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PREFACIO

El plan de esta obra refleja el interés del autor en ofrecer al lector,
que en general no serd un especialista en los temas abordados, por una
parte una introduccion en la cual puedan encontrarse ademds del marco
temdtico imprescindible para interpretar los resultados obtenidos, una
revision monogrdfica actualizada de distintos subtemas a los que, por su
novedad y/o especializacion, no resulta facil acceder bibliogrdficamente
en nuestro medio. En el mismo sentido apunta la extensa bibliografia
presentada al final. Por otra parte, se ha decidido proveer una detallada
descripcion metodologica de las técnicas y procedimientos empleados en
el presente trabajo. El autor confia en que en este aspecto, la obra pueda
ser utilizada como un "manual de mesada" por aquellos interesados en
repetir o expandir los estudios aqui descriptos. Las secciones Resultados
y Discusion se han diagramado en forma concisa tratando de incluir sélo
aquellos experimentos que arrojaron resultados de razonable relevancia
), en lo referente a la Discusion, de no repetir conceptos o datos ya cita-
dos en la Introduccion.

En resumen, se espera que esta Tesis Doctoral, ademds de consti-
tuir un trabajo original de nivel cientifico y académico satisfactorio, re-
sulte una obra de utilidad teorica y prdctica, en particular para aquellos

jovenes que comiencen su formacion cientifica en temas relacionados.
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INTRODUCCION

CAPITULO 1: CLASIFICACION DE LOS
MENSAJEROS QUIMICOS. RECEPTORES PARA
MENSAJEROS PEPTIDICOS. LAS GLANDULAS
ENDOCRINAS DEL ORGANISMO.

1) LOS TRES SISTEMAS DE INTEGRACION DEL ORGANISMO:

El organismo tiene tres sistemas diferentes de integracion: el sistema nervio-
s0, el enddcrino y el inmune, cada uno de los cuales posee su propio tipo de mensa-
jeros quimicos. Las células nerviosas se comunican mediante neurotransmisores,
las glandulas endocrinas mediante hormonas y el sistema inmune mediante cito-
quinas. Este concepto debe considerarse como una primera aproximaciéon ya que
existe creciente evidencia de que algunos tipos de células inmunes producen hor-
monas y de que células de los sistemas endocrino y nervioso producen citoquinas.
Estos tres sistemas no son independientes entre si, sino que interaccionan unos con
otros. En la fig. I1 se muestra un ejemplo de esto: la interaccion del eje hormonal
hipotalamo-hipofiso-adrenal, con el sistema nervioso e inmune y la influencia de los

estimulos cognitivos y no cognitivos.
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FIGURA 11: Integracion psicoinmunoneuroendocrina (modificada de: Smith EM
and Blalock JE 19835).



Como estos tres sistemas interaccionan entre si, al conjunto se lo designa
como sistema inmunoneuroendocrino (Blalock JE 1989).

El sistema nervioso no sélo controla la liberacion de hormonas, sino que
ademas puede influenciar la liberacion de citoquinas por el sistema inmune. Las
hormonas y otros mensajeros quimicos modulan la actividad del sistema nervioso e
inmune. Ademas el sistema inmune modula la actividad nerviosa y hormonal por
medio de las citoquinas. Los estimulos cognitivos afectan el sistema inmunoneu-
roendocrino a través del sistema nervioso, mientras que los estimulos no-cognitivos
como las bacterias y virus, lo hacen a través del sistema inmune. Estos tres sistemas

integran sus acciones en lenguaje comin por medio de receptores (Kordon and

Bihoreau 1989, Blalock 1989).
2) METODOS DE COMUNICACION ENTRE CELULAS:

La fig 12 muestra algunos de los diferentes modos que tienen los mensajeros

quimicos para comunicarse con sus células blanco.

Autdcrino. Paracrino. Intracrino.

B/FRO

Endécrino. Neurécrino. Neuroendocrino.

FIGURA 12: Los métodos de comunicacion entre las células (Modificado de Krei-
ger 1993, Castro and Morrison 1995).

I) Comunicacion endocrina: la célula enddécrina libera la hormona al torren-
te sanguineo, la cual viaja por este hasta llegar a la célula blanco, por ejemplo la
hormona tiroideoestimulante (TSH) liberada por la hipofisis viaja a través del to-

rrente sanguineo hasta la glandula tiroidea.



Il) Comunicacion pardcrina: la célula endocrina también libera hormonas,
las cuales actian sobre células adyacentes. Entonces la célula blanco debe estar
cerca de la célula secretora y su accion se localiza dentro de un tejido particular u
organo, por ejemplo la accion inhibitoria que ejerce la somatostatina sobre la se-

crecion de otras poblaciones celulares dentro de los islotes de Langerhans.

II) Comunicacion autocrina: la célula secretora libera una hormona o neu-
rotransmisor que actua sobre ella misma modificando su actividad secretoria, por
ejemplo un neurotrasmisor que actia presinipticamente modificando su propia

liberacion.

IV) Comunicacion neuroendocrina: las células son neuronas modificadas, las
cuales liberan neurohormonas a la circulacion periférica y pueden estimular las
células blanco a distancia, por ejemplo la hormona liberadora de la hormona de
crecimiento (GHRH) liberada por el hipotalamo y que actua sobre las células so-
matotropas, o la oxitocina liberada por la hipéfisis posterior y actia sobre las cé-

lulas del utero.

V) Comunicacion neurdcrina: las neuronas liberan mensajeros quimicos que
actuan a muy corta distancia, por ejemplo las neuronas liberan neurotransmisores
como la acetilcolina dentro de las sinapsis que estimulan o inhiben a las células

postsinapticas.

VI) Comunicacion intracrina: en la célula secretora, el mensajero quimico o
su precursor son translocados al nicleo de la misma donde ejercen su efecto, por
ejemplo el factor de crecimiento fibroblastico-2 (FGF-2) se une en el micleo a la
histona H1 y estimula la transcripciéon basal de la célula (Radulescu and Wendtner

1993, Amabric et al 1994, Castro and Morrison 1995).

3) TIPOS DE MENSAJEROS QUIMICOS:

Existen muchos tipos de mensajeros quimicos y la nomenclatura cambia
constantemente a medida que se descubren nuevas substancias y nuevas funciones

para las ya conocidas.

D) Fitohormonas: son los mensajeros quimicos producidos por las plantas
como las auxinas, quininas, giberelinas, etileno, etc., muchas son similares a las
hormonas y neurotransmisores de los animales y otras son usadas como drogas
capaces de actuar sobre el sistema neuroendocrino como por ejemplo: muscarina,

nicotina, morfina, atropina y estricnina (Kreiger 1993).



II) Hormonas: poseen las siguientes caracteristicas: a) son mensajeros qui-
micos, efectivos en muy pequeiias cantidades, b) se sintetizan en gliandulas endo-
crinas, ¢) se secretan al torrente circulatorio y se transportan por éste a través del
cuerpo, d) se unen a receptores localizados en una célula blanco especifica, 1a cual
se encuentra lejos de la célula secretora, e) ejercen una accion fisiologica especifica
sobre la célula blanco. Esta es la definicién "clisica" de hormona, la cual presenta
algunos inconvenientes en todos sus puntos:

a) Mensajeros quimicos efectivos en muy pequeiias cantidades: las hormo-
nas son mensajeros quimicos que regulan la accion fisiologica de la célula blanco,
pero no todo regulador fisiolégico es hormona (CO,, glucosa sanguinea, histamina,
prostaglandinas, etc.). Ademas, aunque las hormonas son efectivas en muy peque-
fias cantidades, el rango fisiologico varia enormemente por ejemplo las hormonas
liberadoras de hormonas hipofisarias son activas en cantidades del orden de los
pg/ml (aunque en la circulacion portal puedan ser algo mayores), mientras que las
hormonas hipofisarias lo son en cantidades del orden de los ng/ml.

b) Sintetizadas en glindulas endocrinas: las hormonas se sintetizan en glin-
dulas endocrinas y algunas substancias hormono-similes se producen en otros luga-
res, como por e¢jemplo las neurohormonas (hormonas liberadoras de hormonas
hipofisarias, oxitocina, vasopresina) que se sintetizan en células nerviosas modifi-
cadas o las citoquinas que son producidas por los linfocitos. Pero existen hormonas
que, ademas de sintetizarse en glindulas endocrinas se producen en otros lugares
por ejemplo la adrenocorticotrofina que ademas de en la hipofisis se produce en los
linfocitos y otras células del sistema inmune.

¢) Secretadas al torrente circulatorio y transportados por este a través del
cuerpo: las hormonas se secretan al torrente circulatorio, pero ademas pueden te-
ner una accion paracrina o autécrina. También las neurohormonas y neurotrans-
misores pueden ser transportados por el sistema circulatorio, aunque algunos se
degraden rapidamente.

d) Se unen a receptores localizados en una célula blanco especifica, la cual
se encuentra lejos de la célula secretora: aunque las hormonas se definen por su
accion sobre una célula blanco especifica, existen hormonas que actiian sobre mu-
chos tipos celulares diferentes como lo hacen la hormona de crecimiento (GH) y los
glucocorticoides. Ademas, en la definicion existe el problema de la lejania al sitio
de sintesis ya que algunas también actuan en forma autdcrina o paricrina.

e) Ejercen una accion fisiologica especifica sobre la célula blanco: aunque
algunas hormonas pueden tener una funcion especifica, otras como los estrogenos
pueden tener efectos generales tales como afectar la respuesta de las células a otras
hormonas o incrementar el crecimiento o la proliferacion celular. Ademas, como

pueden existir distintos tipos de receptores para la misma hormona, puede ser que



esta posea diferentes funciones en distintas células blanco. Por otro lado, muchas

hormonas diferentes pueden inducir la misma respuesta celular como por ejemplo

el aumento de AMPc (Hadley 1992).

III) Neurohormonas: se diferencian de las hormonas " clasicas” en que son
producidas por una célula nerviesa modificada, como en el caso de la oxitocina que
se sintetiza en el hipotalamo y se almacena en las terminales nerviosas que se en-

cuentran en la neurohipéfisis.

IV) Neurotransmisores: se diferencian de las hormonas "clasicas” en que se
sintetizan en neuronas y se liberan dentro de la sinapsis en lugar de hacerlo al to-

rrente sanguineo. Tal es el caso de la acetilcolina y la dopamina.

V) Feromonas: se diferencian de las hormonas "clasicas” en que: a) se pro-
ducen en glandulas exocrinas, b) se secretan fuera del organismo, ¢) actian sobre
otros organismos de la misma especie y d) estimulan los receptores sensoriales co-
mo gusto, olfato, etc. produciendo un cambio en la conducta y el sistema neuroen-

docrino del animal receptor.

VI) Parahormonas: se diferencian de las hormonas "cldsicas™ en que no se
producen en una glandula endocrina, como por ejemplo las prostaglandinas que se

producen en respuesta a hormonas y pueden tener funciones autécrinas.

VII) Prohormonas: son precursores de hormonas. Por ejemplo, el angioten-
sinogeno que es liberado por el higado y en el torrente sanguineo se convierte en

angiotensina |l y esta en angiotensina II la cual posee funciones hormono-similes.

VIII) Factores de crecimiento: son mensajeros quimicos que se sintetizan en
varios tipos celulares y modulan el crecimiento de tejidos y diferenciacion de las
poblaciones celulares. Por ejemplo, el factor de crecimiento fibroblastico, el cual es

sintetizado por los sistemas nervioso y endocrino.

IX) Citoquinas: son mensajeros quimicos producidos por células del sistema
inmune que regulan crecimiento, funcion y diferenciacion de diferentes células
blanco. En este grupo se encuentran: interferén, interleuquinas, factor de necrosis
tumoral, los factores de crecimiento de células By T y el factor activador plaqueta-

rio.

X) Vitaminas: la mayor parte de las vitaminas no se producen en el orga-

nismo y deben ser ingeridas. Las vitaminas A y D constituyen una excepcion ya



que pueden sintetizarse en el organismo, la primera a partir de los carotenos y la
segunda por la accion de los rayos solares sobre la piel. Ademas ambas poseen ac-
ciones hormono-similes, por ejemplo la vitamina A interviene en la regulacion del
ciclo celular y la vitamina D interviene en la regulacion de los niveles de calcio séri-
co.

Esta clasificacion se esta empezando a dejar de lado debido a la dificultad
de decidir si una sustancia es hormona o no. Algunas hormonas sintetizadas en
glandulas endocrinas también se producen en el cerebro y actian como neuro-
transmisores por ejemplo la colecistoquinina. Muchos mensajeros quimicos poseen
receptores en el cerebro y por lo tanto pueden regular la actividad de las neuronas,
conociéndoselos colectivamente como neurorreguladores, los cuales se pueden sub-
dividir en neurotransmisores y neuromoduladores. Un neurotransmisor es un
mensajero quimico liberado por la neurona presinaptica que estimula via sinapsis
a la neurona postsinaptica, como se mencioné anteriormente. Un neuromodulador
es un mensajero quimico que liberado por una neurona, célula endocrina u otro
tipo celular, que al actuar sobre la neurona, modula su respuesta al neurotransmi-
sor.

Retornando a la definicion de hormona, esta se podria definir en un sentido
amplio tomando la definiciéon propuesta por Huxley en 1935, que pone mas énfasis
en la funcion biolégica que en la forma de transporte o el tipo celular que la produ-
ce. Segun ésta definicion: "hormona es una molécula que transfiere informacion de
un grupo de células a otro, para el bienestar de la poblacion celular en su conjun-
to". Esta definicion es acertada ya que integra todos los tipos de mensajeros qui-
micos mencionados anteriormente y destaca como cualidad principal de estas mo-
léculas la de ser agentes de transferencia de informacion y los diferencia de las vi-
taminas tales como la B. Las vitaminas intervienen en los procesos de produccion
de energia celular, mientras que las hormonas influyen en el control de esa produc-
cion, ordenando el sistema es decir, afectando la producciéon de entropia (Calvo et

al 1985).

4) RECEPTORES PARA HORMONAS PEPTIDICAS, NEUROPEPTIDOS Y
NEUROTRANSMISORES :

Las hormonas peptidicas, neuropéptidos y neurotransmisores estimulan la
célula blanco uniéndose a receptores de membrana. Luego, para activar los cam-
bios bioquimicos dentro de la célula deben activar la produccion de segundos
mensajeros dentro de ésta. La transduccién de la informacion de primero a se-
gundo mensajero es llevado a cabo por proteinas transductores como las protei-

nas -G y enzimas cémo la adenilato ciclasa.



A) Receptores de membrana

Mediante ingenieria genética se pudo caracterizar tres tipos de superfami-
lias de receptores (fig. I3) : I) receptores con canales i6nicos, II) receptores enzi-
maticos y III) receptores acoplados a proteinas unidoras de nucleétidos de guani-
na (proteina-G). Todos ellos atraviesan la bicapa lipidica de la membrana plas-
matica, poseyendo asi, un dominio extracelular, otro transmembrana y otro intra-

celular (Hollenberg 1991).

I) Receptores con canales ionicos : entre estos se encuentra el receptor nicotinico
de Ach que posee cinco subunidades (2a, 3, v y 8) que forman un canal iénico
que es abierto al unirse el ligando y causan un influjo iénico por ejemplo de Na* o
Ca'? que cambia el potencial de membrana y desencadena los fendmenos cito-
plasmaticos, el receptor GABA/benzodiazepina y el receptor de glutamato (fig.

I3A).

II) Receptores enzimdticos : entre ellos se encuentran los receptores de tirosina
quinasa para insulina y factor de crecimiento epidérmico o el receptor ligado a la
guanilato ciclasa para el factor atrial natriurético. Este receptor consta de cuatro
subunidades (2a y 2p3). Las subunidades o inhiben la actividad enzimatica de las
B. Cuando el ligando se une a las subunidades o, deshinibe las subunidades B que
se fosforilan una a otra y adquieren actividad enzimatica de tirosina quinasa o

guanilato ciclasa, lo que conduce a la transduccion de la seiial dentro de la célula

(fig. 13B).

I11) Receptores acoplados a proteinas-G o metabotropicos: entre ellos se encuetran
el receptor B,-adrenérgico (fig I13C), el receptor para LH (fig. I3D) y el receptor
para TSH que es similar al de LH. Las proteinas-G acoplan la sefial de union del
ligando en el dominio extracelular a la produccion intracelular del segundo men-
sajero por ejemplo AMPc al activar la adenilato ciclasa.

El nimero de receptores de membrana no es fijo y pueden ser up- o down-
regulados en al menos cuatro formas : a) las hormonas pueden regular el nimero
de sus propios receptores (regulacion homoespecifica), b) las hormonas pueden
regular los niveles de receptores para otras hormonas (regulacion heteroespecifi-
ca), ¢) factores no hormonales como sodio, agentes virales, etc. pueden regular el
numero de receptores y d) programacion genética de la sintesis de novo de receptor
en estadios especificos de la diferenciacion celular durante la embriogénesis

(Hollenberg 1991).
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FIGURA 13: Ejemplos de receptores de membrana. (A) receptor nicotinico para
Ach, cuando la Ach se une al receptor se abren canales de Na* que generan un po-
tencial de accion, (B) receptor de insulina, cuyas subunidades [ se desinhiben al
unirse la insulina (INS) a las subunidades a y adquieren actividad de tirosina quina-
sa (TYR) causando fosforilacion de las proteinas de membrana, (C) y (D) receptores

de NA y LH respectivamente, capaces de acoplarse a proteinas-G y cuyos dominios

intracelulares poseen siete secciones polipeptidicas.

Las hormonas peptidicas unidas a su receptor son internalizadas por endo-
citosis mediada por receptor para desactivar la hormona, pero en algunos casos los
péptidos internalizados pueden ejercer efectos a largo plazo como por ejemplo divi-

sion y diferenciacion celular (Hollenberg 1991).

B) Transduccién de seiiales por proteinas-G

La mayor parte de los receptores para neurotransmisores, hormonas pepti-
dicas y neuropéptidos estan acoplados a proteinas-G. Como se muestra en la fig.
14, las proteinas-G se activan cuando el ligando se une a su receptor de membrana
y luego estimulan o inhiben la sintesis de segundos mensajeros (Spiegel 1989).

