (ug/well)

Control 0.316 i 0.05]

Angll lO'8 M 1.235 i 0.147 M

Angll lO'8 M + DETA/NO O.l mM 1.270 1- 0.095

Angll lO‘BM + DETA/NO 0.5 mM 0.576 -_*-0.093 ”

Angll lO'a M + DETA/NO 1.0 mM 0.655 i 0.196 ”

Angll lO'3 M + DETA/NO2.0 mM 0.690 i 0.057 ”

Angll lO'BM + NP O.l mM 0.874 1- 0.240

Angll 10's M + NP 0.5 mM 0.533 i 0.132 *

AngII lO'a M + NP 1.0 mM 0.539 i 0.186 *

Las células adenohipofison’os fueron íncubadas con Angll lO“i M en presencia de

concentraciones crecientes de DETA/NO o NP durante 30 min. Losdatos representan

la media i SEM,n=8. Mp<O.Ol vs control respectivosinAngll, ‘p<0.05, "p<0.0l

vs control respectivo sin DETA/NO o NP (ANOVA seguido Prueba de Student

Newman Keuls).

Participación de lo vía de lo guonilil ciclosa/cGMP/PKG en el efecto

del NO sobre la síntesis de lPs estimulado por Angll

Uno de los principales mecanismos de acción del NO involucra Ia

estimulación de lo guonilil ciclosa soluble. Como consecuencia de lo activación

de esta enzima se produce un aumento de lo concentración intracelular de cGMP

generado a partir del GTP, con lo consiguiente potencial activación de Ia PKG y

otros proteínas regulados por cGMP. Teniendo en cuenta varios troboios que

muestran uno inhibición de lo actividad de lo PLC por parte de la PKG (Clementi

et a|., 1995; Xia et o|., 2001), se decidió investigar lo participación de Ia vía de Ia
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guonilil cicloso soluble/cGMP/PKG en el efecto del NO sobre lo síntesis de IPs en

condiciones estimulodos.

Como inhibidor específico de lo guanilil ciclosa soluble se utilizó LY­

83583. Este inhibidor, o una concentración que no modificó Io síntesis de IPs

tonto en condiciones basoles como estimulodos (l uM), revirtió completamente el

efecto ¡nhibitorio del NO sobre Io síntesis de IPs estimulado por Angll (Fig. 19).

Este resultado sugiere que lo activación de dicho enzimo es esencial poro lo

manifestación del efecto del NO sobre lo producción de IPs en condiciones

estimulodos.

Teniendo en cuento este resultado, se postuló que ol menos el cGMP y

quizós lo PKG deberían estar involucrados en el efecto del NO y por lo tonto el

tratamiento de los células con cGMP o con un estimulodor de Io PKG deberían

producir un resultado similar al observado en los tratamientos con los dadores de

NO. Sin embargo, cuando se utilizó 8-Br-cGMP, un onólogo permeable del

cGMP mós resistente o la acción de los fosfodiesterosos que el cGMP, el cuol

mimetíza los efectos introcelulores del cGMP, o cuando se utilizó el Sp-8-pCPT­

CGMPS trietilomino, un estimulodor de la PKG, no se observaron modificaciones

en Ia síntesis de IPs estimulodo por Angll lO'a M (Fig. 20). Reforzando estos

resultados el Rp-8-pCPT-CGMPS trietilomino (Rp-8, lO‘7 M), un inhibidor de la

PKG, no produio la reversión esperado del efecto ¡nhibitorio del NO sobre lo

síntesis de IP3en condiciones estimulodos por Angll (Fig. 21).
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Fig. 19. Participación de la guanilil ciclasa soluble en el efecto inhibitorio

del NO sobre la síntesis de IPs estimulada por Angll. Las células

adenohipofisarias premarcadas con *inositol fueron preincubadas con o sin LY­

83583 (l uM) durante 30 min y luego incubadas en las mismas condiciones con o

sin el agregado de Angll lO'8 M en presencia o ausencia de DETA/NO l mM durante

30 min. Las barras representan la media i SEM (%de la radioactividad incorporada),

n=ó. *p<0.05, **p<0.0l vs control sin Angll, Ap<O.05, AAp<O.Ol vs Angll,

##p<0.0l vs control respectivo sin LY-83583 (ANOVA seguido de Prueba de

Student-Newman-Keuls).
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Fíg. 20. Papel del cGMP y lo PKG en el efecto ¡nhibí'rorio del NO sobre lo

sínfesis de IPs estimulado por Angll. Loscélulas odenohipofisoríos premorcodos

con *ínosí’rolfueron incubados con o sin Angll 10‘8 M en presencia de 8-Br-CGMP

(lO'4 M) o Sp-8-pCPT-CGMPS ’rríefilomino (Sp-8, 10'7 M) durante 30 mín. Los barros

representan lo medio i SEM (% de lo rodioocfivídod incorporado), n=ó. **p<0.0l

vs control sin Ang“ (ANOVA seguido de Pruebo de Sfudenf-Newmon-Keuls).
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Fig. 21. Efecto del Rp-8-pCPT-cGMPS trietilamina, un inhibidor de la PKG,

sobre la disminución de la sintesis de IP3inducida por DETA/NO. Lascélulas

adenohipofisarias premarcadas con *inositol fueron preincubadas con o sin Rp-8­

pCPT-CGMPS trietilamina (Rp-8, l0'7 M) durante 30 min y luego incubadas en las

mismas condiciones con o sin el agregado de Angll lO'8 M en presencia de

DETA/NO l mlvl durante 30 min. Las barras representan la media 1- SEM (% de la

radioactividad incorporada), n=ó; *p<0.05 vs control respectivo sin Angll,

Ap<O.O5 vs control respectivo sin BETA/NO (ANOVA seguido de Prueba de

Student Newman Keuls).

En nuestro sistema, la reversión por parte del LY-83583 del efecto

inhibitorio del NO sobre la síntesis de lPs en condiciones estimuladas por Angll se

contradice con los resultados obtenidos con el análogo de clelP y los

reguladores de la PKG (comparar Fig. 19-21). Esto hace pensar en la posibilidad

de que dicha reversión del efecto del NO podria deberse a una acción propia del

LY-83583 en donde este inhibidor podría estar modificando la respuesta de la vía

de la PLC al NO. Hasta la fecha, al menos un trabaio describe un efecto

Resultados 67



Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA Tesis de Doctorado

estimulatorio del LY-83583 sobre Ia hidrólisis de PIP2 y Ia producción de

diacilglicerol e |P3en una línea tumoral de células hepóticas, sugiriendo que el LY­

83583 podría activar Ia PLC (Prasad et aL, 1999). Si el LY-83583 tuviese alguna

acción sobre la vía de Ia PLC, podría postularse que el efecto del NO sobre Ia

producción de IPs es independiente de la vía del cGMP/PKG. Sin embargo en

nuestras condiciones experimentales el LY-83583 no modificó por sí mismo la

síntesis de IPs, aún a una concentración de 10 uM (datos no mostrados). Por el

contrario, si el efecto inhibitorio del NO es verdaderamente dependiente de Ia

actividad de Ia guanilil ciclasa soluble como indica el resultado con LY-83583

(Fig 19), otro estimulador de Ia guanilil ciclasa soluble (diferente del NO) debería

disminuir la síntesis de IPsen condiciones estimuladas por Angll.

Con el obieto de comprobar esta posibilidad, se utilizóel BAY41-2272,

un nuevo estimulador de Ia actividad de guanilil ciclasa soluble el cual parece no

poseer efectos ¡nespecíficos como otros estimuladores conocidos hasta el

momento (Stasch et a|., 2001). Dado que Ia acción de este compuesto no había

sido caracterizada en adenohipófisis, en primer término, se determinó su

capacidad para estimular Ia actividad de guanilil ciclasa en células

adenohipofisarias de rata en cultivo. Como puede observarse en la Tabla 5, el

BAY41-2272 (10'ó - 10'5 M) aumentó entre 5 y ó veces Ia concentración de

cGMP. Este nuevo estimulador, o una concentración de 10'5 M resultó ser 3.5-4

veces más potente que el NP y el DETA/NO para activar la guanilil ciclasa (Tabla

5).

Una vez comprobado que el BAY41-2272 estimula Ia síntesis de cGMP

en cultivos primarios de células adenohipofisarias de rata, se procedió a evaluar

su acción sobre la actividad de PLC tanto en condiciones basales como

estimuladas. El BAY41-2272 no modificó la producción de IP3en condiciones

basales ni en condiciones estimuladas por Angll 10‘3 M (Fig. 22). Este resultado

indica que el efecto inhibitorio del NO se llevaría a cabo de una manera

independiente de la vía guanilil ciclasa soluble/CGMP.
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Tabla 5. Efecto de los dadores de NO y un estimulador de guanilil ciclasa

soluble sobre Ia producción cGMP en células adenohipofisarias de rata.

Tratamiento cGMP (pmol/well)

Control 2.10 i 0.06

NP lmM 3.l5 i 0.42“

DETA/NOl mM 3.5l i O.l4*

BAY4l -2272 lO'ó M 10.03 i l .38"

BAY4l-2272 lO"5M 12.24 i 2.66”

Las células fueron incubadas con NP, DETA/NO o BAY41-2272 durante óO min

en buffer Krebs-Ringer-Bicarbonato pH 7.35. Los valores representan la medía i

SEM, n=8. *p<0.05, " p<0.0l vs control (ANOVAseguido de Prueba de
Dunnett).
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Fig. 22. Efecto del BAY41-2272, un estimulador de Ia guanílil ciclasa soluble,
sobre la síntesis de IPs estimulado por Angll. Las células adenohípofísarias fueron

incubadas en presencia de Angll 103 M con o sin DETA/NO l mM o BAY4l-2272

(BAY,lO"’-l0'5 M) durante 30 min. Las barras representan la media i SEM (% de la

radioactívídad incorporada), n=ó. "p<0.0l vs control respectivo sin Angll,

'“p<0.0l vs control respectivo sin DETA/NO o BAY41-2272 (ANOVAseguido de

Prueba de Student-Newman-Keuls). En los grupos que contenían BAY41-2272, éste

estuvo presente desde el momento de la preincubación de 30 mín.
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Sobre la base de estos resultados, se llevó a cabo una aproximación

experimental con el fin de evaluar la posibilidad de que el NO estuviera

inhibiendo directamente la actividad de PLC. Dado que los receptores acoplados

a PLC actúan a través de proteínas G del tipo aq/an, se utilizó un anólogo no

hidrolizable del GTP, el GTPyS, el cual estimula preferencialmente a las proteínas

G. De esta manera, si el NO estuviera inhibiendo directamente a Ia PLC, en

presencia del activador de proteínas G, los dadores de NO deberían ser

igualmente capaces de disminuir la actividad de síntesis de IPs. Por el contrario, si

Ia acción del NO se llevara a cabo en algún punto entre el receptor y las

proteínas G, el GTPySdebería impedir el efecto de los dadores de NO.

El GTPySaumentó la concentración de los lPs de manera dependiente de

la concentración en células permeabilizadas con digitonina, llegando a un

maximo de estimulación a una concentración de l ¡4M (dato no mostrado). En

presencia de GTPyS l pM, la Angll lO'B M produio un ligero aumento de la

síntesis de IPs y el DETA/NO l mM no fue capaz de modificar el efecto del GTPyS

solo ni el de GTPyS mas Angll sobre la síntesis de lPs (Fíg. 23).
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Fig. 23. Papel del GTP en el efecto ¡nhibitorio del NO sobre lo síntesis de IPs

estimulado por Angll. Los células adenohipofisorios premorcodos con *inositol y

permeabilizodos con digitoníno fueron íncubodos en presencia de GTPyS lO'ó M con

o sin Angll lO"3M y/o DETA/NO l mM durante 30 min. Los barros representan lo

medio i SEM (% de la rodiooctividod incorporado), n=ó. "p<0.0l vs control sin

Angll (ANOVAseguido de Prueba de Student-Newmon-Keuls).

Estos resultados en coniunto indican que el NO disminuye lo síntesis de IPs

en condiciones de estimulación con Angll y TRH. El efecto inhibitorio del NO sobre lo

producción de IPs parece ser independiente de Io vío guonilil cicloso

soluble/cGMP/PKG. Además, el efecto del NO se llevaría o cabo por lo modificación

de lo vío de tronsduccíón de señales de lo PLC en algún punto localizado entre el

receptor de membrono y Io proteína G.
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3. Estudio del efecto del NO sobre la viabilidad de las células

adenohipofisarias de rata

El NO es un regulador importante del proceso de muerte celular

programada. El NO puede tener efectos pro o antiapoptóticos dependiendo de

diversos factores como la concentración y el tiempo de exposición (Beltram et al.,

2000; Dimmeler & Zeiher, 2000; Shen et al., l998). Aunque existen diferentes

mecanismos por los cuales el NO eierce un efecto proapoptótico, éstos varían

dependiendo del teiido y de las condiciones fisiológicas del mismo. Sin embargo,

dicho efecto parece ser independiente de la activación de la guanílil ciclasa

soluble (Brüne et a|., 1996) e ¡nvolucraría la producción de otras especies

reactivas del nitrógeno como los peroxinitritos (Brown & Borutaite, 2001). El NO

puede eiercer sus efectos estimulando las distintas vías de señales de muerte,

llevando a cambios morfológicos y ultraestructurales propios de la apoptosis.

En la adenohipófisis, no se ha investigado aún el papel del NO sobre la

viabilidad celular. Es por eso que el obietívo de este estudio fue:

Investigar el efecto pro o anti apoptótico del NO en células

adenohipofisa rias de rata.

En estos estudios se evaluaron el efecto de los dadores de NO sobre la

actividad celular y la morfología nuclear. Asimismo, se estudió si el efecto del NO

sobre la viabilidad celular es dependiente de la capacidad nitrosilante del propio

NO, la acción de los peroxinitritos o la activación de las caspasas. Ademas,

mediante técnicas inmunocitoquímicas, se determinaron los tipos celulares

afectados por el NO.

Efecto del DETA/NO sobre la actividad celular adenohipofisaria

En base a los datos previos del efecto del NO sobre la actividad

secretoria de las células adenohipofisarias y teniendo en cuenta el tiempo de vida

media de los dadores de NO en soluciones acuosas, en el presente estudio se
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utilizó DETA/NO l mM como dador de NO. Se realizaron ¡ncubociones durante

tiempos cortos y largos con el dodor de NO (1-72 h). En las ¡ncubociones de l h

con DETA/NO no se observaron cambios en la actividad celular (Fig. 24A). El

DETA/NO produio un aumento de la actividad celular adenohipofisaria cuando

los tratamientos se extendieron de 2 a 12 h (Fig. 24A y 25A), mientras que no se

observaron cambios en Ia actividad celular en las ¡ncubociones de 24 h (Fig.

25A). En cambio, luego de 48 h de incubación con el dador de NO se observó

una disminución muy marcada de la actividad celular adenohipofisaria (Fig. 25A).

En los mismos experimentos se cuantificó la liberación de prolactina. La

exposición de las células al dador de NO durante l h produio una disminución

de la liberación de prolactina (Fig. 24B). Este resultado concuerda con los

resultados previos de nuestro laboratorio en ¡ncubociones de adenohipófisis

enteras durante l h con dadores de NO (Duvilanskiet a|., 1995, 1996; Velardez

et al., 2000). Dicho efecto inhibitorío no se observó en las ¡ncubociones de 2 y 3

h en presencia del DETA/NO (Fig. 24B y 258). En cambio, a partir de ó h de

exposición al NO, se observó una disminución significativa de la liberación de

prolactina que se acentuó en los tiempos de incubación mas prolongados (Fig.

258).

Una vez establecido el tiempo de incubación óptimo para la evaluación

del efecto citotóxico del NO (48 h), se realizó una curva de concentración de

DETA/NO. En ¡ncubociones de 48 h, el DETA/NO disminuyó la actividad celular

adenohipofisaria a concentraciones de 0.5 y 1.0 mM, mientras que no se

observaron modificaciones con una concentración de 0.1 mM (Fíg 26). Una vez

mós, para descartar efectos inespecíficos de la molécula dadora de NO, se

realizaron ¡ncubociones en presencia DETANONOato decaído (DETA).El DETA

l mM no modificó la actividad celular en incubaciones de 48 h (Fig. 27A), Io cual

demuestra la especificidad de acción del NO. En los mismos experimentos se

evaluó la liberación de prolactina, la cual tampoco fue afectada por el DETA l

mM (Fig. 27B).
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Fíg. 24. Efecto del DETA/NO sobre lo actividad celular (A)y Io liberación de

prolactina (B) en tiempos cortos de incubación. Los células odenohipofisoríos

fueron incubados con o sin DETA/NO 1 mM durante los tiempos indicados. Los

borras representan lo medio 1- SEM, n=8. *p<0.05, *"p<0.01, ’"p<0.001 vs

control respectivo (Prueba "t" de Student).
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Fig. 25. Efecto del DETA/NO sobre la actividad celular (A) y la liberación de

prolactina (B) en tiempos prolongados de incubación. Las células

adenohipofisarias fueron incubados con o sin DETA/NO l mM durante los tiempos

indicados. Las barras representan la media i SEM, n=8. *p<0.05, "p<0.0l,
#1!!! p<0.00l vs control respectivo (Prueba "t" de Student).
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Fig. 26. Efecto del DETA/NO en concentraciones crecientes sobre la actividad

celular. Las células adenohipotisarias fueron incubadas con DETA/NO en

concentraciones crecientes durante 48 h. Las barras representan Ia media i SEM,

n=8. ***p<0.00l vs control (ANOVAseguido de Prueba de Dunnett).
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Fig. 27. El DETANONOato sin capacidad de liberar NO no afectó la
actividad celular (A) ni la liberación de prolactina (B). Las células
adenohipofisarias fueron incubadas con DETA/NO l mM o DETAl mM durante

48 h. Las barras representan la media i SEM, n=8. ***p<0.00l vs control
(ANOVAseguido de Prueba de Dunnett).
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Hasta aquí los resultados muestran que el efecto citotóxico del NO sólo

se manifiestó cuando el tiempo de exposición con DETA/NO fue igual o mayor a

48 h (se evaluaron también ¡ncubacíones de 72 h, datos de actividad celular,

AbsÓOOnm,Control: 0.149 -_*-0.005, DETA/NO l mM: 0.008 i 0.003, n=8,

p<0.00l, Prueba "t" de Student). Teniendo en cuenta que Ia liberación de NO

producida por DETA/NO l mM en una solución acuosa a pH fisiológico se

mantiene por alrededor de 20 h, se decidió determinar el tiempo mínimo de

exposición al DETA/NO necesario para que se manifieste el efecto citotóxico del

NO, el Cual fue evaluado a las 48 h de comenzado el experimento. Ademas se

investigó la reversibilidad del proceso de muerte desencadenado por el NO. En

esta serie de experimentos se incubaron las células por periodos de 3 a 48 h con

DETA/NO l mM y al cabo de cada uno de los tiempos de incubación se cambió

el medio por DMEM-S-lO% FBS y se continuaron las ¡ncubacíones hasta

completar las 48 h. En estas condiciones de experimentación, el DETA/NO l mM

disminuyó la actividad celular adenohípofisaria cuando el tiempo de exposición

fue igual o mayor a ó h (Fig. 28A). No se observaron cambios en la actividad

celular en ¡ncubacíones de 3 h con DETA/NO l mM (Fig. 28A). En la misma serie

de experimentos se Cuantiticó la prolactina liberada (correspondiente a los

periodos post-cambio de medio) y se observó que el DETA/NO l mM disminuyó

marcadamente la liberación de esta hormona cuando las células fueron

incubadas por ó o mós horas (Fig.288).
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Fig. 28. Determinación del tiempo mínimo de exposición a NO para

producir una disminución de la actividad celular (A) y la liberación de

prolactina (B). Las células adenohipofisarias fueron ¡ncubadas con o sin

DETA/NO l mM durante los tiempos indicados y luego ¡ncubadas en DMEM-S­

10% FBS hasta completar 48 h. Las barras representan la media 1- SEM, n=8.