Se conocen al menos 12 miembros diferentes dentro de la superfamilia de

proteinas-G. Cuatro de ellos estimulan la sintesis de segundos mensajeros (G;) y



tres la inhiben (G;). Otras proteinas-G regulan canales de calcio (G,), canales de
potasio (Gy) los sistemas de fosfolipasa A (G,.) y fosfolipasa C (Gy), etc. Las pro-
teinas-G tienen tres componentes (o, B y ), de diferente estructura y funcion, que
se disocian para para activar las enzimas necesarias para la sintesis de segundos
mensajeros (Spiegel 1989, Taylor 1990).

Cada hormona puede tener diferentes efectos sobre diferentes células blanco
debido a que los receptores pueden estar acoplados a diferentes proteinas-G en
cada célula blanco. Ademas, sobre una misma célula blanco cada hormona puede
activar diferentes proteinas-G y asi actuar via diferentes segundos mensajeros co-

mo se observa en la figura 114 (Spiegel 1989, Taylor 1990).

Primeros mensajercs

Vasopresina Dopamina TRH
Canal
N 16nico <
Receptor de Recptor D2 ? Receptor
0 vasopresina NP nn de TRH

Gs ‘ %LC N

() + PLC
U :"\ ¥

Segundes L
mensajeros | ’\Mg l Flujo 1omco| l DAG +IP,

4
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—
COs

A

FIGURA 14: El rol de las proteinas-G en la transduccion de sefiales a partir de la
union del ligando. Ejemplo de como tres diferentes primeros mensajeros pueden ac-
tuar sobre la misma célula blanco (Modificada de: Spiegel 1989).

C) Segundos mensajeros

Luego que el ligando se une a su receptor, la proteina-G especifica acoplada
al receptor determina que sistema de segundo mensajero sera activado en la célula
blanco : AMPc, GMPc, calcio, fosfoinositosidos, tirosinaquinasa y derivados del
acido araquidénico. Ejemplos de sistemas de segundo mensajeros activados se
muestran en la tabla I1.

Los segundos mensajeros (fig. IS) estimulan cambios bioquimicos en la cé-
lula al activar proteinquinasas especificas (terceros mensajeros), las cuales fosfori-
lan proteinas especificas (llamadas fosfoproteinas) que actiian coémo cuartos men-

sajeros y regulan los cambios fisiolégicos de la célula.
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TABLA 11: Ejemplos de segundos mensajeros activados, su primer mensajero, el
blanco y actividad afectada sobre la célula blanco. El sentido de la flecha a la iz-
quierda del AMPc indica si éste aumenta o disminuye por accion del primer mensaje-

ro.
SEGUNDO MEN- |PRIMER MENSA- ( BLANCO ACTIVIDAD
SAJERO JERO AFECTADA
T AMPc Catecolaminas Receptor - Aumento de la fre-
adrenérgico del cuencia cardiaca
corazon
T AMPc Dopamina Receptor D, del Actividad neuronal
cerebro
7 AMPc TRH Tirotrofas Secrecion de TSH
7 AMPc Vasopresina Rifién Resorcion de agua
T AMPc TSH Tiroides Secrecion de T3 y
T,
T AMPc ACTH Corteza adrenal Secrecion de gluco-
corticoides
1 AMPc LH Células de Leydig |Secrecion de testos-
terona
Células liteas Secrecion de pro-
gesterona
7 AMPc FSH Células de la gra- | Secrecion de estro-
nulosa genos
+ AMPc Dopamina Receptor D; en { secrecion de PRL
lactotropas
4 AMPc Somatostatina Somatotropas { secrecion de GH
J AMPc Acetilcolina Receptor muscari- |Reduccion de la
nico del corazon frecuencia cardiaca
GMPc Angiotensina I1 Corazén Regula la contrac-
cion cardiaca
Calcio-DAG Acetilcolina Receptor muscari- | Contraccion del
nico musculo liso
Calcio-DAG TRH Tirotropas Secrecion de TSH
Calcio-DAG GnRH Gonadotropas Secrecion de LH y
FSH
Calcio-DAG Angiotensina 11 Corteza adrenal Secrecion de aldos-
terona
Tirosinquinasa Epidermal growth |Receptores de EGF | Crecimiento de

factor (EGF)

fibroblastos

Un ejemplo de fosfoproteina es la sinapsina 1 que se une a las vesiculas si-

napticas regulando la liberacion de neurotransmisores. Estas fosfoproteinas pro-

veen un camino comun a través del cual los diferentes ligandos al actuar sobre

diferentes receptores y activar diferentes proteinas-G y segundos mensajeros pue-

den afectar la misma respuesta dentro de la célula blanco (Hemmings ef al 1989).
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Primeros mensajeros = sefiales extracelulares

Neurotransmisores, hormonas, factores de crecimiento
(Proteinas-G )

Segundos mensajeros = sefiales intracelulares

GMPc AMPc PIP2 Calcio Desconocido
Diacilglicerol

Calmodulina

Liberacion
de calcio
Proteina
quinasa-C

Proteina
quinasa-G

Proteina Proteinasquinasas

Tirosin

: quinasa-A dependientes de quinasas
dependiente dependiente calcio/calmodulina especificas
de GMPc de AMPc

Fosforilacion especifica de proteinas
citoplasmaticas y nucleares

1

Respuesta fisioldgica (Regulacion de la
permeabilidad de membrana y sintesis prot€ica)

FIGURA 15: La cascada de primeros, segundos, terceros y cuartos mensajeros que

al interaccionar alteran la respuesta fisiologica de la célula blanco (Modificada de :
Hemmings et al 1989).

1) El sistema del AMPc :

Este sistema conduce a la sintesis de AMPc como segundo mensajero. La
estimulacion de esta via se produce mediante la activacién de la proteina-G,, mien-
tras que, su inhibicion se produce por estimulacion de la proteina-G; (fig. 14).

La funcion de esta ruta se ilustra en la fig. 16 Cuando el ligando se une al receptor
(1), se estimula la proteina G, (2) y se activa la adenilato ciclasa (AC) (3) 1a cual
convierte el ATP en AMPc y pirofosfato (PP). La hidrélisis del PP en 2P propor-
ciona la energia libre necesaria para la sintesis del AMPc. Al generarse el AMPc se
producen dos series de eventos en paralelo : uno a nivel de la membrana plasmati-

ca y otro a nivel citoplasmatico. La unién de AMPc a las subunidades regulatorias
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(R) de las proteinquinasas A (PKA) de membrana (5a) y soluble (5b) causa la diso-
ciacion de sus respectivas subunidades cataliticas (C) (6a y 6b). La subunidad C de
membrana activada fosforila a partir del ATP una proteina sustrato (SP) (7a), la

que abre canales ionicos permitiendo que los iones difundan dentro o fuera de la

célula (8a).

Ligando Canal i6nico de
® sodio o calcio
Vv Proteina quinasa

5 Receptor de membrana
R 8

Subunidad
regulatona

Reticulo
endoplasmatico
Sintesis protéica

nucleo celular

Proteina
regulatoria
nuclear

(sitio aceptor)

(3] ATP
Grupo fosfato
VAN

- ADP

ARN polimerasa
(sitio de iniciacidn)

FIGURA 16: Cascada del AMPc cémo segundo mensajero (Modificada de: Na-
thanson and Greengard 1977).

La subunidad C soluble activada entra al nicleo donde fosforila a partir del

ATP una proteina nuclear regulatoria de naturaleza no histoénica en su sitio acep-
tor (7b). La fosforilacion de esta proteina altera sus propiedades de union al DNA
permitiendo la union de la ARN polimerasa y facilitando asi la sintesis proteica
(hormonas, proteinas estructurales, enzimas, etc.). Ademas, la subunidad C de la
PKA soluble fosforila una serie de enzimas y proteinas estructurales citoplasmati-
cas desencadenando una serie de eventos en cascada que conducen también, a la
respuesta fisiologica. El AMPc también puede liberar calcio intracelular de sus
reservorios. Cuando el ligando se separa del receptor, se desactiva la proteina-G y
se frena la sintesis de AMPc, siendo el remanente intracelular de AMPc desactiva-

do por las fosfodiesterasas FDE, y FDE; mientras que la fosfoproteinfosfatasa eli-
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mina los grupos fosfato de las proteinas citoplasmaticas y nucleares fosforiladas

(Nathanson 1977, Nathanson and Greengard 1977).

Existen cuatro grupos de fosfodiesterasas, las tres primeras poseen formas

citosdlicas y particuladas y del ultimo grupo sélo se conoce la forma particulada:

a) Mononucleétido ciclico fosfodiesterasa activada por calcio ycalmodulina:

estimula la hidrolisis de tanto AMPc como GMPe.

b) AMPc-fosfodiesterasa activada por GMPc: se activa por concentraciones

pM de GMPc e hidroliza especificamente AMPc.

c) AMPc-fosfodiesterasa especifica: hidroliza sélo AMPc y se divide en

I) fosfodiesterasa inhibible por GMPc y II) fosfodiesterasa inhibible por Ro-20-

1724.

d) GMPc-fosfodiesterasa dependiente de retinal: se estimula por el

blanqueo luz dependiente de la rodopsina (Siddle and Hutton 1990).

TABLA 12 : Agentes utilizados para el estudio de la via del AMPc ( Tomada de:
Siddle and Hutton 1990).

SUBSTANCIA CONCENTRACION MECANISMOS DE ACCION RECONOCIDOS
USUAL
Toxina colérica (V. cholerae) 1 pg/ml proteina que activa la subunidad Gg
Toxina pertisica (B. pertusis) 100 mg/ml proteina que inactiva la subunidad G;
Forskolin 30-100 uM diterpeno que activa la adenilato ciclasa
1,9-dideoxiforskolin 30-100 pM control negativo del forskolin
NaF 10 mM activa la proteina Gs
15-150 mM inhibe las fosfoproteinfosfatasas
Glicerofosfato 10 mM inhibe las fosfoproteinfosfatasas
3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) |1 mM xantina que inhibe inespecificamente pero en
diferente grado todas las fosfodiesterasas
teofilina 10 mM xantina que inhibe inespecificamente pero en
diferente grado todas las fosfodiesterasas
cafeina 10 mM xantina que inhibe inespecificamente pero en
diferente grado todas las fosfodiesterasas
carbazeran 1 mM xantina que inhibe inespecificamente pero en
diferente grado todas las fosfodiesterasas
ICI 118233 0,5 mM inhibe la fosfodiesterasa AMPc-especifica parti-
culada
Ro-20-1724 2 mM inhibe las fosfodiesterasas citosdlica y particula-
da AMPc-especifica inhibible por Ro-20-1724 ¥
en un orden de magnitud menor la estimulada
por GMPc
Amriona 1 mM inhibe la fosfodiesterasa AMPc-especifica parti-
culada
Milriona 1mM inhibe las fosfodiesterasas citosolica y particula-
da AMPc-especifica
GMPc 2 mM inhibe la fosfodiesterasa AMPc-especifica parti-
culada inhibible por GMPc
5uM estimula la AMPc-fosfodiesterasa activada por
GMPc

Para estudiar esta via se puede recurrir a la determinacion de los niveles de

AMPc mediante ensayo de union de proteina o RIA o a la utilizacion de métodos

farmacologicos con el fin de inhibir o estimular ciertos pasos de la via del AMPc.

Algunos de los estudios farmacoldgicos recurren al uso de las sustancias citadas en

la tabla 12 (Siddle and Hutton 1990).
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II) El sistema GMPc

Este sistema posee menor distribucion que el de AMPc, pero existe una alta
distribucion del sistema de GMPc en pulmén, corazon, intestino y musculo liso. El
mecanismo de activacion de este sistema es similar al de AMPc, cuando el ligando
se une al receptor se acopla a una proteina-G y activa la guanilatociclasa que con-
vierte el GTP en GMPc y PP. Luego, el GMPc activa la proteinquinasa G que fos-
forila proteinas de membrana, citoplasmaticas y nucleares. Alternativamente, la
guanilato ciclasa puede ser parte del dominio intracelular del receptor. Al igual
que en el caso del AMPc, el GMPc es desactivado por fosfodiesterasas FDE, y
FDE; (Nathanson 1977).

7 .

I1) El sistema fosfoinisitosidos-calcio

Muchos péptidos y neurotransmisores usan este sistema que se muestra en
la fig. 17. Cuando el ligando se une a su receptor se activa la proteina-Gy,, la cual
activa la enzima fosfolipasa C (PLC) en la membrana celular. La PLC convierte el
fosfatidil inositol difosfato (PIP;) de l]a membrana en diacilglicerol (DAG) y en ino-
sitoltrifosfato (IP;). El DAG actua en la membrana celular junto con calcio para
activar la proteinquinasa C (PKC), la cual activa una proteina substrato (Sp) que
regula la entrada de calcio a través de sus canales. El IP; actiia en el citosol donde
regula la salida de calcio desde sus reservorios (reticulo endoplasmatico liso y mito-
condrias). Luego, el calcio libre se une a proteinas de union como la calmodulina
activa una PKC soluble que fosforila proteinas citosdlicas y nucleares. Ademas, la
PKC de membrana puede fosforilar el receptor alterando su afinidad por el ligan-
do (Guy and Kirk 1988).

El inositol trifosfato, I(1,4,5)P; se degrada mediante un mecanismo comple-
jo que conduce a inositol, I, como producto final como se indica en la figura I8
(Bansal ef al 1990, Batty and Nahorski 1992, Jenkinson et al 1992, Batty and
Nahorski 1992, Challis ef al 1994, Jenkinson et al 1994, Lynch et al 1997).

Para el estudio de ésta via se puede administrar a las células un precursor
radiactivo cémo por ejemplo *H- o "*C-mioinositol y separar los productos genera-
dos mediante cromatografia en capa fina, de intercambio anidnico o liquida de alta
presion. También se pueden separar los fosfoinositésidos por los métodos indicados
y determinar sus estructuras. Pero si solo se desea saber si una sustancia estimula
una respuesta por intermedio de ésta via se puede utilizar el LiCl. El ion Li" esti-
mula la via del IP; debido a que inhibe sus vias degradativas. La accion de este
cation se produce luego de un periodo lag (retraso) de S min, llega al maximo a los

20 min y se mantiene en el maximo por un espacio de 30 min luego de alcanzado el



mismo y posteriormente decae la produccion de IP; ya que éste polifosfoinositol
inhibe la degradacion del PIP; (y en este punto se inhibiria también la via del
DAG). A una concentracion de 1 mM el LiCl inhibe la ISPasa y a una de 5-10 mM
inhibe las mono, bis y 1,3,4-trisfosfatasa pero en diferentes grados. La IP4Pasa no
es inhibida por Li’, pero si por Ca"* 0 Mg 10 mM o Mn"? 1,5 mM (Bansal ef al
1990, Siddle and Hutton 1990, Batty and Nahorski 1992, Jenkinson et al 1992,

Batty and Nahorski 1992, Challis et al 1994, Jenkinson ef al 1994, Lynch et al
1997).
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soluble

v
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proteinas

FIGURA 17: El sistema fosfoinositosidos/calcio (Modificada de Guy and Kirk
1988).

Para estudiar si la via del DAG esta involucrada en una respuesta fisiologica
se puede administrar *H-glicerol y separar el *H-DAG (o su producto acetilado en
posicion 3 con anhidrido acético, mas estable) por cromatografia liquida de alta
presion y cuantificar la radiactividad. Alternativamente, se puede estudiar ésta via
usando estimulantes o inhibidores de la misma. Los ésteres de forbol probablemen-

te actien sobre la PKC pero se conoce que poseen muchos otros efectos que inclu-
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yen alteracidn en la actividad de las proteinas-G, el potencial de membrana, el
transporte de iones a través de membrana, la actividad de fosfolipasa C, de la ade-
nilato ciclasa, de la fosfolipasa A;, la sintesis proteica, de ARN y de ADN, ademas
de actuar en forma distal a la PKC modificando la actividad enzimatica, la densi-
dad de receptores y proteinas del citoesqueleto que son substratos de la PKC. Se
suele comparar el paralelismo en la accion de la hormona con la de los ésteres de
forbol, si las respuestas son diferentes se puede excluir ésta via, pero si son idénti-
cas solo se puede considerar como evidencia sugestiva de su participacion ya que la

respuesta observada puede lograrse por la convergencia de las rutas finales.

1(1,3,4,5)P;

inositol 3-
liasa

inositol 5-fosfatasa
I5Pasa)

1(1,3,4)P;

inositol 1- I5Pasa inositol polifosfato inositol
fosfatasa 4-fosfatasa 1,3,4-
(IP4Pasa) trifosfatasa
1(4,5)P;, 1(1,4)P, I( 1,3)P, 1(3,4)P;,
3Pasa IBPas IBPas
Pa IBPasa
inositol- IBPPasa
bis fos-
fatasa
(IBPasa
I(1)P I(3)P 1(4)P
inositol IMPasa IMPasa
monofos-
fatasa
(IMPasa)
|

FIGURA 18 : Mecanismos posibles de degradacion del inositol trifosfato que con-
ducen a inositol como producto final. Los productos de cada etapa se indican dentro
de los recuadros mientras que las enzimas involucradas se indican en itilica
(Obtenida de: Bansal et al 1990, Batty and Nahorski 1992, Jenkinson et al 1992,
Batty and Nahorski 1992, Challis et al 1994, Jenkinson et al 1994, Lynch et al 1997).

Los inhibidores de la PKC se indican en la tabla I3, se utilizan para estudiar
ésta via pero tampoco son especificos ya que sus efectos se determinaron por medio
de ensayos in vitro, lo cual no significa que se comporten de la misma manera in
vivo. Por ejemplo, uno de ellos, la trifluoropreazina (TFP) a concentraciones entre
10 y 20 mM inhibe la PKC, pero a concentraciones superiores a los 30 mM tam-

bién inhibe la PKA dependiente de AMPc y ademas posee un efecto inhibitorio
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sobre la calmodulina en un rango de concentracion que se superpone al de la PKC.
Por esta razdn la falta de inhibicion de la TFP puede indicar la no participacion de

ésta via, pero la inhibicion solo 1a sugiere (Siddle and Hutton 1990).

TABLA 13 : Algunos inhibidores de la PKC (Siddle and Hutton 1990).

INHIBIDORES
Trifluoroperazina Polimixina B Sangivamicinasta
Amiloride Gosipol Staurosporina
Retinal Esfingosina Tetracaina
Mellitina Esfingonina H-7

IV) El calcio como segundo mensajero

El calcio es necesario para la accion de AMPc, DAG y otros segundos men-
sajeros y puede funcionar él mismo como segundo mensajero. En la mayor parte
de las funciones mediadas por AMPc se requiere calcio. El calcio unido a calmodu-
lina se necesita para activar la adenilato ciclasa luego de la estimulacion de la cor-
teza adrenal por ACTH y en otros casos como el de la estimulacion de la médula
adrenal por Ach facilita la activacion de la adenilato ciclasa. El calcio frecuente-
mente se requiere para activar la PKA, pero ademas, éste activa sus especificas
proteinquinasas cémo por ejemplo la proteinquinasa dependiente de calcio-
calmodulina.