‘p<0.05, ““p<0.00l vs control respectivo (Prueba "t" de Student).
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Análisis morfológico e identificación del tipo celular afectado por el

NO

En una serie de experimentos realizados en paralelo con los diseñados

para Ia medición de actividad celular, se examinó si el efecto citotóxico del

DETA/NO era el resultado de la inducción de un proceso apoptótico o necrótico.

Como puede observarse en la figura 29, el DETA/NO i mM produio la aparición

de cambios morfológicos nucleares característicos de procesos apoptóticos

(fragmentación y condensación cromatínica). Raramente se observaron células

necróticas y su número, en las ocasiones en que fueron cuantificables, fue similar

en los grupos Control y DETA/NO l mM (datos no mostrados). Aunque a partir

de 12 h de incubación con DETA/NO l mM se comenzaron a observar cambios

a nivel nuclear de las células adenohipofisarias, estos cambios morfológicos se

manifestaron claramente a partir de las 24 h de incubación y el porcentaie de

células apoptóticas fue similar en las células tratadas durante 24 y 48 h con el

dador de NO (Tabla ó).

Tabla ó. EI DETA/NO induce cambios morfológicos nucleares

característicos de Ia apoptosis. Cuantificación de núcleos.

Grupo Control DETA/NO 24 h DETA/NO 48 h

Núcleos normales 99.7 i 0.1 °/o 88.4 i 0.5 °/o"' 91.8 1' 0.6 %"'

Núcleos Apoptóticos 0.2 t 0.1 % 10.6 i 0.9 %" 8.1 i 0.4 %"'

Las células adenohipofisarias fueron incubadas con o sin DETA/NO l mM

durante los tiempos indicados. Los datos representan la media t SEM, n=5-ó.

*p<0.05 vs control respectivo (ANOVAseguido de Prueba de Dunnett).
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Fig. 29. El DETA/NO induce cambios morfológicos nucleares característicos

de Ia apopiosis. Las células adenohipofisarias fueron incubadas en medio solo

(A) o con DETA/NO i mM (B) durante 48 h. En los cultivos ’rraiados con

DETA/NO se observaron CéiUIOScon condensación y fragmentación cromah’nica

(Hecha). Tinción: narania de acridina/bromuro de efidio (iO ug/mL C/u).

Barra=iO um.
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Una vez demostrado que el DETA/NO l mM producía Ia aparición de

morfología nuclear apoptótíca, se procedió a la determinación del/os tipo/s

celular/es afectado/s. Para ello se utilizaron técnicas inmunocitoquímicas con

antiCUerpos dirigidos contra diferentes hormonas adenohipofisarias seguido de

una tinción de los núcleos con el obieto de cuantificar el número de células con

morfología nuclear apoptótica pertenecientes a cada tipo celular adenohipofisario

(Fig. 30). Como puede observarse en la Tabla 7, el 50% del total de células

apoptóticas resultaron ser Iactotropos.

apoptótíca.

Grupo DETA/NO 48 h

Lactotropos 49.8 i l.l %

Gonadotropos 7.5 i 0.7 °/o

Somatotropos 1.8 i 0.3 %

Tirotropos 1.4 i 0.4 %

Células Folículo Estrelladas l.7 i 0.2 %

Corticotropos N/ D

determinado.

Tabla 7. Identificación de los tipos celulares con morfología nuclear

Las células adenohipofisarias fueron incubadas con DETA/NO l mM durante 48

h y al finalizar las incubaciones fueron inmunomarcadas con anticuerpos contra

las distintas hormonas adenohipofisarias o contra la proteína S-lOO (células

folículo estrelladas). Los datos representan la media i SEM, n=3-4. N/D=no
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Fig. 30. Identificación de los tipos celulares afectados por el NO. Las células
adenohipotisarias tueron íncubadas en medio solo (A,B)o con BETA/NO i mM (C,D en
la pagina siguiente) durante 48 h. Las células tiiadas tueron inmunomarcadas con
anticuerpos contra prolactina (A,C) y se realizó una coloración de contraste de los
núcleos con ioduro de propidio (BD). En los cultivos tratados con BETA/NO se
observaron células con condensación y fragmentación cromatínica tanto inmunopositivas
(flecha), como negativas (cabeza de Hecha) para prolactina. Barra:30 um.
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Fig. 30. Continuación.
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Participación de las caspasas en el efecto citotóxico del NO

Con el obietivo de determinar la participación de las caspasas en el

efecto del NO sobre la viabilidad celular adenohipofisaria, se realizaron

incubaciones con DETA/NO l mM en presencia de inhibidores de las caspasas

de los tipos 3 y 9. Ambos inhibidores revirtieron parcialmente la disminución de la

actividad celular adenohipofisaria inducida por el DETA/NO l mM en

incubaciones de 24 h y evaluada a las 48 h (Fig. 3]). Sin embargo, en estas

condiciones, los inhibidores de caspasas no revirtieron la aparición de la

morfología nuclear apoptótica producida por el DETA/NO l mM en incubaciones

de 24 h (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto de los inhibidores de caspasas sobre la aparición de

morfología nuclear apoptótica inducida por el DETA/NO.

Grupo % núcleos apoptóticos

Control 0.9i -_*-0.25

DETA/NO i mM 6.20 i 0.11“

Ac-LEHD-CHO10" M 1.11 i 0.36

Ac-LEHD-CHO 10" M + DETA/NO i mM 7.76 i 1.77"

Ac-DEVD-CHO 10" M 1.34 1- 0.61

Ac-DEVD-CHOlO" M + DETA/NO l mM 5.15 i 0.95‘

Las células adenohipofisarias fueron incubadas con o sin inhibidor de caspasa-9 (Ac­

LEHD-CHO) o caspasa-3 (Ac-DEVD-CHO) y/o DETA/NO durante 24 h y luego

inCUbadas en DMEM-S-lO% FBS hasta completar 48 h. Los datos representan la

media i SEM, n=4. "p<0.05, vs control respectivo sin DETA/NO, (ANOVAseguido

de Prueba de Student Newman Keuls).
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Fig. 31. Efecto de los inhibidores de caspasas sobre la disminución de la

actividad celular inducida por el DETA/NO. Las células adenohipofisarias fueron

incubadas con o sin inhibidor de caspaso-9 (Ac-LEHD-CHO) (A) o caspasa-3 (Ac­

DEVD-CHO) (B)en concentraciones crecientes y/o DETA/NO durante 24 h y luego

incubadas en DMEM-S-ÏO% FBS hasta completar 48 h. Las barras representan Ia

medio i SEM, n=8. *p<0.05, **p<0.0l vs control respectivo sin inhibidor,

AAA¡:><O.OO]vs control respectivo sin DETA/NO (ANOVA seguido de Prueba de

Student Newman Keuls).
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Participación de los peroxinitritos y los eventos de nitrosilación en el

efecto citotóxíco del NO

El NO puede producir nitrosilacíón de las proteínas, afectando la

actividad de diversas enzimas implicadas en procesos de muerte celular. Por otro

lado el NO es capaz de reaccionar con el anión 02' para formar ONOO' que

pueden producir un efecto citotóxíco actuando tanto a nivel mitocondrial como a

nivel del DNA. Por consiguiente, se evaluó la participación de ambos procesos

(nitrosilación y acción de los ONOO') en el efecto citotóxíco del NO sobre las

células adenohipofisarias. Para ello se utilizaron N-acetil-cisteína como

bloqueante del efecto nitrosilante del NO y TROLOX®como un bloqueante de la

acción de los ONOO'.

En los experimentos realizados para evaluar la participación de la acción

nitrosilante del NO como desencadenante del proceso de muerte celular

programada en las células adenohipofisarias de rata, se realizaron curvas de

tiempo desde 12 hasta 48 h de exposición con DETA/NO l mM en presencia de

N-acetil-císteína lO mM. Ademós se realizaron variaciones en los protocolos de

incubación los cuales constaron de tiempos de preincubacíón con N-acetil­

cisteína, incubaciones por los tiempos correspondientes (12-48 h) y cambios de

medio con el agregado de N-acetiI-cisteína lO mM hasta llegar a las 48 h. A

pesar de los distintos protocolos utilizados, la N-acetil-císteína lO mM no bloqueó

el efecto citotóxíco del NO (Fig. 32). La N-acetíl-cisteína lO mM tampoco afectó

la actividad celular por sí misma.

El TROLOX (90.1 mM no afectó la actividad celular por sí mismo y no fue

capaz de revertir la disminución de la actividad celular adenohipofisaría

producida por el DETA/NO l mM en incubaciones de 48 h (Fig. 33).
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Fig. 32. Efecto de la N-acetiI-císteína sobre la disminución de la actividad

celular inducida por el DETA/NO. Lascélulas adenohipofisarias fueron incubadas

con o sin N-acetíI-cisteína (NAC) lO mM y/o DETA/NO l mM durante 12 h y luego

incubadas en medio solo (A) o con NAC lO mM (B) hasta completar 48 h. Las

barras representan la media t SEM, n=8. "p<0.05, "p<0.0l, ""‘p<0.00l vs

control respectivo sin DETA/NO, (Prueba de Student Newman Keuls).
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Fig. 33. Efecto del TROLOX‘”sobre la disminución de la actividad celular

inducida por el DETA/NO. Las células adenohipofisarias fueron incubadas con o

sin TROLOX O.l mM y/o DETA/NO l mM durante 48 h. Las barras representan Ia

media i SEM, n=8. "p<0.0l vs control respectivo sin DETA/NO (ANOVAseguido

de Prueba de Student Newman Keuls).