El calcio se almacena dentro de la célula y es bombeado fuera por una bom-
ba de calcio ya que los niveles de calcio libre son menores dentro que fuera de la
célula. El nivel de calcio libre se regula mediante dos mecanismos : abriendo cana-
les que permiten su entrada del medio extracelular o liberandolo desde sus depdsi-
tos intracelulares. El nivel de calcio libre citosdlico varia segin el tipo celular pero
en general es de alrededor de 0,1 uM en reposo y de 1-5 pM en la célula activada,
concentraciones mayores de éste cation pueden daiiar las proteinas y organoides.
Un aumento del calcio libre es siempre de corta duracion ya que es rapidamente
bombeado al exterior de la célula o a sus reservorios intracelulares (Rasmussen
1989, Siddle and Hutton 1990).

Las estrategias para el estudio del calcio como segundo mensajero abarcan:
a) Medida directa del calcio libre celular.

b) Medida del flujo de calcio a través de la membrana plasmatica u organoides, su
liberacion al citosol y determinacién de canales sensitivos de voltaje o entrada
mediada por receptores activados por segundos mensajeros como por ejemplo
IP;.

¢) Modificaciones farmacologicas.

Los métodos mas usados se basan en:
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1) Deteccion de calcio

a) Mediante proteinas activadas por calcio (aequorina, obelina, etc.).

b) Mediante el uso de indicadores, los cuales pueden ser de tres tipos: I) es-
pectrofotométricos (murexida, antipiril azo IIL, arsenoazo III, etc.), IT)
fluorescentes (quin-2, fura-2, indo-1, etc.) o III) resonancia magnética
nuclear para °F (FBAPTA).

¢) Microelectrodos sensitivos para el calcio.

2) Flujo o influjo de *Ca™.
3) Uso de agentes para manipular la concentracion de calcio, algunos de los cuales

se indican en la tabla I4 junto con su rango de concentracion util.

TABLA 14: Algunos agentes itiles para manipular el Ca*’ citoplasmdtico.

ACCION AGENTE RANGO DE CONCENTRACION
IONOFOROS
Ionomicina 1-S uM
A23187 1-10 pM
Br-A23187 1-10 pM
QUELANTES
EGTA * 1-10 mM
BAPTA-AM 1-10 pM
Metil-BAPTA-AM 1-10 uM
BLOQUEADORES
DE LOS CANALES
DE CALCIO
Ni* mM
Co™ mM
D600 10-100 nM
Nifedipina 10-100 nM
Verapamil uM
Cromoglicato 1-10 pM
OTROS AGENTES
CON ACCION DI-
FERENTE A LA
MENCIONADA
TMB-8 10-100 pM
Nitr 5-AM nM
BAYK 8644 1-100 pM

Dantrolenato sodico 10-100 uM

* el acido etilenglicol-bis-([3-aminoetileter)tetraacético (EGTA) no puede reempla-
zarse por el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), ya que el altimo es poco selec-
tivo y quela tanto el calcio como el magnesio (Hutton and Siddle 1990, Siddle and

Hutton 1990).

V) Tirosinquinasa como segundo mensajero

Como se menciono anteriormente la actividad tirosinquinasa se encuentra

en el dominio 3 del receptor con actividad enzimatica.
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VI) Derivados del dcido araquidonico como segundos mensajeros

Las prostaglandinas se producen a partir del Acido araquidoénico en la

membrana celular y estimulan la produccion de AMPc o GMPc (Hadley 1992).

Cada uno de los segundos mensajeros pueden actuar simultineamente en la
misma célula blanco, como en el caso de la fig. I9 en que CRH y vasopresina ac-
tdan a través de diferentes segundos mensajeros sobre la corticotropa para regular

la sintesis y liberacion de ACTH.

Vasopresina
I CRH
@;9 Receptor de ACTH
Receptorde CRH N vasopresina ]
4 —/\AW
PKC DG il AR G
+ 0 .gz 4, L &
9 % V. V.
P
PKA
< )
Fosforilacion de
proteinas M PKC
T
> - /.g - —_————
Ribosoma ((
) Reticulo ; Granulos
ADN ARNm /' Nicleo endoplasmatico Golei secretorios

FIGURA I9: Interaccion entre CRH y vasopresina para regular la sintesis y libe-
racion de ACTH (Modificado de : King and Baertschi 1990).

5) LAS GLANDULAS ENDOCRINAS Y SUS HORMONAS:

En la tabla IS se indican las glandulas endocrinas del organismo, sus princi-
pales hormonas (no todas) y la funcion primaria de cada una de ellas. Su localiza-

cion anatémica se indica en la fig. 110.
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TABLA 1S: Las principales hormonas del organismo y sus funciones primarias.

GLANDULA HORMONA FUNCION PRIMARIA
PINEAL Melatonina Modula la actividad gonadal ;
media la respuesta a la luz
ADENOHIPOFISIS Se veran en el proximo capi-
tulo
NEUROHIPOFISIS Oxitocina Estimula la contraccion uterina y
eyeccion de leche
Vasopresina Eleva la presién sanguinea y pro-
mueve la absorcién renal de agua
TIROIDES Tiroxina y triiodotironina Regulan el crecimiento celular , la
diferenciacion, y la actividad me-
tabolica
Calcitonina Disminuye el Ca plasmatico
PARATIROIDES Hormona paratiréidea Eleva el Ca plasmatico
TIMO Se verin en el capitulo 3
CORAZON Factor atrial natriurético Regula la presion, volumen y ba-
lance electrolitico de la sangre.
ESTOMAGO Gastrina Estimula la secrecién de HCl y la
motilidad intestinal
DUODENO Secretina Estimula la secrecion de jugo pan-
creitico
Colecistoquinina Estimula la secrecion de enzimas
pancreiticas y la contraccion de la
vesicula biliar
PANCREAS (Islotes de Lan- Insulina Disminuye la glucemia y promueve
gerhans) la sintesis de lipidos y proteinas
Incrementa la glucemia y la de-
Glucagon gradacién de lipidos y proteinas
CORTEZA ADRENAL Glucocorticoides Anabolica, anti-inflamatoria, in-
munosupresora
Mineralocorticoides Incrementa la retencion de Na vy
pérdida renal de K
MEDULA ADRENAL Adrenalina Incrementa el ritmo cardiaco el
consumo de oxigeno y movilizacion
de glucogeno
Noradrenalina Vasoconstriccion, incremento de la
presion sanguinea
TESTICULOS
Células de Leydig Testosterona Androgenizante, anabélica
Células de Sertoli Inhibina Inhibe la secrecion hipofisaria de
FSH
OVARIOS
Foliculos Estrégenos Estrogenizante, anabdlica
Cuerpo liteo Progesterona Facilita el desarrollo uterino y
mamario y mantiene el embarazo
Inhibina Inhibe la secrecion hipofisaria de

FSH

PLACENTA

Gonadotrofina coriénica
humana

Lactégeno placentario hu-
mano

Progesterona

Mantiene la sintesis ovarica de
progesterona

Estimula el crecimiento mamario y
desarrollo

mantiene el embarazo




Hipotalamo
Pineal
Hipofisis
Paratiroides
Tiroides
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Rif ,
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Ovarios
Testiculos

FIGURA 110: Las principales glindulas endocrinas del organismo.
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CAPITULO 2: LA ADENOHIPOFISIS Y SUS
HORMONAS. CONTROL HIPOTALAMICO DE LA
SECRECION ADENOHIPOFISARIA-FACTORES
HIPOFISOTROPOS.

1) ESTRUCTURA MACROSCOPICA, ORIGEN EMBRIOLOGICO, DIVISIO-
NES Y SUBDIVISIONES DE LA HIPOFISIS Y RELACIONES:

La hipofisis es una glandula endocrina situada en la base del cerebro. Es un
organo relativamente pequeiio, que en el ser humano mide 1, 3 cm de diametro
aproximadamente y pesa entre 600 y 1000 mg en un adulto, obteniéndose los ma-
yores pesos en las mujeres. En la rata su diametro es de unos 3 mm y su peso es
aproximadamente de 10 mg en la rata joven dependiendo de la cepa y sexo. Su im-
portancia es capital ya que mantiene relaciones mutuas con otras glandulas endo-
crinas. También posee relaciones neurales y vasculares con el cerebro, al que se
halla unido por un delgado tallo (Halmi and Meriarty 1982).

La hipdfisis se divide en 2 partes principales, de acuerdo a su origen em-
briolégico: la adenohipofisis y la neurohipofisis. Esta glandula posee un doble ori-
gen embriolégico. El ectodermo genera una evaginacion a nivel de la futura cavi-
dad bucal, que se dirige hacia atras y arriba, la bolsa de Rathke, que originara la
adenohipofisis. Mientras que, la neurohipofisis se origina a partir de una evagina-
cion del piso, el infundibulo, diencéfalo. Ambos esbozos entran en contacto entre
si; el pediculo que une el I6bulo neural con el cerebro persiste en el adulto como
tallo pero la union de la bolsa de Rathke con el techo de la cavidad bucal desapare-
ce muy temprano durante la vida embrionaria. De la bolsa de Rathke se originan 3
porciones: 1) la pared rostral de la bolsa aumenta de espesor para formar la pars
distalis, 2) la pared caudal forma una capa de células que se fusiona con la evagi-
nacion neural y se conoce como pars intermedia, y 3) en las porciones dorsolatera-
les de 1a bolsa, se forman 2 prolongaciones que rodean el tallo infundibular for-
mando un collar de tejido llamado pars tuberalis (Turner and Bagnara 1971).

Por lo mencionado anteriormente, a la adenohipofisis se la subdivide en:
pars distalis, pars tuberalis y pars intermedia. A la neurohipofisis se la subdivide
en: proceso infundibular o pars nervosa y tallo neural o infundibulo; al infundi-
bulo a su vez se lo subdivide en tallo infundibular y en eminencia media. El tallo
infundibular une la pars nervosa a la eminencia media. La eminencia media se en-
cuentra entre el tallo infundibular y el encéfalo y contiene el receso infundibular
del tercer ventriculo. La pars distalis y la pars tuberalis constituyen el l6bulo ante-

rior de la hipofisis, la pars intermedia y la pars nervosa constituyen el 16bulo poste-
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rior de la hipdfisis y el infundibulo forma el tallo de la hipéfisis. La fig. I11 repre-
senta la estructura tipica de la hipéfisis de un mamifero en forma simplificada asi

como el hipotalamo y sus niucleos.

Talamo

Surco
hipotalamico

Nucleo
mamilar

Hipotalamo
medio basal

Pars tuberalis

Venas porta
hipofisarias

nervosa

Pars
distalis

Pars
intermedia

FIGURA 111: La glindula hipéfisis y el hipotilamo. Referencias : OC = quiasma
optico, ah = hipotalamo anterior, ARC = nucleo arcuato, DMN = nucleo dorsome-
dial, lh = hipotdilamo lateral, PH = hipotalamo posterior, POA = drea preoptica, Pva
= nucleo periventricular anterior, PVN = nucleo paraventricular, SCN = nicleo su-

praquiasmadatico, SON = niicleo supraoptico, VMN = niicleo ventromedial.
(Modificada de Martin 1985).

La hipoéfisis descansa en una depresion del esfenoides llamada silla turca. La
duramadre del cerebro se extiende recubriendo a la hipéfisis formando el diafrag-
ma de la silla que se fusiona con el periostio del esfenoides. El diafragma de la silla
turca constituye una barrera entre la silla turca y la cavidad intracraneal, presen-
tando un orificio que es atravesado por el tallo hipofisario. Parte del piaracnoides
puede pasar a través de la abertura y ocupar el espacio entre el diafragma y la cap-
sula de tejido conjuntivo de la glindula. En otras partes una capa de coligeno se-

para la capsula de la glindula del periostio del esfenoides.
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2) IRRIGACION E INERVACION DE LA HIPOFISIS

La hipofisis esta irrigada por vasos conectados entre dos lechos capilares,
uno en la zona externa de la eminencia media y otro en la adenohipéfisis, denomi-
nado sistema porta-hipofisario. En este sistema el sentido de circulacién es descen-
dente, es decir desde el hipotalamo hacia la adenohipdfisis y se da en una enorme
variedad de especies de vertebrados. Esta disposicion y sentido de flujo permiten
que las neurohormonas liberadas por el hipotilamo actien sobre la adenohipofisis
(control neurohumoral del l6bulo anterior). Las arterias hipofisarias superiores,
que se originan en las carétidas internas o en las arterias comunicantes anteriores
del poligono de Willis, convergen a la altura de la eminencia media y se capilarizan
constituyendo el plexo capilar primario del sistema porta-hipofisario. Estos capila-
res vuelven a unirse formando los vasos porta largos que atraviesan el tallo hipofi-
sario y vuelven a capilarizarse en la pars distalis constituyendo el plexo capilar se-
cundario del sistema porta-hipofisario. Otra arteria, la arteria loral que se origina
en las arterias hipofisarias superiores, irriga las porciones posteriores de la ade-
nohipéfisis (Green and Harris 1947, Green 1966).

La neurohipofisis esta irrigada por las arterias hipofisarias inferiores las
cuales se capilarizan constituyendo los vasos porta cortos y sobre estos capilares
terminan los axones del sistema supradptico-paraventriculo-neurohipofisario. Las
arterias de la trabécula, que se originan en las arterias hipofisarias superiores,
atraviesan la adenohipéfisis sin capilarizarse y convergen también a los vasos porta
cortos. Existen anastomosis entre los capilares de la pars nervosa y los del 16bulo
anterior, pero no son abundantes.

Tanto el drenaje venoso de la pars distalis como el de la pars nervosa se
realiza por medio de las venas hipofisarias que terminan en los senos cavernosos.

Solo se encontraron fibras nerviosas en la pars tuberalis pero no en la pars
distalis, excepto en algunos peces. En cambio, la pars intermedia esta inervada en
casi todas las especies estudiadas con fibras peptidérgicas y aminérgicas (Green
1966, Enemar 1967).

La mayor peculiaridad de la pars nervosa es el gran niimero de axones se-
cretorios que terminan en ella; los cuerpos neuronales correspondientes a esos axo-
nes se localizan en los nucleos hipotalimicos. Algunos de los axones de esos nucleos
terminan en la eminencia media y en la pars intermedia, pero es dudoso que algu-

no de ellos penetre en la pars distalis (Green 1947).



3) POBLACIONES CELULARES ADENOHIPOFISARIAS: ESTRUCTURA,
ULTRAESTRUCTURA Y LOCALIZACION

Las células de la adenohipofisis poseen las caracteristicas citologicas asocia-
das a su funcidn: la sintesis de proteinas o polipéptidos. Los rasgos caracteristicos
son: en el nicleo, presencia de un nucleolo prominente. A nivel citoplasmatico,
predominio de los organoides implicados en la sintesis de proteinas o polipéptidos
de exportacion, esto es del reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y de los comple-
Jjos de Golgi, asi como también por la presencia de granulos de secrecion. El pépti-
do o proteina inicia su sintesis en los ribosomas citosdlicos, pero la seiial provenien-
te del péptido seiial detiene la sintesis proteica por interaccion entre el ribosoma, el
péptido seiial y proteinas de reconocimiento de seiial (SRP), lo que conduce a que
el ribosoma se una al RER y se reactive la sintesis. El péptido seiial posee una se-
cuencia de aminoacidos hidrofébica que permiten que el péptido sea transportado
al limen del RER, en donde el péptido seiial es clivado por una peptidasa seiial,
pudiendo ocurrir posteriormente una N- y/o O- glicosilacién. Luego el péptido es
transportado hacia el complejo de Golgi, donde el producto es modificado, conden-
sado y posteriormente empaquetado en vesiculas rodeadas por membranas, consti-
tuyendo los granulos secretorios que pueden resultar ulteriormente modificados en
la red transgolgi. Estos granulos se acumulan dentro de la célula hasta que son eli-
minados hacia los capilares. En condiciones basales el material secretorio liberado
pierde su estado de agregacion y no se observan productos secretorios en el espacio
perivascular. Pero si la liberacion es masiva, por ejemplo luego de la inyeccion de
factores liberadores el producto se acumula en el espacio perivascular en forma
condensada. Los lisosomas (LIS) participan en la regulacion de la secrecion de la
pars distalis, degradando los granulos secretorios citoplasmaticos. Este fenomeno
se observé en las células de ratas hembras estimuladas por succion mamaria de las
crias cuyos niveles séricos de prolactina eran elevados, pero caian con rapidez al
retirar las crias de la madre y fue en ese momento cuando se observo reactivacion

lisosomal (Smith 1966).

A) Pars distalis

Desde el momento en que se encontré que la pars distalis producia al menos
seis hormonas con accion diferente, se planted el problema de saber si cada hor-
mona era producida por un tipo celular diferente. Este problema fue abordadoe por
diferentes técnicas, que culminaron con la inmunohistoquimica éptica y electronica
que permitieron identificar cada célula desde un punto de vista funcional, conclu-
yendo que cada hormona es secretada en la pars distalis por un tipo celular defini-

do, teoria de “una hormona una célula™. Asi, desde este punto de vista se ha clasi-
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ficado a las poblaciones celulares segiin la hormona segregada (figs. 112 e 113)

(clasificacion funcional) en:

I) Células somatotropas: son aquellas que producen somatotrofina (GH).

II) Células prolactotropas, prolactinicas 0 mamotropas: son aquellas que producen

prolactina (PRL).

III) Células corticotropas: son aquellas que producen adrenocorticotrofina

(ACTH).

IV) Células foliculoestimulantes son aquellas que producen hormona foliculoesti-

mulante (FSH).

V) Células luteinizantes son aquellas que producen hormona luteinizante (LH).

VI) Células tirotropas son aquellas que producen tirotrofina (TSH).

VII) Células croméfobas: son aquellas que no producen las hormonas mencionadas
y entonces no pueden ser inmunomarcadas con anticuerpos contra los tipos ce-

lulares mencionados arriba.