Estos resultados en coniunto indican que el NO posee un efecto cítotóxico

sobre las células adenohipofisarias de rata. Dicho efecto cítotóxico se manifestó clara

e irreversiblemente a partir de las ó h de incubación con el dador de NO, mientras

que los cambios observados en la actividad celular durante tiempos cortos de

exposición (3 h) fueron reversibles y no parecen tener un efecto significativo sobre la

viabilidad celular. El NO produio muerte celular con características morfológicas y

(condensación y fragmentación cromatínica, disminución del volumen celular) propias

de un proceso apoptótico. El hecho de que los inhibidores de caspasas revirtieran

parcialmente la disminución de la viabilidad celular inducida por el NO sugiere que,

al menos en parte, la inducción del proceso apoptótico se desencadenaría con la

participación de estas proteasas. Ademas, el NO parece afectar preferencialmente a

los lactotropos como lo demuestran los resultados de inmunomarcación. La

disminución de la liberación de prolactina inducida por el NO en tiempos

prolongados de incubación se deberían a la acción citotóxica del NO sobre los

lactotropos. Por último, el mecanismo por el Cual el NO induce apoptosis en las

células adenohipofisarias aparentemente no se deberían a desbalances en el

equilibrio redox de las células adenohipofisarias.
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Discusión

La regulación de los distintos procesos fisiológicos de la adenohipófísís,

tales como el desarrollo, la diferenciación, los patrones de secreción hormonal y

la muerte celular, implica la acción concertada de una gran variedad de factores

provenientes tanto de teiidos periféricos como del sistema nervioso central (a

través del hipotólamo) o de Ia propias células adenohipofisarias. Durante los

últimos años se ha hecho gran hincapié en el estudio de los factores

¡ntrahipofisarios que regulan dichos procesos. En este sentido, se han llevado a

cabo diversos estudios en los que se investigaron los efectos del NO

principalmente sobre los patrones de secreción hormonal. También se estudiaron

algunas vías de segundos mensaieros involucrados en estos efectos. Con respecto

a Ia secreción de prolactina, gran parte de los trabaios realizados hasta la fecha

fueron llevados a cabo en nuestro laboratorio en donde se deteminaron algunas

de las vías de segundos mensaieros involucrados en el efecto ¡nhíbitorio del NO

sobre la secreción basal de dicha hormona. Con el obieto de tener una visión

mós integral y acabada de los mecanismos de acción del NO sobre la secreción

basal y estimulado de prolactina, en el presente trabaio se evaluó la capacidad

del NO de regular el metabolismo de segundos mensaieros de origen lipídico que

participan en dicho proceso de secreción.

Por otro lado, a pesar de que el proceso de muerte celular en la

adenohipófísís parece ser un evento frecuente, son pocos los estudios realizados

hasta el momento sobre posibles factores ¡nductores de apoptosis en las células

adenohipofisarias. Teniendo en cuenta que el NO es generado por las células

adenohipofisarias, que su concentración es potencialmente alta y persistente

durante los procesos inflamatorios y que estó involucrado en procesos citotóxicos

en distintos tipos celulares, este mensaiero se perfila como un candidato fuerte

para cumplir un papel activo en el proceso de muerte celular en la adenohipófísís.
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Los resultados muestran que el NO se comporta como un regulador del

metabolismo tanto del ócido araquidónico como de los fosfoinosítidos y ademós

produce muerte celular programada en células adenohípotisarias de rata.

l. El NO regula el metabolismo del ócido araquidónico en la
adenohipótisis de rata

Numerosos trabaios muestran que el NO es capaz de actuar como

regulador del metabolismo del ócido araquidónico (Curtis ef a/., 1996; Goodwin

ef a/., 1998; Gunther ef a/., 1997; Holzhütter ef a/., 1997; Maccarrone el a/.,

1996; Nakatsuka & Osawa, 1994; O’Donnell el a/., 1999; Tsai ef a/., 1994). El

efecto del NO en esta vía metabólica tiene lugar a nivel de la conversión del

ócido araquidónico en prostaglandinas y tromboxanos a través de las COX, en

HETEs y leucotrienos a través de las LOX o en EETs a través de las citocromo P­

450. Dependiendo del tipo celular y las condiciones fisiológicas, el NO puede

estimular o inhibir las diferentes vías de metabolización del ócido araquidónico.

Se ha demostrado que la vía de la LOX es la mas relevante en cuanto a la

regulación de la secreción hormonal en la adenohipófisis dado que el tratamiento

¡n w'frocon inhibidores de esta enzima produce disminución de la secreción de

varias hormonas adenohipofisarias, entre ellas, la prolactina (Conte ef a/., 1986;

Judd ef a/., 1988; Koike ef a/., 1985). El 5-HETE es el derivado mós importante

del ócido araquidónico involucrado en Ia secreción de prolactina, FSH y LH (Ben

Menahem ef a/., 1994; Dan Cohen ef a/., 1992; Koike el a/., 1985).

Ha sido demostrado que el NO puede inhibir la LOXde varias especies,

tanto vegetales como animales (Holzhütteref a/., 1997; Maccarrone ef a/., i996;

Nakatsuka & Osawa, 1994; O'Donnell ef a/., 1999). Se han descripto varios

modelos de inhibición de la LOX por parte del NO, siendo el que postula una

reacción entre el NO y el radical Iipídico peroxílado unido a la enzima el mós

probable dado que tendría lugar a concentraciones nanomolares de NO
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(O’Donnell ef a/., 1999). El presente estudio muestra por primera vez que el NO

inhibe la actividad de la LOXen la adenohipófisis de la rata.

En nuestros estudios, tanto el NP como el DETA/NO disminuyeron la

producción de 5-HETE en adenohipófisis enteras ¡n vitro.Ambos dodores de NO

inhibieron la liberación de prolactina y esta inhibición se correlaciona con la

caída de los niveles de 5-HETE. En el mismo sentido, la L-arginina, el sustrato

natural de las NOS, disminuyó la producción de 5-HETE con una potencia similar

a la observada con los dodores de NO. Teniendo en cuenta que tanto el efecto

de los dadores de NO como el de la L-arginina fueron bloqueados por la

hemoglobina, quelante de NO, se puede concluir que el efecto observado se

debe a una acción específica del NO. El hecho de haber obtenido los mismos

resultados con dodores de NO que poseen diferentes estructuras moleculares y

sólo comparten SUcapacidad de liberar NO, refuerza aun mas la idea de que los

resultados obtenidos se deben a una acción específica del NO.

El 5-HETE es un mensaiero intracelular con una vida media corta y sus

niveles pueden ser considerados basicamente como un refleio de su velocidad de

síntesis por parte de la 5-LOX. Teniendo en cuenta este concepto, los resultados

del presente trabaio indican que el NO estó inhibiendo la actividad de esta

enzima.

La utilización de inhibidores de las NOS es una herramienta útil para el

estudio de la participación del NO endógeno en un proceso fisiológico. En el

presente trabaio, la inhibición de la síntesis de NO por L-NAMEy aminoguanidina

induio un aumento en los niveles de 5-HETE, sugiriendo que el NO endógeno se

encuentra eierciendo un efecto inhibitorio tónico sobre la actividad basal de la 5­

LOX.Este mecanismo podría estar interviniendo en el efecto inhibitorio tónico que

eierce el NO sobre la secreción de prolactina.

Por otra parte, si bien Ia hemoglobina revirtió la disminución de la

actividad de la 5-LOX inducida por el NO, no modificó por si misma la

producción basal de 5-HETE como sí lo hicieron los inhibidores de las NOS. La

adenohipófisis es un sistema celular heterogéneo, compuesto por varios tipos de
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células endocrinas y no endocrinas. Actualmente estó completamente demostrada

la expresión de las tres isoformas de la NOS en la adenohipófisis, en donde el

tipo predominante es la nNOS que se localiza en los gonadotropos y las células

folículo estrelladas (Ceccatelli ef a/., 1993; Sagar & Ferreiro, 1987; Vincent &

Kimura, 1992). Dado que los Iactotropos aparentemente no expresan ningún tipo

de NOS, los efectos producidos por el NO sobre este tipo celular son

necesariamente debidos a una acción paracrina del NO. Existenvarios trabaios

que demuestran una acción tanto autocrina (Ceccatelli ef a/., 1993) como

paracrina (Duvilanski el a/., 1995, 1996) del NO en adenohipófisis, por lo cual

no es posible determinar si los cambios inducidos por el NO sobre la actividad de

la 5-LOX refleian una acción del NO sobre las propias células que expresan NOS

o bien sobre las células vecinas. El hecho de que la hemoglobina no haya

modificado la producción basal de 5-HETE probablemente se deba a que esta

proteína, al no ser capaz de atravesar las membranas biológicas, sólo puede

quelar el NO extracelular. En cambio, la acción del NO dentro de las propias

células productoras de NO puede ser bloqueada por los inhibidores de las NOS.

Este resultado sugiere que, en condiciones basales, el NO podría estar actuando

principalmente sobre la actividad de la LOX en las células que sintetizan NO.

Dado que existen relaciones anatómicas de continuidad (uniones comunicantes)

entre células con y sin actividad de NOS (por ei. células folículo estrelladas y

Iactotropos) (Morand ef a/., 1996), no se puede descartar un efecto yuxtacrino del

NO sobre la actividad de la 5-LOXen células que no poseen NOS.

El NO puede modificar la actividad de las COX en distintos tipos

celulares (Cooper, 1999; Goodwin, 1999; Tsai, 1994). La mayor parte de los

trabaios demuestran que el NO puede estimular esta enzima, tanto en sistemas

libres de células como en cultivos celulares (Davidge ef a/., 1995; Maccarrone ef

a/., 1997; Salvemini ef a/., 1993 y 1996). Se han propuesto varios modelos de

interacción NO-PGH sintasa y, dependiendo del sistema, cualquiera de ellos

puede llegar a tener lugar en condiciones fisiológicas (Curtis ef a/., 1996;

Goodwin ef a/., 1998; Gunther ef a/., 1997; Tsai ef a/., l994). El presente
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estudio muestra que el NO estimula la actividad de la COX en la adenohipófisis

de la rata. Mientras que el NP y la L-arginina sólo produieron un aumento

significativo de los niveles de PGFZG, el DETA/NO induio una estimulación de

todos los prostanoides estudiados. El NO parece no estar involucrado en la

regulación de la actividad basal de la COX dado que la inhibición de la síntesis

de NO por L-NAME o aminoguanidina no modificó la producción de

prostaglandinas y tromboxanos. En base a estos resultados con los inhibidores de

las NOS, se puede inferir que el NO endógeno estaría afectando la actividad

basal de la 5-LOX pero no de la PGH sintasa, lo cual sugiere que estas enzimas

podrían tener diferentes afinidades por el NO. En estudios con PGH sintasa

purificada, Maccarrone ef 0/. establecieron una constante de activación (Ka)de la

enzima por NO de 0.65 uM y 0.85 uM para la actividad de ciclooxigenasa y de

peroxídasa respectivamente (Maccarrone ef a/., 1997). El mismo grupo,

trabaiando con LOXde soia purificada, estableció una constante de inhibición (K-,)

de la enzima por NO de 0.40 uM (Maccarrone ef a/., 1996). En los experimentos

presentados aquí, la concentración móxima efectiva de NO en el medio de

incubación liberado por NP l mM fue de 0.87 uM, medida de forma

electroquímica mediante un electrodo sensible a NO (Poderoso ef a/., 1996). Se

obtuvieron concentraciones efectivas submicromolares de NO similares con

DETA/NO l mM. Por lo tanto, las concentraciones de NO utilizadas en el

presente trabaio se encontraban dentro del rango de acción capaz de interactuar

con ambas enzimas.