FIGURA 112: Morfologia observada con inmunohistoquimica en ratas hembras
de la cepa Sprague-Dawley de las poblaciones corticotropas (A: jovenes, D: senes-
centes), somatotropas (B: jovenes, E: senescentes) y tirotropas (C: jovenes, F: senes-
centes) tomadas a un grado de magnificacion de 400X. El sistema inmunohistoqui-
mico usado utilizo un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa y se revelo con
H,0>-diaminobencidina. Tanto B como E recibieron como colorante de contraste
hematoxilina. Las flechas sefialan células tipicas. (Gentileza de la Dra. Gloria Con-
sole, Cdtedra de Histologia “B”, Facultad de Ciencias Médicas, UNLP).
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FIGURA 113: Morfologia observada con inmunohistoquimica en ratas hembras
de la cepa Sprague-Dawley de las poblaciones lactotropas (A: jovenes, D: senescen-
tes), foliculotropas (B: jovenes, E: senescentes) y luteotropas (C: jovenes, F: senes-
centes) tomadas a un grado de magnificacion de 400X excepto A y D que se muestra
a 200X. El sistema inmunohistoquimico usado utilizo un segundo anticuerpo marca-
do con peroxidasa y se revelo con H,0,-diaminobencidina. Tanto B como C recibie-
ron como colorante de contraste hematoxilina. Las flechas sefialan células tipicas, el
asterisco en D muestra una zona con adenoma prolactotrdfico. (Gentileza de la Dra.
Gloria Console, Cdtedra de Histologia “B”, Facultad de Ciencias Médicas, UNLP).

Sin embargo, recientes hallazgos muestran colocalizacion de Prly de GH y
por eso se las llamé mamosomatotrofas y podrian representar una forma transicio-
nal bidireccional entre somatotropas y prolactotropas, probablemente un progeni-
tor celular comiin a estos dos tipos celulares (Nikitovitch-Winer ef al 1987, Taka-
hashi 1992).

Las poblaciones celulares de la adenohipofisis no son estiticas sino dinami-
cas. Bajo condiciones normales la adenohipofisis mantiene una renovacion conti-
nua de células a volumen constante excepto durante el crecimiento, donde la acti-
vidad proliferativa adenohipofisaria decrece con la edad del animal hasta los tres
meses de edad. Existen diferencias proliferativas en relacion al sexo, siendo la
hembra la que tiene el mayor grado de renovacion. En las hembras esa actividad

proliferativa tambien depende de la etapa del ciclo reproductivo en que se encuen-
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tran siendo menor en el diestro y maximo en el estro (Nouét and Kujas 1975, Shi-
rasawa and Yoshimura 1982, Sakuma et al 1984, Carbajo-Pérez and Watanabe

1990, Oishi et al 1993).

Células somatotropas (fig 112 By E):

Constituyen una poblacion celular distribuida de modo bastante homogé-
neo aunque con mayor densidad en las regiones laterales. Su proporcion depende
de la edad y sexo: 22,7 y 20,3 % para machos y hembras de 3 meses en la cepa Jcl:
Sprague-Dawley, respectivamente; 68,3, 59,7, y 40,5 % para machos de 6,12y 18
meses y de la cepa Wistar/Tw y 40,6, 34,8 y 23,4 % para hembras de las mismas
edades y cepa (Nakane 1970, Takahashi ef al 1990, Oichi ef al 1993).

Las células somatotropas son ovoideas, de 12 a 16 um, con nucleos ovoides
algo excéntricos eucromaticos y uno o dos nucleélos.

Con microscopia inmunoelectronica se ha clasificado a las células en tres
subgrupos en base a sus granulos secretorios. Las somatotropas de tipo I contienen
grandes granulos secretorios (250 a 350 nm), las de tipo III contienen pequeiios
granulos secretorios (100 a 150 nm) y las de tipo II contienen ambos tipos de gra-
nulos. En las de tipo 1 y IT su forma es poligonal u oval con nicleo oval o esférico, el
RER y el aparato de golgi se hallan medianamente desarrollados, ocasionalmente
se ven LIS, existen numerosos granulos secretorios pero algunas veces aparecen
degranuladas. Las de tipo III son menores que los otros dos grupos, tienen forma
oval o a veces irregular con pequeiios procesos, el nicleo es oval, el RER no es
prominente pero esta vesiculado. Tanto en machos como en hembras predominan
las de tipo I, le siguen las de tipo Il y finalmente las de tipo II1. Para cada tipo ce-
lular existe una variacion de los porcentajes que esta asociada a la edad. En los tres
grupos, las mitocondrias son abundantes, alargadas o esféricas, también se obser-
van centriolos, microtubulos y algunas cilias (Kurosumi ef al 1986).

En las hembras la mayor actividad proliferativa (20,3 % de las somatotrofas
se hallan en mitosis) se da en el metestro y la menor en el estro (10,0 %) en ratas de
3 meses, mientras que en los machos permanece constante (9,4 %) a la misma

edad.

Células lactotropas (fig. [13 A y D):

Es una poblacion distribuida de un modo difuso pero con predominio en las
porciones laterales cercanas al lI6bulo intermedio. Su proporcion depende de la
edad y el sexo: 49,8 y 52,4 % para machos y hembras, respectivamente, de 3 meses

de la cepa Jcl: Sprague-Dawley y 15,5, 22,1,y 18,9 % para machos de 6, 12y 18
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meses de la cepa Wistar/Tw y 34,0, 48,7 y 52,1 % para hembras de las mismas
edades y cepa (Nakane 1970,Takahashi and Kawashima 1990, Oichi er al 1993).

El tamaiio difiere entre machos y hembras y la forma es heterogénea, el
diametro promedio es de unos 13 um, pueden ser poligonales, elongadas y frecuen-
temente con forma de copa rodeadas por grandes células gonadotrofas (Sato 1980).

La ultraestructura de las prolactotrofas ha sido extensamente estudiada,
encontrandose tres subtipos de células los cuales fueron clasificados seguin el dia-
metro de sus granulos secretorios. Las de tipo I poseen granulos de forma irregular
de 300 a 700 nm, las de tipo Il poseen granulos esféricos de 150 a 250 nm y las de
tipo III poseen granulos esféricos de menos de 100 nm. Las de tipo I son poligona-
les y a veces irregulares con procesos finos, el nicleo es excéntrico, los granulos se
observan sobre la periferia de la célula y puede observarse exocitosis de los granu-
los secretorios, el aparato de Golgi y el RER estan bien desarrollados y las cisternas
del RER se ordenan en liminas paralelas. Las de tipo 11 son elongadas, ovales o
poligonales, el niimero de granulos es el mayor de los tres tipos, el aparato de Golgi
y el RER estan moderadamente desarrollados. Las de tipo III son ovales o irregula-
res, el tamaiio es el menor de los tres tipos, el RER esta pobremente desarrollado y
el aparato de Golgi se observa muy raramente. Las de tipo I se consideran las cé-
lulas mas maduras, las de tipo III las mas inmaduras y las de tipo II intermedias.
El cambio en el tamaiio y forma de los granulos secretorios se explica por la fusion
y degradacion lisosomal de los granulos secretorios preexistentes. Los porcentajes
de cada tipo dependen del sexo y la edad del animal. En los tres grupos, las mito-
condrias presentan crestas espaciadas y matriz densa, se observan los centriolos y
microtubulos (Farquar ef al 1978, Nogami 1984, Takahashi and Miyatake 1991).

La maxima actividad proliferativa de las prolactotropas en hembras se ob-
serva en el estro (63,7 %) y la menor en el diestro (37,9), siendo constante en los
machos (27,4 %) de 3 meses de edad. Estas células aumentan en nimero y tamaiio

durante la prefiez y la lactancia.

Células corticotropas (fig. 12 Ay D):

Las células corticotropas predominan en la region dorsal, encontrandoselas
en menor grado en otras zonas. Su propercion depende de la edad y el sexo: 2,9y
2,5 % para machos y hembras (excepto en estro, en que la proporcion se acerca a
la de los machos) de 3 meses de la cepa Jcl: Sprague-Dawley respectivamente. Su
numero aumenta durante el estrés cronico. (Oichi ef al 1993).

Las corticotropas son globulares con contornos irregulares y de unos 13 pm
de didmetro, con nucleos ligeramente excéntricos y un nucledlo pequeiio. Al mi-
croscopio electronico se observan granulos de 150 a 250 nm, con un centro denso a

los electrones. El RER esta regularmente desarrollado, el complejo de Golgi se ha-
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lla también muy desarrollado, puediéndose ademas observar algunos LIS. Las mi-

tocondrias son esféricas o alargadas, pueden verse también microtubulos.

Células foliculotropas (fig. 113 By E):

Las células foliculotropas predominan en la periferia de la glandula, fre-
cuentemente junto a los capilares sanguineos y su proporcion es de 4,1 % para ma-
chos y hembras de 3 meses de la cepa Jcl: Sprague-Dawley (Oichi er al 1993).

Son células esféricas con un diametro de unos 15 pm, los niicleos son a veces
excéntricos. Los granulos secretorios son esféricos, numerosos y de baja densidad
electronica de 200 a 300 pm de diaimetro. El RER esta dilatado y el complejo de
Golgi esta discretamente desarrollado. Las mitocondrias son alargadas y densas a
los electrones, poseyendo diminutos granulos mitocondriales. Ni la actividad repli-
cativa ni el tamaiio cambian durante el estrus pero la inmunoreactividad aumenta,
detectandose también en el aparato de Golgi y el RER. Estas células aumentan de

tamaiio en la castracion. (Osamura et al 1981).

Células luteinizantes (fig. I13 Cy F):

Las células luteinizantes predominan en la periferia de la glindula sobre
todo en la zona ventral, frecuentemente junto a los capilares sanguineos y su pro-
porcion es de 5,0 % para machos y 5,9 % para hembras de 3 meses de la cepa Jcl:
Sprague-Dawley respectivamente (Oichi et al 1993).

Son células pequeiias, poligonales u ovales de menos de 9 um de diimetro.
Sus nicleos son redondeados y a veces excéntricos. Los granulos de secrecion son
redondos y electrodensos de unos 200 a 250 nm de diametro. El RER presenta cis-
ternas irregulares y moderada cantidad de ribosomas en su cara citosolica. El apa-
rato de golgi esta medianamente desarrollado. Las mitocondrias se observan den-
sas a los electrones con crestas y numerosos granulos intramitocondriales. También
se observan los centriolos, ribosomas libres y microtubulos. Ni la actividad replica-
tiva ni el tamaiio cambian durante el estrus pero la inmunoreactividad aumenta,
detectindose también en el aparato de Golgi y el RER (Osamura et a/ 1981).

Tanto LH como FSH se producen en la misma célula, por lo que a las célu-
las luteinizantes y a las foliculotropas se las denomina gonadotropas. Existen célu-
las que contienen un sélo tipo de gonadotrofina, pero también células en donde se
colocalizan ambas hormonas. El uso de antisueros contra las subunidades 3 permi-
ti6 determinar que la mayor parte de las gonadotropas contienen LH y que FSH es
sintetizada por la mayor parte de las mismas. Luego, con el aislamiento de frac-
ciones de células secretoras de LH por medio de anticuerpos anti-LH unidos a par-

ticulas magnéticas se corroboré la idea de que LH y FSH se secretan por las mis-
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mas células (Nakane 1970; Phifer et al 1973; Tixier-Vidal et al 1975; Dada et al
1984; Kurosumi ef al 1991; Flaws and Suter 1993).

Células tirotropas (fig. 112 Cy F):

Las células tirotropas predominan en la region ventromedial pero también
pueden encontrarse en otras regiones, aunque siempre lejos de los vasos. Es la po-
blacién hipofisaria menos numerosa, siendo su proporcion 2,1 % para machos y
2,4 % para hembras de 3 meses de la cepa Jcl: Sprague-Dawley respectivamente
(Oichi et al 1993).

Son las células mas pequeiias de la poblacion hipofisaria (menos de 6 um de
diametro), sus contornos son irregulares y sus nucleos esféricos. Sus granulos secre-
torios también son los mas pequeiios, con un diametro de 50 a 100 nm; son escasos
y de densidad variable. El RER posee cisternas alargadas y paralelas. El aparato
de Golgi es pequeiio y los LIS son grandes y frecuentes. Poseen un reducido nime-

ro de mitocondrias.

Células cromofobas:

Las células que no resultan inmunoteiiidas con los anticuerpos contra las
hormonas mencionadas anteriormente se denominaron cromoéfobas. Esta poblacion
representa un 17,5 % para machos y 16,5 % para hembras de 3 meses de la cepa
Jcl: Sprague-Dawley respectivamente (Qichi et al 1993).

Hasta 1972 se pensé que estas células representaban o bien células degra-
nuladas o bien células precursoras de las poblaciones celulares mencionadas ante-
riormente. Pero en esa época se pudo reconocer un grupo de células que por sus
capacidades mitdticas, su disposicion y morfologia se diferenciaban marcadamente
del resto de las células inmunonegativas para las hormonas hipofisarias conocidas
en esos tiempos y se las denomind células foliculo estelares. Actualmente se conocen
una serie de marcadores para estas células y se les estan asignando funciones parti-
culares, por lo que conviene ubicarlas en un grupo aparte (Vila-Porcile 1972,
Yoshimura et al 1977).

Las células cromofobas son irregulares, carecen de granulos de secrecion, el
niucleo es de gran tamarfio y los organoides citoplasmaticos relacionadas con la se-

crecion proteica no estian desarrollados.
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Células foliculo estelares:

Estas células se presentan como un epitelio columnar o cuboidal en las ratas
de 10 dias de edad; al mes se observan desmosomas (que le confieren fuerza meca-
nica a las uniones intercelulares) y “gap junctions” (que permiten el intercambio
de pequeiias moléculas como por ejemplo AMPc y purinas, facilitando la integra-
cion metabolica de las células del foliculo) y recién a los 2 meses se forman micro-
foliculos. En este momento las células adquieren formas estrelladas con finas pro-
longaciones que pueden entrar en contacto con los capilares sanguineos. Estas son
las unicas células hipofisarias que se comunican mediante gap junctions y permiti-
rian un rapido intercambio de informacion a través del complejo sistema de inter-
conexion de los foliculos (Soji and Herbert 1989, Soji et al 1990, Soji and Herbert
1990).

Estas células poseen una serie de proteinas que permiten su inmunomarca-
cion: proteina S-100, factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), factor de
crecimiento del endotelio vascular y follistatina. El bFGF se detecto en el nucleo de
las células foliculoestelares degranuladas, lo que sugeriria un posible control intra-
crino de la diferenciacion de estas células. También se ha vinculado a la liberacion
de bFGF por las células foliculoestelares a la regulacion de la capilarizaciéon de la
adenohipofisis. Estas células son también inmunorreactivas para interleukina-6
(IL-6), la cual se secretaria cuando la célula es estimulada con el péptido activador
de la adenilato ciclasa (PACAP) o por el péptido vasoactivo intestinal (VIP)
(Nakajima et al 1980, Ferrara et al 1987, Gospodarowics and Lau 1989, Amano et
al 1993, Matsumoto et al 1993, Schechter et al 1993).

Con el uso de los anticuerpos monoclonales anti-S-100 a y anti-S-100 (3, las células
foliculoestelares fueron clasificadas en 3 grupos: a, B y afj, cuyos porcentajes rela-
tivos dependen de la cepa; por ejemplo para la cepa Sprague-Dawley son 26,53 y
21%, mientras que para la cepa “Spontaneous Dwarf” son 55, 12 y 33 %, respecti-
vamente. Las de tipo o se ubican en la periferia y area ventral de la adenohipéfisis
formando los acamulos mas grandes; es el tipo celular que presenta citoplasma mas
abundante. Las de tipo B se distribuyen difusamente a través de la misma, son las
células mas pequeiias y sus procesos son los mas finos. Las células af} se distribu-
yen por toda la adenohipofisis pero formando pequeiios acimulos y sus caracteris-
ticas morfolégicas son intermedias entre las a y las f (Watanabe and Hashimoto

1993).
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B) Pars tuberalis

Constituye un collar de células de 25 a 60 pm de espesor alrededor del tallo
neural Es mas gruesa por delante y frecuentemente incompleta en su cara poste-
rior. Las células se disponen en cordones cortos formando pequeiios foliculos. En

los vertebrados superiores los tipos celulares son idénticos a los de la pars distalis.

C) Pars intermedia

La pars intermedia no existe en el hombre adulto, pero esta bien desarrolia-
da en el feto humano y en otros mamiferos. Sus células secretoras son las melano-
tropas cuyos granulos contienen la hormona melanocito estimulante (o-MSH y j3-
MSH), el peptido corticotrofin-simil del I6bulo intermedio (CLIP), B-endorfina y y-
lipotrofina. Las células son poligonales y contienen numerosos granulos secretorios
de 200 a 350 nm de diametro. Estos grinulos se observan palidos al microscopio
electrénico, aunque existe un pequeiio numero de granulos densos en cada célula.
Tanto el RER como el golgi estan poco desarrollados. Las mitocondrias son ovoides
y poseen una matriz densa (Kobayashi 1974).

Esta region de la adenohipofisis esta profusamente inervada por fibras ner-
viosas originadas en el hipotalamo y en el tallo cerebral, las que contienen cateco-
laminas, fundamentalmente dopamina (DA) y serotonina (5-HT). Algunos autores
también encontraron neuronas donde se colocalizaban D y 5-HT, esto se explicaria
parcialmente como resultado de la recaptacion de los mismos lo que se logro com-
parando la distribucién de inmunorreactividad contra tirosina hidroxilasa, TH,
(enzima involucrada en la sintesis de catecolaminas) con la distribucién de inmu-
norreactividad contra S-HT. Recientemente sin embargo, estudiando la colocaliza-
cion de TH con la de triptofanohidroxilasa, TpOH, (enzima involucrada en la sin-
tesis de S-HT) y la colocalizacion de TH con la de 5-HT luego de tratar los animales
con S-hidroxitriptofano, S-HTP, (su precursor inmediato) se encontré que un pe-
queio nimero de neuronas producen ambos neurotransmisores (Tilders et al 1979,
Westlund and Childs 1982, Friedman et al 1983, Davis ef al 1984, Saland et al
1987, Saland et al 1988, Saland et al 1993).

4) HORMONAS ADENOHIPOFISARIAS: ESTRUCTURA QUIMICA, SINTE-
SIS Y FUNCION:

A) Adrenocorticotrofina (ACTH) y su familia de péptidos
Todos los péptidos relacionados con ACTH derivan de una glicoproteina de
31-34 kDa denominada pro-opiomelanocortina (POMC) como muestra la fig. [14

(Krieger et al 1980):
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FIGURA 114: Procesamiento de POMC (Tomada de : Estivariz 1985).