Las capacidades diferenciales del NP y el DETA/NO para estimular la

actividad de la COX podría ser explicada teniendo en cuenta las distintas cinéticas

de liberación de NO que poseen ambos dadores. En solución acuosa, el NP

alcanza rápidamente un móximo de concentración efectiva de NO que luego

disminuye con una vida media (tm) de aproximadamente 20 min a 37°C. Por el

contrario, el DETA/NO libera NO lentamente, llegando a una concentración

maxima de NO a los 30 min, la cual se mantiene constante por varias horas

(ty/2:20 h a 37°C). Por Io tanto, es posible que, para ser activada, la COX
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necesite una cierta concentración de NO persistente en el tiempo, siendo poco

efectivos los aumentos transitorios de NO. Si bien los productos de las COX no

desempeñan un papel importante en la regulación de la secreción hormonal en

adenohipófisis, éstos se comportan como mediadores de procesos inflamatorios

(Morteau, 2000; Simon, l999). En dichos procesos, el NO es generado en alta

concentración y durante periodos prolongados (McCann ef a/., 1998; Wong ef

a/., l99ó). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren un mecanismo potencial de

interrelación NOS-COX durante procesos inflamatorios en la adenohípófisis.

Los conceptos discutidos en los párrafos anteriores son las hipótesis mós

simples que permiten interpretar los resultados obtenidos en el presente trabaio.

Sin embargo, se deben tener en cuenta también algunos otros hechos que

podrían intervenir en los efectos observados. En primer lugar, se podría pensar

que la disminución de la síntesis de 5-HETE podría deberse a uno disminución de

la oferta de sustrato (‘AA)originada por la mayor actividad de metabolización del

ócido araquidónico por parte de la COX inducida por el NO y viceversa. Este

hecho es poco probable dado que la maso de "AAutilizada fue superior en mós

de dos órdenes de magnitud a la masa de la suma total de los metabolitos

cuantificados (datos no mostrados). Además, baio el supuesto de "la caída de la

oferta de sustrato”, se debería haber observado una mayor inhibición de la

síntesis de 5-HETEdurante el tratamiento con DETA/NO que con NP, dado que el

efecto estimulatorio del DETA/NO sobre la actividad de COX fue mayor que el

inducido por el NP, hecho que no fue observado. Por otro lado se ha demostrado

que los HPETEs, productos intermediarios de la sintesis de HETEs, inhiben la

actividad de la COX (Maccarrone ef a/., l997). Esto permite especular que una

disminución de los niveles de los productos de la LOX inducida por el NO esté

desinhibiendo o la COX, lo cual se manitestaría como un aumento de la síntesis

de prostanoides. Por último, no puede ser descartado uno acción del NO sobre

otras enzimas con grupos hemo involucradas en el metabolismo del ócido

araquidónico, como las citocromo P-450 o algunos prostaglandino sintasas, las
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Cuales podrían participar en el efecto del NO sobre esta intríncada red

enzimática.

2.El NO inhibe la síntesis estimulado de lPs en células de
adenohipófisis de rata

Los inosítoles fosfato forman una trama compleia de factores que regulan

numerosas funciones celulares. Quizás una de las mós relevantes desde el punto

de vista endocrinológico sea la capacidad del ¡nositol (l ,4,5)-trifosfato de inducir

la liberación de calcio desde los depósitos ¡ntracelulares (Taylor, 1998;

Woodcock, 1997). Este mensaiero es uno de los mediadores mós importantes de

la secreción de hormonas adenohipofisarías inducida por diversos secretagogos

hípotalómicos, tal es el caso de Ia liberación de prolactina estimulado por Angll,

TRH, sustancia P o neurotensina (Freeman ef a/., 2000; Ross ef a/., 1988). La vía

de síntesis de |P3 mós simple involucra la activación mediada por receptor de una

PLC, la cual hidroliza el fosfatildilinositol (4,5)-d¡fosfato (PIPZ) localizado

principalmente en Ia membrana plasmática, dando como resultado cantidades

equimolares de |P3 y sn-l ,2-díacilglicerol (DAG) (Woodcock, 1997). El IP3induce

un aumento de la concentración de calcio intracelular a través de la activación de

receptores específicos localizados principalmente en el retículo endoplósmico

(Taylor, 1998; Woodcock, 1997) y el DAG, por su parte, activa varias ¡soformas

de proteínas kínasas C.

En el presente trabaio, tanto el NP como el DETA/NO disminuyeron la

síntesis de IPs en células adenohipofisarías de rata en cultivo estimuladas con

Angll y TRH. EI DETA NONOato sin capacidad para liberar NO no modificó la

producción de IPs inducida por Angll o TRH, indicando que el efecto observado

es específico del NO. Por otro lado, el NO no parece estar cumpliendo un papel

relevante en la regulación basal del metabolismo de los fosfoinosítidos dado que

ninguno de los dadores de NO fue capaz de modificar Ia actividad basal de PLC.
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Previamente demostramos que el NO disminuye la liberación de

prolactina en condiciones basales (Duvilanskief a/., 1995, 1996). En condiciones

de estimulación con Angll o TRH en donde se observó un fuerte aumento de la

liberación de prolactina, tanto el DETA/NO como el NP fueron capaces de inhibir

parcialmente dicho efecto estimulatorio. Este resultado se correlaciona con Ia

disminución de la síntesis de IPs inducida por el NO en las mismas condiciones de

estimulación y lleva a pensar que este mecanismo sería el responsable del efecto

inhibitorio del NO sobre el aumento de la liberación de prolactina inducido por

Angll o TRH.

En muchos sistemas biológicos, los efectos del NO estan mediados por Ia

activación de la guanilíl ciclasa soluble, con el consiguiente aumento de la

concentración intracelular de cGMP. En estos sistemas, la utilización de análogos

de cGMP reproduce los efectos biológicos del NO. Elsistema de transducción de

señales de los fosfoinosítidos puede ser modulado por el NO a distintos niveles.

Se ha descripto que el NO es capaz de inhibir la PLC-Bpor un mecanismo que

involucra Ia activación de la PKG (Clementi ef a/., 1995,- Xia el a/., 2001). En su

trabaio, Xia ef 0/. demuestran que la PKG fosforila la PLC-Btanto ¡n vivocomo ¡n

V/Vro,dando como resultado Ia imposibilidad de que Ia enzima sea activada por

las proteínas G. Asimismo, y también a través de la activación de la PKG, el NO

puede provocar la fosforilación del receptor de IP3 del tipo | modulando su

probabilidad de apertura (Cavallini el a/., 1996; Komalavilas & Lincoln, 1996).

En el presente trabaio, el LY-83583 que actúa como un inhibidor

irreversible de la guanilíl ciclasa soluble bloqueó completamente el efecto

inhibitorio del NO sobre la producción de IPs estimulado por Angll. Teniendo en

cuenta este resultado se podría sugerir que la actividad de la guanilíl ciclasa

soluble es necesaria para la acción del NO. Sin embargo, el BAY41-2272, un

compuesto recientemente caracterizado no relacionado con el NO, el cual activa

específicamente la guanilíl ciclasa soluble, no fue capaz de reproducir los efectos

del NO sobre la síntesis de lPs. En nuestro sistema, el BAY41-2272 estimuló la

síntesis de cGMP con una potencia superior a la del DETA/NO o del NP, pero no
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afectó la síntesis de IPs estimulado por Angll, lo cual Sugiere que la disminución

de la síntesis de IPs inducida por NO se llevaría a cabo de forma independiente

de la activación la guanilil ciclasa soluble y del cGMP. Estos resultados

contradictorios fueron aclarados con la utilización, como mediador directo del

NO, de un anólogo del cGMP permeable a las membranas biológicas y más

resistente a la acción de las fosfodiesterasas que el cGMP, el 8-Br-cGMP. Según

fuera demostrado en trabaios anteriores (Duvilanski et a/., 1996), el 8-Br-cGMP

reproduce el efecto inhibitorio del NO sobre la liberación basal de prolactina en

adenohipófisis. Sin embargo, en el presente trabaio dicho análogo no fue capaz

de disminuir la síntesis de IPs estimulada por Angll o TRH. Este resultado refuerza

la idea de que el NO disminuye la síntesis de IPsestimulada por Angll de manera

independiente de la vía guanílíl ciclasa soluble/cGMP.

Las PKG son uno de los sitio de acción del cGMP. A su vez estas

proteínas kinasas pueden fosforilar a la PLC inhibiendo su actividad, por lo cual

las PKG pueden ser consideradas como un punto de conexión entre las vías de

señales del NO y de los fosfoinosítidos. Si las PKG estuvieran mediando el efecto

inhibitorio del NO sobre la síntesis de IPs en condiciones estimuladas, la

utilización de un estimulador de esta enzima debería haber reproducido dicho

efecto ¡nhibitorio. Sin embargo, el Sp-8-pCPT-CGMPS trietilamina, un estimulador

de Ia PKG, no reproduio el efecto observado con los dadores de NO y el Rp-8­

pCPT-cGMPS trietilamina, un inhibidor de la PKG, no fue capaz de revertir la

disminución de la síntesis de IPs inducida por DETA/NO o NP.

Estos resultados en su coniunto indican que los componentes de la vía

guanilil ciclasa soluble/cGMP/PKG no estarían participando del efecto del NO

sobre la producción de IPsen condiciones estimuladas.