Cuando el mRNA que codifica para POMC llega al citosol se une al riboso-
ma y comienza la sintesis proteica de una molécula llamada pre-
proopiomelanocortina (p-POMC) de 265 residuos aminoacidicos (aa). La region N-
terminal de p-POMC posee una secuencia altamente hidrofébica de 26 aa, el pép-
tido seiial, que le permite a la molécula entrar a las cisternas del RER y luego es
clivado por una peptidasa seial originando un péptido de 28 kDa cuyo aa N-
terminal suele ser Trp. Dentro del RER este péptido es N-glicosilado por incorpo-
racion de glucosamina sobre el residuo de Asn en dos regiones que contienen una
secuencia Asn-x-Ser (donde x es cualquier aa) y se encuentran en la region conti-
gua a y-MSH y en la correspondiente a CLIP, originando la molécula llamada
POMC L. En la pars distalis se produce POMC I de 34 kDa, mientras que en la
pars intermedia se produce ademais de POMC 1, otra molécula que carece de glico-
silacion en la region CLIP de 31 kDa llamada POMC II (Nakanishi et al 1979,
Jenks et al 1985).

En la siguiente etapa, la maduracion ocurre en el aparato de Golgi donde el
precursor se cliva secuencialmente por sitios donde existen 2 aa dibasicos consecu-
tivos mediante enzimas especificas ; el glicido protegeria al precursor del ataque
de enzimas menos especificas. El primer corte origina 3-LPH (91 aa) y una protei-
na de 24 kDa (178 aa) la que inmediatamente sufre otro corte para originar la re-
gion N-terminal completa (N-POMC 103) y ACTH (39 aa). Estos 3 péptidos son los
productos de secrecion mayoritarios de las células corticotrofas. En estas células,
algunas moléculas de N-POMC 103 y de B-LPH pueden escindirse originando el

primero N-POMC 76 y un residuo C-terminal de 30 aa, mientras que el segundo



origina y-LPH (58 aa) y B-endorfina (31 aa). Este es el miximo procesamiento que
puede ocurrir en las corticotrofas.

En las células melanotrofas el procesamiento prosigue en mayor o menor
grado. N-POMC 76 origina N-POMC 48, y-MSH (12) y un péptido que contiene la
cadena glicosidica N-terminal. ACTH origina o-MSH (13 aa) y CLIP (21 aa)
(péptido del l16bulo intermedio corticotrofin-simil) que puede o no estar glicosilado
denominindose CLIP I o CLIP II segun provenga de POMC I 0 de POMC H res-
pectivamente. y-LPH se escinde en B-MSH (18 aa) y el fragmento N-terminal de
y-LPH.

También se producen otras modificaciones post-traduccionales, por ejemplo
la N-acetilacion de la Tyr de la endorfina, ACTH puede estar acetilado o0 amidado,
a-MSH puede sufrir O- o N-acetilacion en su Ser N-terminal y amidacion del C-
terminal.

Las moléculas de ACTH, o-MSH, 3-MSH, y-MSH, 3-LPH, y-LPH, N-
POMC 76 y103 y el péptido de 24 kDa contienen la siguiente secuencia heptapep-
tidica comin: Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly denominada secuencia melanotrofica
que seria necesaria para conferir a estas moléculas actividad biolégica, mientras
que el entorno biologico que rodea a esta secuencia es esencial para determinar la
especificidad hormonal de cada péptido, ademas, la repeticién de este heptapéptido
en la molécula de POMC sugiere que el gen se origind mediante duplicaciones su-
cesivas de un gen ancestral de menor tamaiio. Como ejemplo, en Ia tabla I6 se
muestra la estructura de algunos de ellos, indicindose en negrita el nimero del
primer y iltimo aa, las modificaciones que sufre a-MSH en sus aa inicial y final y
la secuencia heptapeptidica comun. Este heptapéptido es esencial para conferirle a
la molécula su actividad biolégica (en realidad el tetrapéptido His-Phe-Arg-Trp
posee cierta actividad melanotréfica pero es un millon de veces menos potente que
a-MSH) ya sea sobre la sintesis de esteroides, lipdlisis o dispersion de la melanina;
la region posterior a éste permite reconocer su receptor especifico y asi le otorga a
las moléculas diferentes actividades biologicas. La secuencia heptapéptidica de
estas hormonas se encuentra altamente conservada entre los vertebrados. La re-
gion 1-19 de ACTH es la mas conservada de la molécula (Ramachandran 1974,
Lowry et al 1976, Eberle and Schwyzer 1976, Estivariz et al 1980, Hope and Lowry
1981, Chrétien and Seidah 1981).

La molécula de ACTH posee una vida media de 20 a 25 min y su aclara-
miento sigue una cinética monoexponencial. La corteza adrenal degrada una pe-
quena cantidad de la hormona plasmaitica, mientras que la mayor parte de ésta se
degrada en higado y rifion. Ademas presenta un patron de secrecion pulsatil y un
ritmo de secrecidon circadiano. En el humano los niveles séricos minimos se alcan-

zan entre las 22 y las 2 hs (menos de 10 pg/ml) y los pulsos se producen cada 10 - 25
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min., luego los niveles séricos hormonales ascienden hasta alcanzar el maximo alre-

dedor de las 8 hs, momento en el cual 1a frecuencia es de un pulso cada 5 - 10 min.

TABLA 16: Estructura primaria de ACTH y MSH (tomada de: Ramachandran
1974).

HORMONA ESTRUCTURA

(origen)

a-MSH I CH;CO-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-

(porcino, equino, vacuno) | Gly-Lys-Pro-Val-NH, 13

BFMSH 1 Asp-Glu-Gly-Pro-Tyr-Lys- Met-Glu-His-Phe-Arg-

(porcino) Trp-Gly-Ser-Pro-Pro-Lys-Asp 18

ACTH 1 Ser-Tyr-Ser- Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-

(porcino) Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-
Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Leu-Ala-Glu-Ala-Phe-
Pro-Leu-Glu-Phe 39

Luego del pico, los niveles caen hasta regresar al minimo. La B-LPH posee
una vida media dos veces mayor que ACTH, se secreta en forma episédica y con
un ritmo circadiano coincidente con el de ACTH. Como la concentracion de [3-
LPH es equimolar con la de ACTH y como ademas se sintetizan en el mismo tipo
celular y a partir del mismo precursor, se sugiriéo que ambos se liberan a partir de
los mismos granulos secretorios (Tanaka et al 1978; Veldhuis and Johnson 1992;
De Nicolao and Liberati 1993).

La ACTH no soélo controla la funcion de la corteza adrenal aumentando la
sintesis y liberacion de glucocorticoides (cortisol en el hombre o corticosterona en
la rata), sino que ademas regula el crecimiento y replicacion de las células cortica-
les de la zona fascicular. La constante de asociacion de los receptores corticales por
ACTH es del orden de 10> M lo que permite concentrar el ACTH del plasma. En
presencia de calcio, el complejo ACTH-receptor acelera el recambio de fosfatidili-
nositol e incrementa el AMPc de la célula adrenal, lo que conduce a la fosforilacion
de proteinas claves en la conversion del colesterol en pregnegnolona (por activacion
de la union del colesterol al citocromo P,so) y fosforilacion de histonas (sintesis de
DNA, enzimas esteroidogénicas, enzimas de la via de las pentosas). Como conse-
cuencia de esto, aumenta la sintesis y liberacion de cortisol y la sintesis proteica
incrementando el peso de la glandula. Ratas tratadas con altas dosis diarias de
ACTH incrementan la conversion de desoxicorticosterona a corticosterona y 18-
hidroxi-11-desoxicorticosterona, lo cual se acompaiia con una reducida conversion
a 18-hidroxicorticosterona y aldosterona. También, interviene en la maduracion de
las células de la zona fasciculata y la expresion de los genes de las enzimas esteroi-
deogénicas P-450,7, y P-450scc de animales en gestacion. Ademas, ACTH moviliza
los acidos grasos no esterificados y las grasas neutras desde el tejido adiposo y au-
menta la tasa tisular de oxidacion de lipidos. Estimula la captacion de glucosa y de
aa por el misculo, también la secrecion de insulina y hormona de crecimiento

(GH). La administracion de ACTH inhibe la maduracion reproductiva de ratas
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hembras a través de la secrecion de esteroides adrenales (Baumann and Miiller
1974, Macfarland and Mann 1977, Podesta et al 1979, Perry et al 1992).

Las moléculas de o y B MSH intervienen en el control de la pigmentacion
de la piel de los vertebrados inferiores, los cuales junto con las catecolaminas mo-
difican la dispersion de los grianulos de melanina dentro de los melanoéforos al esti-
mular la adenilato ciclasa, en algunos mamiferos regula la deposicion de melanina
en el foliculo piloso en forma dependiente de la estacion del afio debido a la dura-
cion del fotoperiédo. En los mamiferos BMSH, yLPH y BLPH estimulan la produc-
cion de mineralocorticoides por la zona glomerulosa de la corteza adrenal. «-MSH
mantiene el peso de la adrenal y restaura parcialmente los niveles de aldosterona
de ratas hipofisectomizadas y con restriccion de sodio, lo que no se logra con
ACTH, GH o ACTH mas tiroxina. Se observo actividad lipolitica de a-MSH sobre
los adipocitos de conejo (Palmore and Mulrow 1967, Hadley and Goldman 1969,
Page et al 1974, Ramachandran et al 1976, Logan and Weatherhead 1979).

Los péptidos N-terminal de POMC que poseen una secuencia heptapeptidi-
ca en su molécula, son capaces de potenciar la accion de ACTH sobre la zona fas-
ciculada de producir glucocorticoides. Ademas, también son capaces de potenciar
la accion de BMSH y BLPH sobre Ia zona glomerulosa de producir mineralocorti-
coides.

Tanto ACTH como aMSH producidos por la hipéfisis y cerebro son poten-
tes antipiréticos. o MSH inhibe la liberacion de CRH cuando se incuban hipotala-
mo medio basal con interleukinas 1 o 6, lo que soporta la idea de que este péptido
posee actividad anticitoquina. El péptido N-POMC 48 posee actividad mitogénica
sobre la corteza adrenal y CLIP estimula la liberacion de insulina por las células
de los islotes de Langerhans. La -endorfina inhibe el comportamiento sexual de
machos y hembras. Inhibe la liberacién de noradrenalina de las neuronas hipota-
lamicas, lo cual inhibe la liberacion hipotalimica de GnRH y asi se reduce la libe-
racion de gonadotrofinas. Inhibe la secrecion de dopamina y entonces aumenta la
liberacion de PRL. También incrementa la secrecion de GH, ACTH y o MSH, asi
se mobilizan recursos fisicos y mentales tendientes a reducir el estrés y promover
un comportamiento adaptativo. Produce analgesia aunque no atraviesa la barrera
hematoencefalica. (Imura et al 1985, Genazzani et al 1993, Lyson and McCann

1993).

B) Hormona de crecimiento o somatotrofina (GH):

La hormona de crecimiento (GH), somatotrofina coriénica (CS) y prolacti-

na (PRL) son tres polipéptidos emparentados. Todos estan constituidos por una

cadena polipéptidica de 191 aa para GH y CS con dos enlaces disulfuro y de 199 aa
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para PRL con tres enlaces disulfuro. El grado de homologia entre GH y CS es del
85 %, mientras que el grado de homologia entre GH y PRL es del 16 % (Li 1961;
Li 1969).

Estas proteinas derivaron de la duplicacién genética y evolucion divergente
de un gen ancestral comun. La duplicacion génica separé en etapas tempranas de
la evolucion de los vertebrados los genes de GH y PRL. Posteriormente, durante la
evolucion de los primates, se originé el gen de CS a partir del gen de GH. Los ge-
nes de GH y CS humanos se encuentran en el cromosoma 17, sus ARNm transcrip-
to primarios poseen S exones separados por 4 intrones, ambos son homologos en 4
de los S exones. El ARNm transcripto primario posee un sitio alternativo de corte
que genera una proteina con 32 a 46 aa menos y un peso molecular de 20 kDa, en
lugar de los 22 kDa de la hormona normal, pero constituye una fraccién muy pe-
quena de la GH secretada. Esta hormona no se sintetiza como prohormona y el
péptido sefial de pre-GH se cliva en el RER (Zanini et al 1974, Lingappa et al 1977,
Moore et al 1982).

Las propiedades fisicoquimicas como punto isoeléctrico (pI) y peso molecu-
lar (PM) y las inmunolégicas de GH muestran una amplia diversidad interespecie.

Por ejemplo, las GH de rumiantes tienen un PM de 45-50 kDa (dimero) y un pl

de = 6.8, los primates tienen un PM de 20-22 kDa y un pIl de = 5.0 y los roedores

un PM de 22-25 kDa y pl = 6.0. La reactividad cruzada indica similitud quimica
entre las moléculas. La actividad biologica da otra idea de la similitud quimica en-
tre las moléculas, ademas se observé que una hidrdlisis suave permitia conservar la
actividad biologica, lo que condujo a la hipaétesis de la existencia de un micleo co-
mun a las moléculas de GH de las distintas especies el que seria responsable de la
actividad biologica (Geschwind 1959, Li 1961, Li ef al 1962, PapkofT et al 1962,
Andrews and Folley 1963).

Los PM indicados arriba corresponden a las variantes de GH secretadas
mayoritariamente, ya que pueden existir muchas formas, algunas de las cuales son
diméricas y glicosiladas, por ejemplo la rata posee 11 formas en un rango de PM de
11 a 88 kDa y el ser humano contiene isoformas de 20, 22, 45, S0 y > 60 kDa. Estas
formas poseen distinta actividad bioldgica (Sinha and Jacobsen 1988; Bollengier et
al 1989, Brostedt et al 1990).

El contenido de GH de la adenohipofisis humana es de 5-10 mg y el de la
rata 0,1-0,3 mg. La GH se libera siguiendo un patroén pulsatil, en ratas machos se
produce un pulso cada 3-4 hs, mientras que en la hembra es de uno cada 70 min.
La amplitud del pulso es mayor en ratas machos que en hembras, pero mientras en
los machos el patron pulsatil no cambia, en la hembra se incrementa durante la
noche. La GH plasmatica basal en la rata joven es de alrededor de 10 ng/ml, la
amplitud en el macho alrededor de 600 ng/ml y en Ia hembra de alrededor de 180

ng/ml dependiendo de la cepa. En humanos los pulsos ocurren a lo largo de todo el
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dia pero dos horas luego de iniciado el suefo ocurre una marcada onda de GH, lo
que da cuenta de la mayor parte de la GH secretada en 24 hs. Ademas del sueiio, la
frecuencia y amplitud de los pulsos de GH dependen de: edad, sexo, estatus pube-
ral, fase del ciclo menstrual, composicion corporal, estado nutricional y ejercicio y
de existencia o no de enfermedades. La vida media de esta hormona es de 9-25 min
segun diversos autores, su aclaramiento sigue una cinética monoexponencial y se
degrada en higado, riilon y musculo esquelético. En sangre circula unida a dos ti-
pos de proteinas transportadoras de GH (GHBPs), una de alta y otra de baja afi-
nidad (Takahashi et al 1968, Sassin et al 1969, Tannenbaum and Martin 1976,
Saunders et al 1976, Fryklund 1982, Takahashi ef al 1987, Takahashi et al 1990,
Veldhuis and Johnson 1992, De Nicolao and Liberati 1993, Corpas et al 1993,
Hartman et al 1993).

Los efectos resultantes de la accion de GH son anabdlicos, pero estos pue-
den ser directos o indirectos. Esta hormona estimula el crecimiento de todos los
tejidos excepto el nervioso. Interviene en el metabolismo de proteinas, glicidos y
lipidos. Posee una accion indirecta sobre el tejido éseo, induciendo su crecimiento a
través de la liberacion de somatomedinas por el higado y rifion.

La GH estimula el transporte de aa a través de la membrana plasmatica, la
sintesis de aminoAcidos, aumenta el numero de polisomas unidos al RER, eleva la
actividad de la ADN-polimerasa y de la ARN-polimerasa, incrementando por
ejemplo el ARNm de la cadena pesada de miosina en el musculo. GH posee un pa-
pel importante no sélo en el crecimiento y desarrollo del musculo, sino también en
el musculo en regeneracion a partir de células satélites que migran de regiones del
musculo no daiiadas para generar fibras de novo sobre las cuales actiia esta hor-
mona aumentando la sintesis proteica, la produccion de IGF-2 y Ia del receptor de
IGF-2. También hay un aumento del receptor de GH, aunque no se sabe si es por
accion de la propia GH. En seres humanos el efecto agudo sobre la sintesis proteica
que ejerce GH estaria restringido al misculo esquelético. La hormona induce un
balance positivo de nitrégeno, calcio, fosforo, potasio y magnesio y reduce la pro-
duccion de urea. También induce retencion plasmatica de sodio, cloruro y agua e
incrementa el flujo sanguineo y tasa de filtracion renal (Russel 1957, Knobil and
Hotchkiss 1964, Hjalmarson 1968, Schultz et al 1985, Fong et al 1989, Hirschberg
et al 1989, Tollefsen et al 1989, Ulman ef al 1989, Fryberg et al 1991, Jennische and
Andersson 1991, Lundeberg et al 1991, Moller ef al 1991, Fryberg and Barrett
1993).

Actiia sobre el metabolismo glucidico, aumentando la glucemia, inhibiendo
el efecto hipoglucemiante de la insulina por reducir la sensibilidad del tejido a la
insulina con la consecuente disminucion en transporte de glucosa, disminuyendo la
utilizacion de glucosa por parte de los tejidos, ya que inhibe la glucélisis debido al

incremento en el metabolismo de dcidos grasos y al aumento de la actividad de la
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glucogeno sintetasa. Aumenta la gluconeogénesis hepatica y liberacién de la gluco-
sa a sangre. Un aumento cronico de GH produce efectos diabetogénicos (Russel
1956, Russel 1957, Weil 1965, Clark et al 1985, Bak ef al 1991).

A nivel lipidico, la GH administrada en forma aguda inhibe la sintesis de
acidos grasos, mientras que en forma cronica moviliza los acidos grasos libres, dis-
minuye la sintesis de glicerol y la resterificacion de los triglicéridos, favorece la uti-
lizacion de triglicéridos incrementando su oxidacion e inhibe la lipogénesis. La GH
aumenta la cetogénesis y formacion de cuerpos cetonicos; también disminuye el
colesterol plasmatico. La accién lipolitica de GH es potenciada por teofilina o glu-
cocorticoides. El receptor de GH (GHR) podria actuar estimulando la produccién
de AMPc aunque los resultados obtenidos son contradictorios. Recientemente se
caracteriz6 como una proteina de 134 kDa N-glicosilada que al activarse por unién
de GH adquiere actividad de tirosinquinasa y fosforila proteinas celulares. Tam-
bién se hallo que el fragmento 108-129 de GH puede unirse a una proteina diferen-
te a GHR, IGF-I o insulina y ejercer una actividad mitogénica similar a IGF-1y
mayor que insulina (Goodman 1963, Knobil and Hotchkiss 1964, Swislocki and
Szego 1965, Winkler et al 1969, Clark et al 1985, Salomon et al 1989, Bak et al
1991, Silva et al 1993, Jeoung et al 1993).

Se ha sugerido que GH posee algunos efectos psicotropicos: produce tras-
tornos del sueiio ya que aumenta el suefio de movimientos oculares rapidos por
alterar el tono colinérgico que lo regula. Mejora la memoria en los test de recono-
cimiento facial, el sentimiento de bienestar, la vitalidad, el rendimiento y el estado
de alerta. GH también posee una accion directa sobre el sistema inmune que se
tratara posteriormente (Mendelson ef al 1980, Almqvist ef al 1986, Jorgensen et al
1989, Degerbiad et al 1990, Astrom et al 1990).

Esta hormona también puede ejercer su influencia en forma indirecta. Las
somatomedinas son péptidos sintetizados bajo la influencia de GH, estimulan Ia
incorporacion de sulfatos a los proteoglicanos en cartilago, poseen actividad mito-
génica sobre fibroblastos y actividad insulinica sobre el tejido adiposo y muscular
(ya que tienen cierta afinidad por el receptor de insulina, asi como ésta lo tiene por
los receptores de somatomedinas). Las somatomedinas se sintetizan en higado, ri-
iion y fibroblastos de pulmon fetal, aunque también pueden existir otros sitios de
sintesis como el musculo esquelético en regeneracion y fibroblastos adyacentes
donde actian en forma autécrina y paracrina. En cultivos de osteoblastos GH es-
timula la sintesis local de IGF-1. Estas condiciones las cumplen las somatomedinas
A, el factor estimulante de la mitogénesis (MSA) y los factores de crecimiento insu-
lino-simil I (antes llamado somatomedina C) y II (IGF-1y -H) Su actividad depen-
de del estado nutricional del organismo. Estas sustancias reconocen al receptor de
insulina, pero, sus afinidades y actividades metabolicas son mucho menores que la

de esta y ademas no son reconocidos por los anticuerpos anti-insulina aunque sus
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estructuras primarias muestran cierta relacién con la insulina, lo que haria pensar
que derivan de un gen ancestral comun. Su liberacién se encuentra estimulada no
solo por GH sino también por PRL, CS, e insulina. La produccion de IGFs es inhi-
bida por estrégenos por disminuir su produccién hepatica y por glucocorticoides y
malnutricidon a través de la sintesis hepatica de inhibidores de somatomedinas. Re-
cientes estudios muestran que los glucocorticoides disminuyen los niveles de
ARNm-IGF-I en cultivos de osteoblastos. Ademas de poseer actividad estimulato-
ria de la sintesis de colageno y proteoglicano y de la actividad mitogénica en el car-
tilago, estas sustancias poseen otras acciones: estimulan la captacion de glucosa e
inhiben la lipolisis en los adipocitos, estimulan el transporte de glucosa y aa, la glu-
coneogénesis, la actividad de la ornitina decarboxilasa y la sintesis de proteinas en
el misculo, transporte de aa, la incorporacion de prolina, la sintesis proteica y de
ADN en el cartilago, aumenta la captacion de glucosa, y el crecimiento global de
todo el animal y del feto; las IGFs son hipoglucemiantes. Sobre algunos fibroblas-
tos no inician la mitosis, sino que facilitan la finalizacion de la mitosis iniciada por
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Las IGFs circulan unidas a
proteinas unidoras de IGF (IGFBPs), de las cuales se conocen 6 (siendo predomi-
nante la IGFBP-3) que son sintetizadas por los osteoblastos estimulados por dife-
rentes factores (hormona paratiroidea, vitamina D, GH, IGFs, etc) y modulan la
actividad de IGFs (por ejemplo IGFBP-3 exalta la actividad mitogénica de IGF-I
sobre osteoblastos, mientras que IGFBP-4 la inhibe) y reducen la sensibilidad de
las IGFs a las proteasas. El IGF-I es responsable de la apnea obstructiva del sueiio
que presentan algunos pacientes acromegalicos. Se ha mostrado que las IGF-I, jun-
to con la GH, participan en el crecimiento, desarrollo muscular y posiblemente en
la regeneracion muscular, La IGF-II se produce en grandes cantidades en el tejido
conectivo fetal y en el musculo en regeneracion donde actua en forma autécrina o
paracrina. Sus niveles no son detectables en tejido conectivo adulto. La IGFII esta-
ria involucrada en el procesamiento y mantenimiento de las enzimas lisosomales
necesarias durante el desarrollo y regeneracion de tejidos, también esta asociada a
la estimulacion de la proliferacion se células tumorales especialmente las de fenoti-
pos poco diferenciados. (Clemmons and van Wyk 1981, Daughaday 1981, Schoenle
et al 1982, D'Ercole et al 1984, Dodson et al 1985, Han ef al 1987, Isgaard et al
1989, Sara and Hall 1990, Grunstein ef al 1991, Kornfeld 1992, Levinovitz ef al
1992, Marcus et al 1993, Wang et al 1994, Manolagas and Jilka 1995, Swolin et al
1996, Toretsky and Helman 1996).

C) Prolactina (PRL):

Como se mencion6 anteriormente, la PRL es una hormona relacionada an-

cestralmente con GH y CS. Esta formada por una cadena polipeptidica de 199 aa
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que posee tres enlaces disulfuro. De la misma, al igual que para GH, se han repor-
tado varias formas en diversas especies (humana, rata, ratén, etc.). La descripcién
de los PM de cada variante depende del laboratorio, pero las formas encontradas
son: una forma clivada de 16 kDa, una forma monomérica de 23 kDa (o 24 kDa),
formas glicosiladas de 25 kDa (o0 26 kDa), formas poliméricas y formas que difieren
en carga. Las formas poliméricas se generan por unién de los monémeros por
uniones disulfuro; se conocen isoformas big PRL de alrededor de 50 kDa y bigbig
de entre 150 y 170 kDa, aunque también existen formas monoméricas altamente
glicosiladas de 60 - 64 kDa que persisten luego del tratamiento con f-mercapto-
etanol. La forma clivada de 16 kDa se formaria por accién de una serina proteasa
sobre la forma monomeérica. Exister isoformas del monomero de 24 kDa llamada
isoforma 2 que corresponde a la forma madura y es la mas abundante, las isofor-
mas 3 y 3' estin mas fosforiladas y la 1 esta mono o no fosforilada. Estas formas
difieren en actividad biologica, son secretadas en diferentes estados metabélicos del
organismo y podrian tener células blanco y roles fisioldgicos especificos. Las formas
predominantes son el monomero de 23 kDa y su forma glicosilada de 25 kDa.
Cuando Ia secrecion de PRL es baja o esta inhibida aumenta la proporcion de las
formas poliméricas, por lo que probablemente sean formas de almacenamiento de
baja actividad biolégica. La forma de 16 kDa posee, a diferencia de las formas in-
tactas, actividad angiogénica que podria ser importante en la inhibicion de la vas-
cularizacion y crecimiento de tumores hipofisarios. Las células tumorales GH;, se-
cretan en forma constitutiva la isoforma 2 que ademas actia en forma autocrina
estimulando la proliferacion celular, pero el agregado de la isoforma 3 actiia en
forma autocrina estimulando la produccion de granulos de secrecion. La isoforma
1 defosforilada promueve el crecimiento de células de linfoma Nb,. Durante el em-
barazo o en pacientes con hiperprolactinemia se encontré un aumento relativo de
las isoformas menos fosforiladas. Ademas, la proporcion de isoformas también va-
ria con las etapas del ciclo sexual en la rata. Estos datos condujeron a proponer
que el grado de fosforilacion determinaria la actividad bioldgica de las distintas
isoformas, las formas defosforiladas serian promotoras de la division celular, mien-
tras que las mas fosforiladas la inhibirian. En la rata, los siete aa N-terminal y el
residuo tirosina-42, se encuentran altamente conservados entre las diferentes va-
riantes y se demostré que el heptapéptido contribuye a la union al receptor y el
residuo 42 seria esencial para la actividad mitogénica y muchas otras funciones de
PRL. Se ha sugerido que las diferencias en actividad de PRL, se deberia a la com-
peticion de las diferentes formas por el receptor, aunque no se ha descartado la
existencia de diferentes receptores especificos para el tipo de seinal transducida ya
que se ha encontrado dos formas para el ARNm del receptor, una corta y otra lar-
ga, cuya localizacién es tejido especifica. (Asawaroengchai ef a/ 1978, Mitra 1980,

Shiu et al 1983, Oetting and Walker 1986, Sinha and Jacobsen 1988, Ho et a/ 1989,
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Bollengier ef al 1989, Andries ef al 1992, Kelly et al 1992, Stroud et al 1992,
Bollengier et al 1993, Clapp et al 1993, Ho et al 1993, Rao et al 1993, Larrea ef al
1993, Ouhtit ef al 1993, Maruyama et al 1994).

El contenido de PRL en la hipofisis humana es de 0,1-0,4 mg, mientras que
en la rata es de 10-50 pg. En la mujer los niveles séricos de PRL son de entre 10 y
20 ng/ml; los mayores niveles se asocian a la mitad del ciclo reproductivo, siendo
algo menor en el hombre y prepiberes, durante el embarazo crece progresivamente
hasta alcanzar los 100-300 ng/ml en el tercer trimestre. Luego del parto, si no hay
succion de los pezones los niveles caen a los valores normales en dos o tres meses, si
hay succién se produce un reflejo nervioso que causa un pico secretorio de PRL.
En la rata macho los niveles séricos de PRL se hallan entre 12 y 15 ng/ml, mientras
que en la hembra varia entre 12 y 70 ng/ml siendo los mayores niveles hallados en
el proestro y al igual que en el humano estos valores aumentan durante la prefiez.
Los niveles séricos de esta hormona aumentan durante el sueiio. La vida media de
PRL en plasma es de 20 a 37 min, su aclaramiento sigue una cinética monoexpo-
nencial catabolizindose en rifion. (Hwang et al 1971, Jacobs et al 1972, Mallampa-
ti and Johnson 1974, Aguado et al 1977, Macfarland and Mann 1977, Frantz 1978,
Takahashi ef al 1979, Vaughan ef al 1979, Lu et al 1979, Takahashi et al 1980,
Takahashi ef al 1982, Goya et al 1987, Takahashi ef al 1990, Lafuente et al 1992,
Schiavi et al 1992, Veldhuis and Johnson 1992, De Nicolao and Liberati 1993,
Park et al 1996).

La PRL es una de las hormonas responsables de la iniciacion y manteni-
miento de la lactacion, pero ademas posee muchas otras acciones, algunas de las
cuales estin relacionadas a su homologia con GH.

En la glandula mamaria y vasos sanguineos, esta hormona estimula la pro-
duccion de prostaglandina F,-o, la cual aumenta la concentracién de proteinqui-
nasa disponible para ser activada por el AMPc. El receptor de PRL como miembro
de la superfamilia de receptores citoquina/GH/PRL esta asociado a una tirosinqui-
nasa citoplasmatica que se autofosforila y fosforila una tirosina C-terminal del re-
ceptor. La fosforilacion del receptor seria necesaria para la activacion de la trans-
cripcién. La PRL estimula la sintesis de las proteinas, glucidos y lipidos de Ia leche,
entre ellos, estimula la sintesis de la lactosa sintetasa, galactosil transferasa, caseina
y lactoalbumina. Activa el ciclo de las pentosas y la sintesis de Acidos grasos de
8-10 dtomos de carbono. Durante la lactacion se incrementa el contenido lacteo de
Na*, Ca", CI, lipidos y proteinas mientras que decrece el contenido de K', lactosa
y citrato. Los cambios en la concentracion ionica de la leche se atribuyen al movi-
miento paracelular de iones y pequeiias moléculas entre el fluido extracelular y la
leche a través de las uniones estrechas y PRL se relaciona con estos cambios me-
diante la estimulacion de la actividad de la bomba de sodio. El cortisol y otras

hormonas pueden modular la accion de PRL sobre la glindula mamaria; la insuli-
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na lo haria en forma positiva, las hormonas tiroideas en forma negativa, mientras
que progesterona inhibe la sintesis de a-lactoalbumina, caseina y la forma larga del
receptor de PRL (PRL-RL). El factor de crecimiento epidérmico (EGF) inhibe la
sintesis de caseina y PRL-RL. Los receptores prolactinicos se localizan mayorita-
riamente en el polo basal de Ia célula alveolar (Nicoll 1974, Peaker et al 1975,
Nishikawa ef al 1994, Tourkine ef al 1995, Lebrun et al 1995).

Esta hormona modula la retenciéon renal de agua, Na' y K" estimuldndo la
produccion de AMPc y la actividad de la bomba de sodio, encontrandose los recep-
tores en los tibuloes proximales y distales y el canal colector. En algunos peces posee
accion osmorreguladora modulando la actividad de 1a bomba de sodio (Lockett
and Nail 1965).

En los machos posee acciones sobre el sistema reproductor. Los niveles ade-
cuados de PRL estimulan el crecimiento de los testiculos, la produccion de testoste-
rona y la espermatogénesis, mientras que su exceso se asocia a disminucion de tes-
tosterona, hipogonadismo e impotencia. En las células de Leydig la PRL poseeria
algin rol en la regulacion de la esteroideogénesis. En la prostata favorece la reten-
cion y metabolismo de la testosterona, estos efectos se producen en todos los lobulos
de la glindula. Los efectos de PRL sobre la prostata son al menos en parte andro-
geno-independientes, por ejemplo incrementando en forma directa la transcripcion
del gen de la subunidad C; de prostateina y probasina en toda la glandula y en la
region lateral incrementa la produccion de citrato al aumentar los niveles de piru-
vato deshidrogenasa (mientras que en la region ventral este efecto se deberia a la
accion de la testosterona). Potencia la accion de los androgenos sobre las glandulas
sexuales accesorias. La hiperprolactinémia disminuye la libido y a nivel del cuerpo
cavernoso inhibe la ereccion del pene. La hiperprolactinemia inducida por trans-
plante de hipofisis en la capsula renal, suprime los niveles de LH y FSH (Chase et
al 1957, Dowd and Bartke 1972, Negro-Vilar ef al 1973, Aragona and Friesen 1975,
Bartke et al 1977, Reiter et al 1995, Aoki et al 1995, Costello et al 1995).

En la hembra, en bajas concentraciones estimula la produccion de progeste-
rona por parte de las células de la granulosa, mientras que concentraciones mayo-
res a 20 ng/ml la inhiben. En las células de la granulosa no diferenciadas no hay

receptor para prolactina, pero aparecen por accion de FSH entonces PRL inhibe la

actividad de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/AS-4 isomerasa mediada por la
hidrélisis de un glicosil-fosfatidilinositol. Es también responsable de la transforma-
cion del cuerpo liteo del estro a la preiiez donde interviene en su mantenimiento y
secrecion. Esta hormona estimula la produccion de sus propios receptores y la de
los estrégenos. Durante el ultimo mes del embarazo el desarrollo folicular y la se-
crecion de LH estan deprimidas, luego del parto la secrecion de LH se incrementa,
pero es inhibida otra vez al establecerse la lactacion y a medida que la lactacion

progresa y los niveles de PRL decrecen LH comienza a aumentar y la foliculogéne-



sis se restablece. Las hormonas modificadas por la lactacién como PRL, insulina,
GH e IGF-I podrian influenciar la foliculogénesis a nivel de ovario, modificando la
secrecion de gonadotrofinas. La hiperprolactinémia inducida por transplante de
hipofisis en la capsula renal, incrementa la amplitud y duracién de los pulsos de
PRL y la amplitud de los picos de LH. En algunos peces reduce los efectos toxicos
de los estrogenos. En las aves favorece el comportamiento de incubacién de los
huevos y la alimentacion de los pichones (Bern and Nicoll 1968, Nicoll 1974, Smith
et al 1975, Lu et al 1979, Lafuente et al 1992, Fanjul et al 1993, Quesnel and
Prunier 1995).

Ademas, en mamiferos, la administracion de altos niveles de PRL estimula
la produccion de IGF-I en animales hipofisectomizados. La PRL posee efectos ana-
bolicos, estimulando Ia eritropoyesis, deposicion de lipidos e hiperglucémia. A nivel
hepatico estimula la produccion de ornitina decarboxilasa y B-actina y actia como
mitégeno, mediado este iiltimo efecto por la acumulacion de diacilglicerol. En el
islote de Langerhams se detectaron receptores de PRL en células o y 3 pero no 6.
También se encontré un incremento mediado por PRL en la proliferacion de las
células acinares del pincreas y en su contenido en enzimas digestivas tales como
quimiotripsina y lipasa. A nivel adrenal, la PRL estimularia la produccion de pro-
gesterona, corticosterona y aldosterona (Nicoll 1974, Crowe ef al 1991, Buckley
and Buckley 1991, Sorenson and Stout 1995, Matsuda et al 1995).

Los efectos sobre el sistema inmune se discutiran mas adelante.

D) Hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH):

Las hormonas LH, FSH, tirotrofina (TSH) y la gonadotrofina coridnica
(CG) son glicoproteinas estructuralmente similares, posiblemente derivadas de una
molécula ancestral comin. Cada hormona tiene un PM de alrededor de 30 kDa,
esta formada por dos cadenas glicopeptidicas unidas por puentes de hidrégeno,
ninguna de las cadenas es activa por separado. La cadena a de cada hormona po-
see una secuencia comun de 96 aa, con un alto grado de homologia entre si y es-
tructuras terciarias similares. Su gen consiste en cuatro exones y tres intrones, po-
see alto grado de homologia entre el humano, el bovino, la rata y el ratén ; en el
humano se localiza en el brazo largo del cromosoma 6. La cadena [ le confiere a la
hormona especificidad de union al receptor. En el humano el gen BLH se localiza
en el brazo largo del cromosoma 19 y el de BFSH en el brazo corto del cromosoma
11, pero ambos productos génicos constan de tres exones y dos intrones. FSH3 y
LHP contienen 115 aa, hCGp contiene 147 aa y TSHp contiene 110 aa. Las subu-
nidades o presentan cinco puentes disulfuro y estin N-glicosiladas en dos residuos
de asparagina. La cadena 3 de hCG posee cinco y las cadenas [ de las otras tres

hormonas poseen dos residuos de asparagina N-glicosiladas. El acido silico termi-



46

nal se encuentra frecuentemente en las cadenas glicosidicas de hCGf y en menor
medida en FSH{. El 4cido sidlico no es necesario para la unién al receptor pero
aumenta la vida media de Ia hormona en circulaciéon. TSHf y LHp poseen cadenas
glicosidicas sulfatadas. Existe gran heterogeneidad entre los oligosacaridos de cada
hormona, lo que conduce a diferentes variantes, con diferente afinidad y potencia
biolégica. La proporcion entre las isoformas de LH y FSH en la hipofisis y en cir-
culacién varia con la edad y el sexo. La sustitucién de las asparaginas por otros aa
mediante mutagénesis dirigida en la subunidad f evita la N-glicosilacién y 1a molé-
cula resultante se ensambla mas lentamente con la subunidad a. (Pierce and
Parsons 1981, Roberston ef «/ 1982, Chin 1985, Sardanons ef al 1987, Matzuk and
Boime 1988, Matzuk ef al 1989, Sairman 1989, Wide 1989).

El contenido hipofisario de LH es de alrededor de 700 IU y el de FSH de
200 IU para el hombre o la mujer menstruante, luego de la menopausia el conteni-
do de LH sube a cerca de 1700 Ul, mientras que el contenido de FSH no cambia.
Los niveles plasmaticos de LH para hombres jovenes es de alrededor de 3,5 1UN
mientras que el de FSH es de unas 4,5 IU/l. Excepto para el pico ovulatorio, los
niveles de LH y FSH de la mujer mestruante son ligeramente superiores al hombre,
pero durante el pico los niveles de FSH pueden llegar a 30 IU/M y los de LH a 70
IU/1. Durante la menopausia los niveles plasmiticos de ambas gonadotrofinas se
mantienen elevados. La secrecion de gonadotrofinas es pulsatil correlacioniandose
la amplitud del pulso con la duracién del suefio REM. EI contenido hipofisario de
LH en la rata es de 1,8 ug/mg de tejido y 0,4 ng/mg para FSH. La concentracion
plasmatica de los machos o hembras en metestro para LH es de alrededor de 1,5
ng/ml y para FSH de 5,0 ng/ml, mientras que en las hembras en proestro el nivel de
LH es de 16 ng/ml y el de FSH es de 6,5 ng/ml. La vida media de LH se ha estima-
do entre 30 y 47 min y la de FSH entre 240 y 400 min segiin el autor, poseyendo
ambas gonadotrofinas un aclaramiento biexponencial lo que indica la existencia de
dos etapas en la depuracion de estas hormonas, la altima de las cuales, de una du-
racion de s6lo unos minutos, corresponderia a la degradacion de las formas asialo.
Estas hormonas se metabolizan en higado, ademas, debido a su naturaleza glico-
proteica, no se reabsorben totalmente del filtrado glomerular y aparecen en orina
(Baghdassarian ef al 1970, Geschwind 1972, Mallampati and Johnson 1974,
Macfarland and Mann 1977, Vaughan et al 1979, Lafuente ef al 1992, Schiavi et
al 1992, Veldhuis and Johnson 1992, Bauer-Dantoin et al 1993, Campos ef al 1993,
De Nicolao and Liberati 1993, Mikuma et al 1994).

La hormona luteinizante regula la biosintesis y secrecion de esteroides en
testiculos y ovarios. En las células de Leydig, la LH acopla el receptor a la adenila-
to ciclasa induciendo su activacion con la consiguiente produccion de AMPc, el
cual se une a la subunidad regulatoria de la proteina-quinasa y deja la subunidad

catalitica libre para fosforilar proteinas intracelulares que activan la biosintesis de
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esteroides y la sintesis proteica. La principal fuente de colesterol en estas células es
principalmente la sintesis de novo a partir del acetilCoA producido a partir de la
degradacion de los acidos grasos, y en menor medida, la captacion de colesterol
plasmaitico. Ambos procesos son regulados por LH, ya que favorece la sintesis de
novo mediante la estimulacion de la hidroximetilglutarilCoA reductasa y la capta-
cion del colesterol al estimular el aumento de receptores para HDL. Ademas, esti-
mula la conversion del colesterol en testosterona. Esto se logra facilitando el trans-
porte de colesterol a las mitocondrias o su ruptura y conversion en pregnenolona

dentro de la misma, la cual esta mediada por el citocromo P,so. Luego, en el reti-

culo endoplasmatico tanto las enzimas de la ruta A4 como las de la ruta AS son

estimuladas por la accién de la LH. A nivel nuclear, esta hormona estimula las
ARN-polimerasas Iy Il y con ello el aumento de la sintesis proteica. La produccion
de progesterona por las células luteas también requieren la activacion de la adeni-
lato ciclasa por parte de la LH y un mecanismo similar al descripto para las células
de Leydig. Ademas de AMPc, otros segundos mensajeros podrian estar involucra-
dos en la accién de la LH. Se ha sugerido que la adenosina podria ser otro segundo
mensajero involucrado en la secrecion de progesterona y en el bloqueo de la luteo-
lisis inducida por la prostaglandina F,, (PGF3,) al inhibir la produccion de H,O,
mediada por PGF,,. Las prostaglandinas podrian también estar involucradas ya
que LH estimula la produccion de acido araquidoénico. Los inhibidores de la fosfo-
lipasa A;, que evitan la produccion de acido araquidonico a partir de fosfolipidos
no afectan la produccion de AMPc¢ pero disminuyen la secrecion de testosterona.
Por su parte, los inhibidores de la lipoxigenasa pero no los de la cicloxigenasa,
inhiben la produccion de testosterona inducida por LH por las células de Leydig .
El receptor de LH pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a la proteina
G, posee 7 fragmentos transmembrana, un segmento C-terminal intracelular y un
dominio N-terminal extracelular relacionado junto con las secuencias 21-24 y 102-
107 en la union de la hormona y la transduccion de la seiial. En las células de
Leydig existe un gran exceso de receptores de LH y se alcanza la maxima produc-
cion de testosterona con solo un 1 % de los receptores ocupados. El mantenimiento
de los receptores depende en parte de LH, pero también de FSH y PRL. Mientras
las células de la teca externa contienen receptores de LH, las de la teca interna ca-
recen de ellos y su actividad esteroideogénica podrian estar regulados en forma
paricrina por factores de crecimiento locales, interleuquinas y prostaglandinas.
Durante la ovulacion no cambia la distribucion de los receptores, luego de 48 des-
pués de la ruptura folicular decrece el nimero de ellos en todos los tipos de células
luteas pero en la fase liitea media se recupera el contenido de receptores en las cé-
lulas lateas derivadas de la teca externa pero no en las células liteas derivadas de
la granulosa. Por tanto el down-regulation es reversible en células derivadas de la

teca externa pero irreversible en las derivadas de la granulosa (Schumacher ez al
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1979, Ascoli 1985, Rommerts and Cooke 1988, Bellve and Zheng 1989, Tonetta and
DiZerega 1989, Abayasekara ef al 1990, Weems ef al 1991, Weems et al 1992,
Miller-Patrick ef al 1993, Couture et al 1996, Meduri ef al 1996).

La hormona foliculoestimulante actia sobre los tubulos seminiferos incre-
mentando la produccién de AMPc, el cual activa la proteina quinasa especifica
para FSH. Esta quinasa disminuye con la edad y seria responsable del comienzo de
la primera division meiotica en la espermatogénesis. Esta hormona estimula la ac-
tividad de las ARN-polimerasas 1 y II, lo que conduce a un aumento en la sintesis
proteica. Entre las proteinas producidas se encuentra la proteina transportadora
de androgenos (ABP), que se sintetiza en las células de Sertoli e interviene en el
transporte de testosterona desde los testiculos hacia el epididimo. FSH posee acti-
vidad mitogénica y es responsable del crecimiento de los testiculos, tiene un rol
esencial en el desarrollo del testiculo inmaduro, aunque existe controversia acerca
de si FSH es esencial para el mantenimiento de la espermatogénesis adulta. Esta
hormona incrementaria el nimero de espermatogonias y estimularia la subsiguien-
tes etapas de la maduracién incluyendo la reduccion del espermatocito hasta llegar
a espermatida y podria evitar la degeneracion de los espermatocitos y espermato-
gonias posiblemente manteniéndolas unidas a las células de Sertoli. Existen muchas
etapas donde FSH y testosterona actiian cooperativamente. La primera se relacio-
na con el citoesqueleto de las células de Sertoli y la asociacion de estas con las cé-
lulas germinales. La FSH afecta la distribucion de actina-f y vinculina, favorecien-
do la union mediada por testosterona de las células de Leydig a la linea germinal.
En segundo lugar, la FSH estimula la sintesis del receptor de androgenos. En tercer
lugar, FSH estimula la espermiogénesis al incrementar la concentracion local de
testosterona dentro del testiculo y del epididimo mediante la produccion de ABP

(Kerr and Sharpe 1985, McLachlan ef al 1996).

E) Tirotrofina (TSH) :

Como se mencion6 anteriormente TSH es una hormona glicosidica empa-
rentada con LH, FSH y CG. En el humano, el gen que codifica para la cadena f3 se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 1 y su producto génico consiste de tres
exones separados por dos intrones. Esta cadena posee una secuencia leader de 20
aminoacidos hidrofébicos, seis puentes disulfuro y ademas posee un 80 a 89 % de
homologia con las cadenas  de TSH de rata, raton y bovino (Dracopoli et al 1986,
Wondisford et al 1988).

Las diferentes formas de esta hormona probablemente se deban a diferen-
cias en el procesamiento postraduccional y almacenamiento, siendo esta variedad
de formas la que produce discordancias en los resultados de medicién de la canti-

dad de hormona inmunoensayable. En algunos casos de hipotiroidismo se han en-
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contrado aumentos en la cantidad de Acido sidlico y en otros de la subunidad 3 de
TSH, mientras que, en algunos adenomas hipofisarios secretores de TSH se han
encontrado aumentos en la subunidad a circulante (Faglia ef al 1983, Miura ef al
1989, Magner et al 1992).

La hipofisis humana contiene de 100 a 150 pg de TSH y secreta de 50 a 200
ug/dia, siendo su nivel sérico de 0,4 a 3,8 uUIl/ml. El nivel sérico en la rata es de 2 a
8 ng/ml. Es secretada en forma pulsatil con picos de baja amplitud y también se
secreta siguiendo un ritmo circadiano donde el mayor nivel plasmatico se presenta
durante la noche, comenzando a disminuir en las primeras horas de la maiana y
permaneciendo bajo durante el dia hasta las 20 hs en que se vuelve a incrementar.
La vida media de esta hormona tanto para el humano como para la rata es de 50 a
5SS min con una cinética de desaparicidon monoexponencial. Su catabolismo tiene
lugar en higado y riiion. (Ddhler et al 1977, Parker et al 1987, De Nicolao et al
1993).

La TSH ejerce diversas funciones sobre la glandula tiroides al actuar sobre
receptores especificos de membrana y desencadenar una serie de eventos agudos y
otra serie de eventos lentos. El receptor de TSH de peso molecular de alrededor 280
kDa esta constituido por dos componentes formades por una glicoproteina y un
gangliésido que al interaccionar con TSH produce la captaciéon de Ca’” y aminoa-
cidos y activa la adenilato ciclasa que llega al maximo de actividad en 5-10 min. de
la activacion del receptor. El AMPc generado activa la proteinquinasa A responsa-
ble tanto de eventos agudos (captacion y organificacion del yodo, secrecion hormo-
nal, oxidacion de glucosa, respiracion, etc.) como lentos (sintesis de proteinas, entre
ellas el propio receptor de TSH, y acidos nucleicos) pero no ejerceria accion sobre
el metabolismo de fosfolipidos. Ademas de la accion de TSH a través de la via pro-
teina G /adenilato ciclasa, se encontré también que esta hormona activa la via pro-
teina G/fosfolipasa C. Asimismo, tanto TSH cémo insulina, estimulan el aumento
en la superficie de las células tiroideas de proteoglicanos, los cuales juegan un pa-
pel activo en el crecimiento, funcién y diferenciacion celular al modular la activi-
dad de factores de crecimiento tales como el FGF basico (Pisarev 1985, Shaver er al

1993, Emoto ef al 1994).

5) CONTROL DE LA SECRECION DE HORMONAS ADENOHIPOFISARIAS:

La fig. 115 muestra la relacion entre las células neurosecretorias del hipota-
lamo magnocelular en donde los axones de las células de los niicleos paraventricu-
lar y supraopticos (PVN y SON) terminan en la hipéfisis posterior y las del hipo-
talamo parvicelular cuyos axones terminan en la eminencia media, como por ejem-
plo las neuronas del nucleo ventromedial (VMN) que secretan dopamina dentro de

las venas porta hipofisarias.
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FIGURA 115:Localizacion de los niicleos y vias nerviosas del hipotilamo. Refe-
rencias : AH = hipotalamo anterior, DMN = niicleo dorsomedial, Ih = hipotdalamo
lateral, oc = quiasma dptico, PH = hipotdlamo posterior, POA = darea preoptica, PVN
= nucleo paraventricular, SON = nucleo supraoptico, VMN = nicleo ventromedial.
(modificada de Hutchinson 1978).

Las células neurosecretorias del hipotalamo magnocelular y parvicelular es-
tan reguladas a través de neurotransmisores que se encargan de conectar el hipo-
talamo con las seiiales provenientes de receptores sensoriales, quimiorreceptores,
barorreceptores, osmorreceptores, receptores para el dolor, cambio de temperatu-
ra, etc, asi como de regiones cerebrales encargadas del control de los ritmos tempo-
rales, estados sueiio-vigilia, etc. y de las respuestas emocionales (Hutchinson 1978).

Hay cuatro mecanismos diferentes por los cuales un neurotransmisor (por
ejemplo S-HT, DA y NA) pueden regular la liberacion hormonal de la hipéfisis (fig.
I16) : 1) estimulacion indirecta de la célula neurosecretoria a través de vias senso-
riales 0 nerviosas provenientes de otras regiones del sistema nervioso central, como
el sistema limbico o la médula espinal, que hacen sinapsis sobre una interneurona,
la cual hace entonces sinapsis sobre la célula neurosecretoria, 2) directa axo-
dendritica o axo-somatica sobre la célula neurosecretora, 3) axo-axonal sobre la
célula neurosecretora, y 4) liberacion directa del neurotransmisor sobre las venas

porta hipofisarias (Hutchinson 1978).
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FIGURA I116:Cuatro posibles mecanismos por el cual los neurotransmisores pue-
den regular la secrecion de la adenohipdfisis. (Modificado de Hutchinson 1978).

La regulacion de la secrecion de hormonas adenohipofisarias es bastante

compleja, por lo que se muestran los hallazgos mas relevantes :

A) Regulacion de la liberacion de ACTH y B-endorfina

La fig. I17 muestra la variedad de neurotransmisores que regulan la secre-
cion de ACTH estimulada por CRH. La secrecion de CRH y ACTH es pulsatil y
ademas muestra un ritmo circadiano relacionado con los ciclos luz-oscuridad o
suefo-vigilia. Este ciclo circadiano de liberacion de CRH y ACTH, asi como tam-

bién la liberacion inducida por el estrés esta estimulada por la serotonina (5-HT).
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Noradrenalina (NA) y adrenalina (A) inhiben la liberacion basal de CRH al actuar
sobre los receptores a-adrenérgicos de las células neurosecretoras de CRH. Dopa-
mina (DA) también inhibe la liberacion de CRH. Pero, por el contrario, bajo con-
diciones estresantes, A y NA liberados por la médula adrenal o por neuronas hipo-
talamicas directamente sobre el sistema porta-hipofisario, actuan directamente
sobre los receptores a,;- o f-adrenérgico de las células corticotrofas produciendo la
liberacion de ACTH. Acetilcolina (Ach) estimula la liberacion basal e inducida por
estrés de CRH y por lo tanto de ACTH, por actuar sobre los receptores nicotinicos
y muscarinicos de las neuronas productoras de CRH. El acido y-aminobutirico
(GABA) Yy los corticoesteroides inhiben la liberacion de CRH y ACTH inducidas
por el estrés. Histamina y vasopresina estimulan la liberacion de ACTH por las
células corticotrofas (Buckingham 1981, Simpkins ef al 1985, Steger and Morgan
1985, Miiller and Nistico 1989).

La liberacion de B-endorfina y péptidos relacionados esta estimulada por S-

HT y NA e inhibida por GABA (Miiller and Nistico 1989).
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FIGURA 117: Control de la secrecion de ACTH. SCN = niicleo supraquiasmaitico.
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B) Regulacion de la liberacion de GH

La liberacion de GH esta regulada por la accion de dos hormonas antagéni-
cas (fig. I18) : la hormona estimuladora de la liberacion de GH (GHRH) y soma-
tostatina que estimula o inhibe respectivamente la liberaciéon de GH. DA y NA es-
timulan la liberacién de GH porque estimulan la produccion de GHRH al actuar
sobre los receptores a-adrenérgicos e inhiben la secreciéon de somatostatina por
accion sobre los receptores - adrenérgicos. 5-HT estimula la secrecién basal de
GH y la estimulada por el sueiio, el estrés y el ejercicio al estimular la liberacion de
GHRH y de catecolaminas que a su vez también estimulan la liberacion de GHRH
e inhiben la de somatostatina. Ach estimula la liberacion de GHRH e inhibe la de

somatostatina a través de receptores muscarinicos.
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FIGURA 118: Regulacion de la secrecion de GH.



Dependiendo de las condiciones, GABA puede estimular o inhibir en forma
indirecta la liberacion de GH al regular la accién de las neuronas dopaminérgicas.
Las somatomedinas ejercerian un efecto inhibitorio de la secrecion de tanto GH
como GHRH (Simpkins ef al 1985, Steger and Morgan 1985, Miiller and Nistico
1989).