Una vez descartado la vía cGMP/PKG, se postuló que el NO estaba

afectando la actividad de PLC interfiriendo directamente en algún punto de la vía

de transducción de señales. Las posibilidades eran que el NO pudiese estar

modificando la funcionalidad de los receptores de la membrana plasmática, de

alguna de las subunidades de las proteínas Gq/n, de algún factor regulador de las
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proteínas transductoras o de la propia PLC.Hay dos observaciones relevantes que

indican que el NO no afecta directamente a la PLC. La primera es que los

dadores de NO no fueron capaces de disminuir Ia síntesis basal de IPs Ia cual es

independiente de la activación de proteínas G. La segunda es que el DETA/NO

no fue capaz de disminuir la síntesis de IPs estimulado por GTPyS tanto en

presencia como en ausencia de Angll. Estas dos observaciones sugieren que el

NO no estaría afectando la actividad de PLC por una acción directa sino que el

factor afectado por el NO se encontraría en algún punto entre el receptor de

membrana y la proteína G.

Se ha demostrado que el NO puede modular las señales iniciadas por

los receptores de membrana actuando sobre diferentes elementos de las vías de

transducción de señales. El NO puede afectar Ia función de los receptores

activados por agonistas tanto intra como extracelulares (Castel & Vaudry, 200];

Choi ef a/., 2000; Kim ef a/., 1999), canales iónicos (Lief a/., 1998; Meszaros el

a/., 1996) y receptores con actividad tirosina kinasa (Estrada ef a/., 1997) por un

mecanismo que involucra eventos de nítros(i|)ación. Asimismo, tanto las proteínas

G pequeñas como las heterotriméricas son blanco para Ia acción del NO por

mecanismos dependientes (Abi-Gerges ef a/., 2001, 2002; Nguyen et a/., 1991)

o independientes (Lander ef a/., 1993, 1995; Mallis el a/., 2001) de cGMP. Por

último, varios receptores acoplados a proteínas G (Shaul & Anderson, 1998),

incluyendo el receptor para Angll del tipo ATl (Ishízaka el a/., 1998), así como

también el sistema PIP2/PLC (Hope & Pike, 1996; Pike & Casey, 1996) estan

principalmente localizados en caveolas. Considerando que el NO interfiere con la

integridad del andamiaie formado por la proteína caveolina-l (Goligorsky ef a/.,

1994; Li ef a/., 2001), esta interferencia puede ser propuesta como otro

mecanismo hipotético de acción del NO sobre el metabolismo de los

fosfoinosítidos en las células adenohipofisarias de rato. Dado que Ia Angll

estimuló Ia síntesis de IPs aún en presencia de GTPyS, se puede sugerir Ia

existencia de una vía adicional de estimulación de la síntesis de IPs por Angll

independiente de GTP. Esta vía tampoco sería modificada por el NO.
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En 1999, Prasad ef a/. describieron un efecto estimulatorio del LY-83583

sobre la hidrólisis de PIPZcon el consiguiente aumento en la producción de DAG

e IP3 en una línea tumoral de células hepáticas, sugiriendo que el LY-83583

podría activar la PLC. Este antecedente podría explicar la reversión del efecto

¡nhibitoriodel NO sobre la síntesis de IPsen condiciones estimuladas en presencia

de LY-83583. El inhibidor de la guanilíl cíclasa soluble podría estar aumentando

la síntesis de IPs mediante una estimulación de la PLC, lo cual bloquearía o no

permitiría observar el efecto ¡nhibitorio del NO sobre esta enzima. Sin embargo,

el LY-83583 no modificó por sí mismo la síntesis de IPs tanto en condiciones

basales como estimuladas con AngII, Io cual sugiere que el LY-83583 no sería un

estimulador de la síntesis de IPs por sí mismo sino que actuaría como un

bloqueante de la acción del NO.

En la actualidad, está fehacientemente demostrado que los subtipos de

receptores para Angll AT¡Ay ATm, así como también los receptores para TRH

TRH-R1 y TRH-R2 activan a la PLC-B, por un mecanismo que involucra a las

proteínas G de la subfamilia (xq/0L” (Cóté ef a/., 1997; Exton, 1994,- Hsieh &

Martin, 1992). En la rata macho adulta cerca de un tercio de las células

adenohípofisarias expresan el mRNA que codifica para el receptor del tipo ATIB.

La mayor parte de estas células (aproximadamente el 78%) son inmunoreactívas

para prolactina mientras que otro 18% son inmunoreactívas para ACTH (Lenkei ef

a/., 1999). Con respecto a los receptores de TRH,el 90% de las células que que

se marcan con TRHconiugada a rodamina son lactotropos o tirotropos (Yuef a/.,

1998). Considerando coniuntamente ambos datos y el hecho que el NO ínhibió

Ia síntesis de IPs estimulado tanto por Angll como por TRH, se puede especular

que el efecto del NO fue preferencialmente una respuesta de las células

productoras de prolactina, con una menor participación de corticotropos y

tirotropos.

En Ia primer parte del presente trabaio, se muestra que el NO se

comporta como un regulador del metabolismo del ócido araquidónico. En la

segunda parte, los resultados muestran que el NO regula el sistema de
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transducción de señales de los receptores acoplados a proteínas G que activan

PLC. Asimismo, también demostramos que el NO inhibe tanto la liberación basal

como estimulado de prolactina y que en ambas condiciones habría una acción

diferencial del NO sobre distintos mensaieros intracelulares. En condiciones

basales, el NO activa Ia guanilil ciclasa soluble, aumentando la síntesis de cGMP

(Duvílanski el a/., 1996), el cual por su parte activa la PKG y Ia PDE2

produciendo una disminución de Ia concentración intracelular de CAMP y la

consecuente inhibición de la liberación de prolactina (Velardez ef a/., 2000). En el

presente trabaio se demostró que Ia inhibición de la actividad basal de la 5-LOX

por parte del NO también ¡uega un papel importante en el efecto ¡nhibitorio del

NO sobre Ia liberación basal de prolactina.

En condiciones estimuladas por AngII o TRH, el efecto ¡nhibitorio del NO

sobre Ia liberación de prolactina parece estar mediado, al menos en parte, por

una disminución de la síntesis de IPs. Si bien nuestros resultados muestran que, en

estas condiciones de estimulación, existe un correlación directa entre la

concentración intracelular de IPs y la prolactina liberada, los mismos no nos

permiten descartar la participación de otros segundos mensaieros en dicho efecto

¡nhibitorio del NO. Por lo tanto, los resultados indican que, dependiendo del

estado fisiológico de las células adenohipofisarias, el NO es capaz de actuar

sobre diferentes vías de segundos mensaieros involucrados en la liberación de

prolactina.
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Fig. 34. Efectos del NO sobre los principales mensaieros iniracelulares que

regulan la secreción de prolactina. 5-HETE,ácido 5-hidroxieicosalelraenoico;AA,

ácido araquidónico; AC, adenilil ciclasa; Angll, angiotensina ll; CAMP,adenosina 3',5'­

monofosfaio cíclico; cGMP, guanosina 3',5'-monoioslaio cíclico; COX, ciclooxigenasa;

GC, guanilil ciclasa soluble; Gq/ll, proteina G heiero'rrimérica de iipo q/l l; GTP,

guanosina 5'-’rrifosfoio; |P3, inosi’rol l,4,5-irífosfafo; lP3—R,recep'ror de lP3; LOX,

lipooxigenasa; PDEZ, iosfodiesierasa tipo 2; PIPQ,fosfaiidilinosi’rol 4,5-bifosfaio; PKG,

proteina kinasa dependiente de CGMP; PIAQ,losfolipasa lipo AQ;PLC, fosfolipasa tipo C;

TRH, hormona liberadora de iiro’rroiina; VGCC, canales de calcio dependientes de

volloie.
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3. El NO induce muerte celular programada en células
adenohipofisarías de rata

La adenohipófisis puede ser considerada como una población celular en

expansión (Mastro ef a/., 1969). En condiciones normales, la adenohipófisis de la

rata adulta mantiene una renovación continua de sus células (Carbaio-Pérez &

Watanabe, 1990; Nolan ef a/., 1998; Nouét & Kuias, 1975; Sakuma el a/.,

1984; Shirasawa & Yoshimura, 1982). El equilibrio de la población celular

adenohipofisaria es un refleio del balance entre los procesos de división celular,

diferenciación, arresto del ciclo y apoptosis (Nolan ef a/., 1998, Pagotto el a/.,

1999). En Ia adenohipófísis, el proceso apoptótico no ha sido estudiado en

profundidad. Varios factores sintetizados en esta glóndula podrían actuar como

desencadenantes del proceso apoptótíco, entre ellos se ha propuesto que el TNF­

a o el factor de transcripción Zacl participarían en la renovación celular

adenohipofisaria (Candolfi ef a/., 2002, en prensa; Pagotto ef a/., 1999). En Ia

adenohípófisis, tanto el TNF-a como el interferón tipo y (INF-y)pueden inducir un

aumento en la expresión de la NOS y la síntesis de NO, (Theas el a/., 2001;

Vankelecom ef a/., 19970 y b). Teniendo en Cuenta estos datos, se consideró al

NO como un buen candidato para inducir muerte celular programada en Ia

adenohipófisis.

En el presente trabaio el DETA/NO, dador con capacidad para liberar

NO durante tiempos prolongados a concentraciones relativamente constantes,

produio una disminución de la actividad celular adenohipofisaria de manera

dependiente de la concentración y del tiempo de exposición. EIefecto citotóxico

del NO se manifestó claramente a partir de las 48 h de incubación con el

DETA/NO. Este efecto no se observó cuando las células fueron expuestas a DETA

NONOato decaído, Io cual demuestra que Ia disminución de Ia actividad celular

inducida por el DETA/NO fue específica del NO.

En tiempos cortos de exposición al NO (2-12 h) se observó un aumento

de Ia actividad celular, mientras que tiempos mayores induieron una disminución

de la misma. A partir de las incubaciones con DETA/NO durante diferentes
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tiempos seguidas de incubaciones sin el dador de NO hasta completar 48 h, se

determinó que el tiempo mínimo de exposición al NO capaz de inducir una

disminución de la actividad celular fue de ó h. Tiempos menores de incubación

con DETA/NO no induieron cambios en la actividad celular ni en la morfología

nuclear (evaluados a las 48 h), por lo que puede afirmarse que una exposición de

las células adenohipofisarias a NO durante al menos tres horas no produce

muerte celular. Probablemente, después de estas primeras horas de exposición, el

NO desencadenaría cambios celulares irreversibles que llevarían en última

instancia a la muerte de las células adenohipofisarias.

Mediante el anólisis morfológico de las células por microscopía de

fluorescencia, se pudo demostrar que el NO induce la aparición de cambios

morfológicos propios del proceso de muerte celular programada. A partir de l2 h

de incubación con el DETA/NO se pudieron observar cambios en la

condensación de la cromatina, los cuales se hicieron mucho mós evidentes en las

células incubadas durante 24 o mós horas. Dichos cambios incluyeron la

aparición de núcleos altamente condensados los cuales podían presentar también

fragmentación y marginación de la cromatina. Ademós, las células presentaron

una disminución del volumen citoplasmótico aunque no fue posible observar la

formación de ampollas en la membrana plasmótica. Teniendo en cuenta los

cambios morfológicos descriptos y dado que la observación de células necróticas

fue ocasional, se podría indicar que el NO induce la muerte de las células

adenohipofisarias principalmente por un proceso apoptótico. Si bien el porcentaie

de células con manifestaciones citológicas propias de la apoptosis fue similar en

los cultivos tratados durante 24 y 48 h con DETA/NO, en los preparados de 48 h

se observó una disminución del número total de células adheridas por campo

(datos no mostrados). Este resultado indica que el NO podría estar disminuyendo

la capacidad de las células de mantenerse adheridas al sustrato y por

consiguiente se podría estar subestimando el número de células apoptótícas

después de 48 h de tratamiento con el dador de NO.
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La adenohipófisís es un sistema celular heterogéneo, compuesto por

varios tipos de células endocrinas y no endocrinas por lo cual se investigó si el

efecto citotóxico del NO era generalizado o específico para un tipo celular. El

NO parece afectar principalmente a los lactotropos, como lo muestran las

determinaciones por métodos inmunocitoquímicos. Prácticamente el 50% de las

células que mostraron morfología nuclear apoptótíca fueron inmunoreactivas

para prolactina, mientras que los gonadotropos parecen ser (en cantidad) el

segundo tipo celular afectado.

EI DETA/NO ¡nhibió la liberación basal de prolactina en íncubaciones de

l h, resultado que estó en concordancia con trabaios anteriores realizados en

adenohipófisis enteras (Duvilanski ef a/., 1995, 1996; Velardez el a/., 2000).

Luego de esta inhibición inicial, parece haber un periodo de tiempo durante el

cual el NO no modifica la liberación basal de prolactina. A partir de las ó h de

incubación, el NO volvió a inducir una disminución de la liberación de prolactina

que se acentuó en los tiempos de incubación mós prolongados. Es probable que

la inhibición de la liberación basal de prolactina inducida por el NO a partir de

las ó h de incubación sea una de las primeras manifestaciones de la acción

citotóxica del NO sobre los lactotropos. Por otro lado, el NO también produio

una disminución de Ia liberación de LH a partir de las 3 h de incubación (datos

no mostrados), lo que concuerda con la hipótesis de una acción citotóxica del

NO sobre los gonadotropos sugerida por los resultados de las observaciones por

métodos inmunocitoquímicos. En trabaios anteriores se muestra que el NO, en

tiempos cortos de incubación, modifica solamente la liberación basal de

prolactina, sin afectar la secreción de las demós hormonas adenohipofísarias

(Brunetti el a/., 1995; Ceccatelli el a/. 1993; Duvilanski ef a/., 1995; Hashimoto

ef a/., l995; Kato, l992; Tena-Sempere ef a/., 1996). Si bien no se determinaron

los niveles de secreción hormonal de todos los tipos celulares adenohipofísarios,

los resultados de la inmunomarcación sugieren un efecto predominante del NO

sobre los lactotropos y en segundo término sobre los gonadotropos. Sin embargo,

no se puede descartar que el NO en tiempos de acción prolongados pudiera
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estar afectando la secreción de otras hormonas adenohipofísarios ademas de la

prolactina y la LH.

EI número total de células apoptóticas marcadas con los anticuerpos

contra las distintas hormonas fue sólo del 60%. Este resultado indica que una

gran proporción de las células con morfología nuclear apoptótica no

reaccionaron con ninguno de los anticuerpos utilizados. Este hecho se puede

correlacionar con la disminución del contenido de RNAcitoplasmótico observado

en las células tratadas con DETA/NO cuando fueron teñidas con norania de

acridina. Posiblemente el NO esté produciendo una disminución de la síntesis de

RNA, lo que se traduce en un menor contenido de proteínas, dando como

resultado una débil inmunomarcación con los anticuerpos contra las distintas

hormonas. Este hecho podría llevar al observador a subestimor el número de

células apoptóticas correspondientes a un tipo celular, lo cual dificulta la

determinación fehaciente de cada tipo celular afectado por el NO.

Como ya se mencionara en la introducción, existen varias vías de señales

¡ntrocelulares que desencadenan el proceso opoptótico y muchos veces estas vías

comparten factores proteicos, lo que hace del estudio de una determinada vía de

señalización una tarea compleia. Aunque en la actualidad se hon descripto

procesos apoptóticos independientes de la vía de las caspasas, se acepta que la

activación de esta familia de proteínas es uno de los procesos mós importantes

para desencadenar la muerte celular programada (Thornberry& Lazebnik, 1998).

La apoptosís inducida por NO muchas veces es acompañada por la activación de

caspasas (Borutaite el a/., 2000; Moriya ef a/., 2000). Una de las herramientas

mós utilizados para investigar la participación de estas cisteína proteasas en el

proceso opoptótico es el tratamiento de las células con inhibidores de dichas

enzimas (Thornberry & Lazebnik, 1998). En el presente trabaio se utilizaron

inhibidores de caspasa-9 y caspasa-3 dado que éstas son las isoformas que mós

frecuentemente participan en el efecto citotóxico del NO (Balakirev et a/., 1997;

Borutoite ef a/., 2000; Chai ef a/., 2000; Daugas ef a/., 2000; Hortelano el a/.,

1997). Dado que ambos inhibidores revirtieron parcialmente la disminución de la
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actividad celular inducida por el NO, se puede sugerir que tanto la caspasa-9

como la caspasa-3 estarían mediando, al menos en parte el efecto proapoptótico

del NO en las células de adenohipófísis de rata.

Un resultado notable es que si bien los inhibidores de caspasas revirtieron

parcialmente el efecto del NO sobre la actividad celular, no fueron capaces de

revertir la aparición de la morfología nuclear apoptótíca inducida por el NO. Este

resultado, ¡unto con el hecho de que los inhibidores de caspasas sólo produieron

una reversión parcial del efecto del NO sobre Ia actividad celular, hacen pensar

que el NO eiercería su acción citotóxica no sólo a través de la activación de las

caspasas, sino también por una vía independiente de estas proteasas. Los

resultados también indican que Ia vía independiente de caspasas sería la

responsable de la aparición de Ia morfología nuclear apoptótíca. Se ha

demostrado que el NO puede producir directamente la fragmentación del DNA

(Burney ef a/., 1998; Nguyen ef a/., 1992) por lo cual una inducción de cambios

morfológicos nucleares independiente de la acción de las caspasas no parece ser

improbable. Ademós, se ha demostrado que la activación de la p38 MAP kinasa

por el NO promueve la translocación de la proteína Bax a la mitocondria y causa

muerte celular, la cual no puede ser bloqueada por inhibidores de caspasas

(Ghatan ef a/., 2000).

Se ha demostrado que la proteína BCI-2 puede ser sustrato de la

caspasa-3 (Kirsch ef a/., 1999,- Liang ef a/., 2002). La caspasa-3 cliva el dominio

BH4 de BCI-2necesario para inhibir la apoptosis, convirtiendo a esta proteina en

un factor proapoptótico similar a las proteínas Bax/Bid. La BCI-2clivada se puede

translocar a la mitocondria y promover la liberación del citocromo c al citosol. De

esta manera, el procesamiento de la BCI-2 por parte de la caspasa-3 se

comportaría como un mecanismo de retroalimentación positiva, amplificando las

señales promotoras de la muerte celular programada. Por Io tanto, la caspasa-3,

mediante el procesamiento de la BCI-2,es capaz de actuar indirectamente sobre

la función mitocondrial (Kirsch el a/., 1999; Liang ef a/., 2002). Dado que los

inhibidores de caspasas revirtieron parcialmente el efecto del NO sobre la
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actividad celular (reflejo de la función mitocondríal), se podría especular que el

NO podría estar desestabilizando la función mitocondrial en células

adenohipofisarias a través de la acción de las caspasas.

Muchos de los efectos, ya sea pro o antiapoptóticos, del NO pueden

desecandenarse a raíz de su capacidad de nitrosilar ciertos aminoácidos

produciendo cambios en la actividad de diversas proteínas (Borutaite ef a/., 2000;

Brüne el a/., 1996,- Dimmeler ef a/., 19970 y 1998; Hoendeler ef a/., 1997; Liel

a/., 1997; Monnik ef a/., 1997; Yabuli ef a/., 1999). En nuestro sistema, la

utilización de N-acetil-cisteína, un antioxidante que bloquea el proceso de

nitrosílación, no fue capaz de prevenir ninguno de los cambios celulares inducidos

por el NO, aún en condiciones submóximas de acción del NO y a pesar de la

presencia de N-acetil-cisteína luego del estímulo con DETA/NO. Este resultado

sugiere que el efecto citotóxico del NO no dependeria de su acción nitrosilante.

Por otro lado, muchas de las acciones proapoptóticas del NO pueden

ser eiercídas de manera indirecta a través de la reacción del NO con el 02',

produciendo ONOO' (Borutaite ef a/., 2000; Bosca & Hortelano, 1999; Burney

ef a/., 1998; Moriya el a/., 2000; Yabuli ef a/., l999). Dado que el TROLOXS,un

derivado de la vitamina E que bloquea la acción de los ONOO', no revirtió

ninguno de los procesos celulares inducidos por el NO, se puede sugerir que el

efecto citotóxico del NO no estaría mediado por los peroxinitritos.

En coniunto, los resultados obtenidos con los antioxidantes indican que el

NO esta induciendo Ia muerte de las células adenohipofisarias por un mecanismo

que no dependeria de la alteración del balance redox intracelular. Es probable

que los efectos proapoptóticos del NO en este sistema se produzcan por una

acción a nivel genómico, bien por la capacidad del NO de dañar al DNA o bien

induciendo Ia expresión de factores promotores de muerte celular.

Ademas de la disminución de la actividad celular observada en tiempos

de exposición prolongados, el NO también produ¡o un aumento transitorio en Ia

actividad celular cuando las células fueron ¡ncubadas durante tiempos cortos con

DETA/NO. El método de medición de actividad celular utilizado en el presente
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trabaio (ensayo de MTT) es principalmente un refleio de la actividad

deshidrogenasa mitocondrial. Un aumento de la actividad celular determinado

por este método no refleia necesariamente un aumento de la proliferación celular.

Los cambios de actividad celular observados durante las primeras horas de

exposición al NO podrían estar refleiando la acción del NO sobre la función

mitocondrial. De hecho el ensayo de M'lT modificado ha sido utilizado para

investigar el efecto del NO sobre la actividad mitocondrial (Sung & Dietert, 1994).

Este tipo de patrón en donde el NO produce efectos opuestos sobre la función

mitocondrial y la viabilidad celular dependiendo del tiempo de exposición ha sido

descripto en un trabaio reciente por el grupo de Moncada (Beltran ef a/., 2000).

En dicho trabaio, los autores describen un aumento del potencial transmembrana

mitocondrial en células Jurkat durante las primeras ó-8 h de exposición al

DETA/NO, mientras que mayores tiempos de exposición al NO producen una

disminución muy marcada de dicho potencial. En el mismo trabaio, los autores

desmuestran que los cambios en el potencial de transmembrana mitocondrial se

correlacionan temporalmente con los cambios de la viabilidad celular inducida

por el DETA/NO pero con un desfasaie de 4-5 h.

Estos resultados son muy similares a los obtenidos en el presente trabaio

en donde se observa un aumento inicial de la actividad deshidrogenasa

mitocondrial, seguido de una caída de la actividad mitocondrial en el momento

en que comienzan a visualizarse los cambios morfológicos propios del proceso

apoptótico. Los resultados presentados sugieren que la mitocondría podría ser un

sitio probable para la acción citotóxica del NO en las células adenohipofisarias

de rata.

El NO y las especies reactivos del nitrógeno producen muerte celular por

diversos mecanismos, los cuales no estón claramente definidos y dependen del

tipo celular y las condiciones fisiológicas. En las células expuestas a NO, la

glucólisis es crítica para su supervivencia dado que niveles moderados de NO

inhiben invariablemente la respiración mitocondrial y de esta manera la

producción de ATP (Nicholls & Budd, 2000). En ausencia de glucosa o frente a
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una capacidad glucolítica insuficiente, el NO puede causar necrosis, simplemente

debido a Ia disminución de ATP (Leist ef a/., 1999). Esto no parece estar

sucediendo en nuestro sistema dado que sólo se observaron células con

características necróticas de forma fortuíta.

Poco se conoce acerca de los factores intrahipofisarios que pueden

producir muerte celular programada en Ia adenohipófísis. En la rata, existen

variaciones en el número de células adenohipofisarias en diferentes estados

fisiológicos como son el ciclo estral, la preñez y la lactación (Ahlbom ef a/., 1998;

Haggi ef a/., 1986; Nolan ef a/., i998, Oishi ef a/., 1993,- Yin& Arita, 2000). Se

ha demostrado que la terminación de Ia lactación induce muerte celular

programada en Ia adenohípófisis con una concomitante reducción del número de

lactotropos (Ahlbom el a/., 1998,- Haggi ef a/., 1986; Yin & Arita, 2000). Es

conocido que tanto el TNF-a como otras citokinas utilizanal NO como mediador

de sus acciones sobre Ia secreción hormonal a nivel adenohipofisarío (Theas ef

a/., 2000; Vankelecom ef a/., 19970 y b). Asimismo, se ha demostrado que el

TNF-a tiene una acción proapoptótica principalmente en proestro con una acción

preferencial sobre los lactotropos (Candolfi ef a/., 2002, en prensa). La expresión

y Ia actividad de la nNOS también varía a lo largo del ciclo estral, siendo maxima

en proestro (Lozach el a/., 1998). Si bien se puede postular al NO como Ia

molécula efectora del proceso de muerte celular programada inducido por el

TNF-a, los experimentos necesarios para confirmar esta hipótesis aún deben ser

llevados a cabo.

Por último, es sabido que durante los procesos inflamatorios Ia expresión

de Ia ¡NOS en Ia adenohipófisis se incrementa casi 50 veces y el NO es

producido en alta concentración y durante tiempos prolongados (McCann er a/.,

1998; Wong ef a/., 1996). ElNO generado en estas condiciones puede estimular

Ia actividad de las COX (Weinberg, 2000). Los productos de las COX, a SUvez

actúan como agentes proinflamatorios y pueden estimular mós aún la producción

de NO. Queda por demostrar si el NO forma parte de un mecanismo de

retroalimentación positiva de los procesos inflamatorios en Ia adenohipófisis, si
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durante la respuesta inflamatoria existe una mayor tasa de apoptosis de las

células adenohipofisarias y por último, si estos procesos son producidos por la

acción del NO.

En resumen, en el presente trabaio se demuestra por primera vez que el

NO induce la muerte de las células de adenohipófisis de rata. El NO produio

cambios morfológicos típicos de un proceso apoptótico y los lactotropos parecen

ser el tipo celular predominantemente afectado. El mecanismo de acción parece

ser parcialmente dependiente de la activación de las caspasas tipos 3 y 9, aunque

es probable que también estén involucradas otras vías proapoptóticas

independientes de esta familia de cisteína proteasas. Con respecto a la acción

oxidante del NO, ya sea directa o indirectamente, los resultados muestran que el

NO no produciría muerte celular por un desbalance del equilibrio redox en las

células adenohipofisarias. Aún queda por demostrar si los efectos del NO se

llevan a cabo por una acción a nivel de expresión génica o a nivel mitocondrial.
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Conclusiones

La regulación de los distintos procesos fisiológicos de la adenohipótisis,

tales como el desarrollo, la diferenciación, los patrones de secreción hormonal y

la muerte celular, implica la acción concertada de una gran variedad de factores

provenientes tanto de teiidos periféricos como del sistema nervioso central (a

través del hipotólamo) o de la propias células adenohipotísarias. Durante los

últimos años se ha hecho gran hincapié en el estudio de los factores

intrahipotisarios que regulan dichos procesos. En este sentido, se han llevado a

cabo diversos estudios en los que se ¡nvestigaron los electos del NO

principalmente sobre los patrones de secreción hormonal. También se estudiaron

algunas vías de segundos mensaieros involucrados en estos efectos. Con respecto

a la secreción de prolactina, gran parte de los trabaios realizados hasta lo fecha

fueron llevados a cabo en nuestro laboratorio en donde se detemínaron algunas

de las vías de segundos mensaieros involucrados en el electo inhibitorio del NO

sobre la secreción basal de dicha hormona. Con el obieto de tener una visión

mós integral y acabada de los mecanismos de acción del NO sobre la secreción

basal y estimulado de prolactina, en el presente trabaio se evaluó la capacidad

del NO de regular el metabolismo de segundos mensaieros de origen lipidico que

participan en dicho proceso de secreción. Los resultados muestran que el NO se

comporta como un regulador del metabolismo tanto del ócido araquidónico

como de los tosfoinosítidos.

Con respecto al metabolismo del ócido araquidónico, el NO inhibió la

actividad de la LOX produciendo una disminución de la síntesis de 5-HETE y

estimuló la actividad de la COX aumentando la síntesis de prostaglandinas y

tromboxanos. Dado que el 5-HETE estó involucrado en la estimulación de la

secreción basal de prolactina, y que ésta es la única hormona adenohipotisaria

que posee una liberación basal espontánea, es probable que la disminución de la
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actividad de la LOX inducida por el NO esté mediando en parte el efecto

inhibitoriotónico del NO sobre la liberación basal de prolactina.

Con respecto al metabolismo de los fosfoinosítidos, el NO inhibíó la

síntesis de IPs solamente en condiciones estimuladas con Angll o TRH, sin afectar

la sintesis basal. La inhibición de la actividad de la PLC por NO parece involucrar

un mecanismo independiente de la vía guanilil ciclasa soluble/cGMP/PKG.

Ademós, el NO no tendría una acción directa sobre la PLC, sino que estaría

modificando algún factor de la vía de transducción de señales localizado entre el

receptor de membrana y la proteína G.

Por otro lado, a pesar de que el proceso de muerte celular en la

adenohipófísis parece ser un proceso constante, son pocos los estudios realizados

hasta el momento sobre posibles factores inductores de apoptosis en las células

adenohipofisarías. Teniendo en cuenta que el NO es generado por las células

adenohipofísarias, que su concentración es potencialmente alta y persistente

durante los procesos inflamatorios y que estó involucrado en procesos citotóxicos

en distintos tipos celulares, este mensaiero se perfila como un candidato fuerte

para cumplir un papel activo en el proceso de muerte celular en la adenohipófísis.

En el presente trabaio, se demostró la capacidad del NO de producir muerte

celular con cambios morfológicos propios de un proceso apoptótico. En este

proceso participarían la caspasa-3 y la caspasa-9 pero no estarían involucrados

ni los eventos de nitrosilacíón ni la acción de los peroxinitritos. Por último, la

acción proapoptótica del NO parece afectar preferencialemente a los

lactotropos.

En resumen, se puede afirmar que el NO al afectar dos procesos

fisiológicos importantísimos de la adenohipófísis como son la secreción hormonal

y la muerte celular, puede ser considerado como un factor clave dentro los

reguladores de la fisiología de la adenohipófísis.

/

Lic. Migu l Omar Velardez Dra. Beatri Haydée Duvilanskí
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