C) Regulacion de la secrecion de PRL

La secrecion de PRL es controlada por una serie de factores excitatorios e
inhibitorios (fig. [19). El factor inhibidor primario es la DA, la cual es liberada
dentro de las venas portahipofisarias. NA y A pueden inhibir la secrecion de DA a
través de los receptores a-adrenérgicos pero estimularla a través de los receptores
[B-adrenérgicos, lo que depende de la dosis. La serotonina podria ser la responsa-
ble de la liberacion de PRL inducida por estrégenos, estimulacion cervical, estrés y
succion de la glaindula mamaria causando la inhibicion de la secrecion de DA y
estimulando la secrecion del péptido intestinal vasoactivo (VIP). El VIP estimula

la liberacion de PRL.
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FIGURA 119: Control de la liberacion de PRL.

La Ach inhibe la liberacion de PRL por estimular la liberacion de DA.
Grandes dosis de GABA estimulan la liberacion de PRL, pero pequeiias dosis la
inhiben. Existe evidencia de que el GABA inhibe la liberacion de DA al actuar so-
bre el hipotialamo, pero al actuar sobre las prolactotrofas inhibe la sintesis de PRL.
Los opiaceos estimulan la secrecion de PRL al inhibir la secrecion de DA. El TRH
estimula la liberacion de PRL y los neurotransmisores que modifiquen su libera-
cion, afectan la liberacion de PRL. Histamina y S-HT pueden estimular en forma
directa la liberacion de PRL. Los estrogenos estimulan en forma directa la libera-
cion de PRL, también estimulan la liberacion de TRH e inhiben la de DA(Racagni

et al 1982, Simpkins et al 1985, Grandison 1985, Miiller and Nistico 1989).

D) Regulacion de la secrecion de LH y FSH

La fig. 120 muestra algunas de las sustancias involucradas en la secrecion de

gonadotrofinas. La influencia exacta de cada una es dificil de dilucidar debido a
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las dependencias con la especie, sexo, variaciones estacionales, momento en el ci-
clo reproductivo de la hembra, etc. La secrecion basal de gonadotrofinas esta es-
timulada por la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH o LHRH) produ-
cida en el hipotalamo medio basal (MBH) y el pulso preovulatorio en la hembra
por GnRH producido por neuronas del POA, las cuales estin controladas por el
mecanismo de relojeria del SNC y otras regiones extrahipotalamicas. La serotoni-
na inhibe la secrecion de GnRH por el MBH, pero estimula la secrecion de GnRH
por el POA. La 5-HT proveniente del SNC seria la responsable del pico preovula-
torio de GnRH. La serotonina tendria poca o ninguna influencia sobre la libera-
cion de FSH. El efecto de las catecolaminas depende de la presencia de hormonas
ovaricas. En la hembra, cuando el nivel de estrégenos-progesterona es alto, DA
estimula la liberacion de LH, en caso contrario la inhibe. De igual forma, NA es-
timula la liberacién de LH y FSH en presencia de esteroides gonadales y la inhibe
en su ausencia. Los pulsos de estrogenos facilitarian la liberacion de NA y el au-

mento de receptores a-adrenérgicos.
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FIGURA 120: Control de la liberacién de gonadotrofinas.

En el macho los efectos de DA y NA son contradictoriqs, pero podrian estar
involucrados en el feedback negativo de testosterona sobre la liberacion de
GnRH. Ach y GABA inhiben la liberacion de LH y FSH. Los opiaceos inhiben la
liberacion de LH y FSH por inhibir la liberacion de NA. Histamina estimula la
liberacion de LH en presencia de estrégenos en la hembra, pero inhibe la libera-

cion de LH en el macho. Inhibina inhibe la liberacién de FSH (Simpkins et al



1985, Steger and Morgan 1985, Miiller and Nistico 1989, Weiss and Jameson
1993).

E) Regulacion de la secrecion de TSH

La liberacion de TSH esta controlada (fig. 121) por TRH que al ser liberado
por por el DMN estimula la liberacion de TSH y por somatostatina que liberada
por el POA inhibe la liberacion de TSH. DA reduce el nivel basal de TSH e inhibe
la liberaciéon de TSH inducida por frio a través de dos mecanismos : por inhibi-
cion de la liberacion de TRH en hipotalamo e inhibiendo la liberacion de TSH di-
rectamente a nivel de 1a célula tirotrofa. A y NA estimulan la liberacion basal y la
estimulada por frio de TSH, mientras que Ach sélo estimula la liberacion de TSH
inducida por frio. El rol de la 5-HT no esta claro, en presencia de las hormonas
tiroideas inhibe la liberacion de TSH, pero en su ausencia la estimula, aunque es
posible que esté involucrada en los efectos de feedback negativo producido por las
hormonas tiroideas a nivel hipotalimico. Histamina estimula la liberacién de
TRH, mientras que GABA y encefalinas la inhiben. El estrés inhibe la secrecion
de TSH por estimular la secrecion de somatostatina e inhibir la secrecion de TRH.
Las hormonas tiroideas inhiben tanto la secrecion de TRH cémo la de TSH
(Krulich 1979, Bennett and Whitehead 1983, Jimenez and Walker 1985, Miiller
and Nistico 1989).
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FIGURA 121: Control de la liberacion de TSH.

6) FACTORES HIPOFISOTROPOS

El avance de la neuroendocrinologia condujo a la caracterizacion de la se-
cuencia aminoacidica de las hormonas liberadoras hipotalimicas, la generacion
de anticuerpos para estudios inmunohistoquimicos y de RIA, permitiendo cono-
cer la localizacion especifica y el contenido de las areas hipotalamicas que los se-
cretan. También se avanzé en el estudio de la regulacion del eje hipotalamo-
hipofisario lesionando o estimulando diversas Areas cerebrales. Actualmente, con
el advenimiento de las técnicas de biologia molecular se esta estableciendo el estu-

dio del control de la transcripcion y traduccion de estas sustancias.

A) Hormona liberadora de corticotrofina (CRH):

La principal funcion de CRH es regular la liberacion de ACTH pero tam-
bién tiene un cierto papel en la regulacion de la liberacion de GH, la funcién re-
productiva, el comportamiento y el sistema inmune. Esta hormona polipeptidica de

41 aa posee una secuencia altamente conservada en la escala zooldgica siendo idén-
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ticas las moléculas de rata y humanos (Ser-Glu-Glu-Pro-Pro-1le-Ser-Leu-Asp-Leu-

Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Met-Ala-Arg-Ala-Glu-Gin-Glu-Ala-

GIn-Gin-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Met-Glu-Ile-IleNH;). La actividad biolégi-

ca reside en el extremo carboxiterminal 15-41 (en subrayado), pero los primeros 9
aa del extremo N-terminal son necesarios para la union al receptor (en italica). Las
neuronas secretoras de CRH se localizan en el PVN del hipotalamo y proyectan sus
axones a la eminencia media. En ésta region se colocaliza vasopresina, la cual posee
accion secretagoga de ACTH y potencia los efectos de CRH; también se colocalizan
oxitocina, encefalina, dinorfina y neurotensina, pero sus papeles en la secrecion de
CRH son poco claros. En general el ARNm de CRH se encuentra en los cuerpos
celulares, mientras que la mayor parte de CRH y proCRH se encuentra en los axo-
nes. El gen de proCRH consta de dos exones y posee multiples sitios de iniciacion.
La fig. 122 esquematiza el procesamiento de CRH. La sintesis y secrecion de CRH
esta regulada por la PKA y parcialmente por la PKC. Las neuronas CRH-érgicas
del PVN poseen ritmicidad y son reguladas por el feedback negativo de los gluco-
corticoides, la ACTH y el mismo CRH. Los glucocorticoides inhiben la produccion
de ARNm de proCRH. El receptor de CRH esta acoplado a la adenilato ciclasa y el
incremento de AMPc conduce a la sintesis de POMC y secrecion de ACTH. El
efecto inhibitorio de CRH sobre la liberacion de GH esta mediado por un aumento
en la liberacion hipotalamica de somatostatina. La supresion que ejerce CRH so-
bre la funcion reproductiva se debe a la inhibicién de la liberacion de LH posible-
mente por estimular la produccion de opioides que inhiben la liberacién hipotala-
mica de GnRH (Rondeel and Jackson 1993).

Intron

ADN de proCRH — Exon 1 Exéon 2 |——

ARNm de proCRH (1,4 Kb) :—:

rg-arg

PreproCRH (187 aa)

CRH (1-41) e

FIGURA 122: Procesamiento de CRH.

B) Hormona liberadora de tirotrofina (TRH):

Este tripéptido estimula la liberacién de TSH y PRL. La liberacion de éstas
hormonas mediada por el TRH se efectiia a través de la via de los fosfoinositésidos.

Los mayores efectos de TRH sobre las tirotropas se producen sobre la glicosilacion
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y liberacion de TSH y en menor medida sobre su sintesis. Su localizacion es ubicua,
pero la localizacién hipofisotropa estd confinada al PVN. La hormona posee una
secuencia pGlu-His-ProNH; donde la Gln esta ciclizada por accién de la glutamil-
ciclasa a acido piroglutamico (pGlu) y la Pro esti amidada por la accion de la pep-
tidil a-amidante monooxigenasa, que lo protege quimicamente de la degradacion
en ambos extremos. La secuencia de proTRH posee 2,6 Kb y esta constituida por
tres exones y dos intrones (fig. 123). Este gen codifica para una proteina progenito-
ra de 255 aminoicidos para la rata (242 para humanos) que posee cinco copias de
TRH y siete fragmentos cripticos, cada uno de las cuales esta flanqueado por sitios
de clivaje compuestos por pares de aa basicos. El grado homologia entre las pro-
teinas progenitoras de rata y humana es de un 50 %. Las hormonas tiroideas su-
primen la sintesis del ARNm de proTRH (aunque el mayor efecto de las hormonas
tiroideas se ejerce en la hipéfisis a nivel de la liberacion de TSH) (Rondeel and Ja-

ckson 1993).

Intrén Intrén 2
ADN de proTRH (2,6 Kb) —]Exén1 Exoén 2 Exon 3 [
ARNm de proTRH (17 Kb) 1N
preproTRH (255 aa) -Lys-Arg-GIn-His-Pro-Gly-(Lys/Arg)-Arg-

proteasa tripsina simil
GIn-His-Pro-Gly
glutamil ciclasa
pGlu—l—i'is-Pro-Gly

peptidil a-amidante mono-

oxigenasa

TRH pGlu-His-ProNH,

FIGURA 123: Procesamiento de TRH.

C) Hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH) o hormona

liberadora de gonadotrofinas (GnRH):

Esta hormona estimula la sintesis, glicosilacion y liberacion tanto de LH
como de FSH, pero los efectos sobre la iltima hormona son menos marcados. Su
accion esta acoplada a la via del inositoltrifosfato y calcio calmodulina para la libe-
racién de LH y PKC para la sintesis de LH, mientras que ambos mecanismos par-
ticipan en su glicosilacion. E1 GnRH es un decapéptido lineal de estructura alta-

mente conservada durante la evolucién, siendo idéntico en todos los mamiferos
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(pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-GlyNH,), pero posee diversas conforma-
ciones de las cuales la mas plegada es la mas afin por el receptor de GnRH. En los
primates se sintetiza en el nicleo arcuato mientras que en la rata las neuronas hi-
potalimicas que contienen GnRH son escasas (1300 a 1500 neuronas) y estan es-
parcidas difusamente en el hipotalamo anterior y idrea preéptica. El gen de
proGnRH posee 4,5 Kb y consta de cuatro exones que ademas de codificar para un
precursor de GnRH de 92 aa codifica para un péptido asociado a GnRH (GAP) de
56 aa el cual estimula la liberacion de FSH e inhibe la de PRL en ciertos sistemas
experimentales (fig. [24). En procesamiento de GnRH al igual que el de TRH in-
tervienen la glutamil ciclasa y la peptidil a-amidante monooxigenasa. Los fenome-
nos de downregulation del GnRH involucran la fosforilacion y dimerizacion del
receptor de GnRH con el posterior desacople de la via del inositoltrifosfato pero no

de la PKC (Rondeel and Jackson 1993).

I1 12 I3
ADN de proGnRH ——1Exénl Exén 2 Exén 3 Exoén 4

ARNm de proGnRH (0,5 Kb)

PreproGnRH (92 aa)

Lys-Arg

ProGnRH (69 aa)

GIn'-GnRH*"’-Gly GAP (56 aa)
l glutamil ciclasa
GnRH-Gly
l peptidil a-amidante monooxigenasa

GnRH (10 aa) GnRH

FIGURA 124: Procesamiento de GnRH.

D) Somatostatina u hormona inhibidora de la liberacion de somatotrofina

(SRIH):

La SRIH inhibe la liberacion de GH y TSH debido a la activacion de la pro-
teina G, que conduce a la inhibicién de la adenilato ciclasa y canales de calcio. Es

un tetradecapéptido ciclico de estructura Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-
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Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys con un enlace SS entre sus dos Cys constituyentes (en
subrayado). La sintesis de esta hormona estd ampliamente distribuida en el orga-
nismo; en hipotilamo se encuentra en el area periventricular. El gen para proS-
RIH tiene 1,2 Kb, dos exones y codifica para un precursor de 116 aa que es proce-
sado en varias etapas, originando primero dos moléculas SRIH (1-64) y SRIH-28,
éste ultimo es clivado originando SRIH (1-12) y SRIH -14 (fig. 125). Los cortes del
precursor se producen a nivel de aa dibasicos. El precursor esta bastante conser-
vado, sélo difiere en 4 aa entre el humano y la rata. SRIH-14 y SRIH-28 se cose-
cretan en la eminencia media pero el primero es el de mayor vida media (Rondeel

and Jackson 1993).

Intrén

ADN de proSRIH —1Exoén 1 Exon2 [—

ARNm de proSRIH (650 bp) NG

Arg
PreproSRIH (116 aa) L1 ]
M
/ Arg-Lys

SRIH (1-64)  SRIH-28

[T

SRIH (1-12) SRIH-14

FIGURA 125: Procesamiento de SRIH.

E) Hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH):

Esta hormona estimula la transcripcion del gen de GH y liberacion de GH y
afecta la proliferacion y diferenciacion celular conduciendo a hiperplasia de soma-
to- y mamosomatotrofas. GHRH posee 43 aa en la rata (His-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-
Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-lle-Leu-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-
Glu-Ile-Met-Asn-Arg-GIn-Gln-Gly-Glu-Arg-Asn-GIn-Glu-Gln-Arg-Ser-Arg-Phe-
Asn) y la hormona humana se encuentra bajo 2 formas hGHRH (1-40)OH y
hGHRH (1-44) NH; que presentan bastante homologia con la murina.

Este polipéptido se produce en las neuronas laterales del micleo arcuato. En
la rata el gen de proGHRH tiene 10 Kb, cinco exones y 4 intrones y origina un pre-

cursor de 104 aa (107 el humano) que es procesado en forma secuencial (fig. 126).
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I1 I2 I3 14

ARNm de proGHRH (750 bp) [ |

rg-Arg Arg

PreproGHRH (104 aa)

ProGHRH (72 aa) Tyr'.....Ala"-Arg".....Leu*-Gly*-Arg*-GIn""....Gly"
GHRH(1-45)0H  Tyr'....Ala%-Arg".....Leu"-Gly* + GIn"...Gly”

enzima a-amidante

GHRH(1-44)NH,  Tyr'.....Ala*-Arg"......Leu*-NH,

GHRH(1-40)0H  Tyr'...Ala"

FIGURA 126: Procesamiento de GHRH.

GH produce feedback negativo a nivel de la expresion del gen de proGHRH

(Rondeel and Jackson 1993).

TABLA 17 : Péptidos liberadores de GH (Modificada de: Chen et al 1996)

NOMBRE | ESTRUCTURA | POTENCIA MECANISMO DE ACCION
QUIMICA REILATIVA A
GHRH IN VI-
TRO
GHRP-6 |His-D-Trp-Ala- |0,01-0,1 Causa un incremento en el calcio libre citosélico en dos
Trp-D-Phe-Lys- fases, primero causa un aumento momentineo debido a la
NH, liberacion de sus reservorios y luego estimula el influjo de
larga duracion a través de canales de calcio en la membra-
na plasmaitica. No afecta directamente los niveles de
AMPc, pero sinergiza el aumento de AMPc causado por
GHRH. Estimula la liberaciéon de GH mediada por la via
de PKC e IPs. El IP; seria el responsable de la liberaciéon
de calcio de sus reservorios intracelulares.
GHRP-1 | Ala-His-D-BNal-|0,1-1 Causa un influjo de calcio a través de canales de la mem-
Ala-Trp-D-Phe- brana plasmatica, la contribucién de los reservorios intra-
Lys-NH, celulares al aumento del calcio libre citosélico es extrema-
damente pequeiia. Aumenta los niveles de AMPc en soma-
totropas ovinas (pero no de rata) y causa un aumento de
AMPc y liberacion de GH, que resultan aditivas al efecto
de GHRH cuando se coincuban somatotropas ovinas con
ambos péptidos. Estimula la PKC en somatotropas ovinas.
GHRP-2 |D-Ala-D-BNal- |1 Despolariza la membrana permitiendo la entrada de calcio
Ala-Trp-D-Phe- a través de canales de calcio voltaje dependientes, el sodio
Lvs-NH no estaria involucrado y los canales de calcio podrian estar
y 2 involucrados pero todavia no fueron totalmente caracteri-
zados. No afecta los niveles de AMPc. Podria estar involu-
crada también la PKC.

Esta bien establecido que la secrecion de GH mediada por GHRH depende

de la concentracion intracelular de calcio libre. El influjo de calcio a través de ca-
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nales de calcio voltaje dependiente esta estimulado por GHRH e inhibido por
SRIF, pero todavia no hay evidencias de que GHRH o SRIF afecten 1a moviliza-
cion de calcio desde sus reservorios intracelulares. La activacion de AMPc/PKA
ademas de ser fundamental para la liberacion de GH mediada por GHRH también
estimula la transcripcion del gen de GH (Rondeel and Jackson 1993, Chen et al
1996).

Se sintetizaron una serie de péptidos liberadores de GH (GHRPs) utiles pa-
ra el estudio de la liberacion de GH, algunos de los cuales se comenzaron a usar en
estudios clinicos. Las propiedades de los tres principales GHRPs se resumen en la

tabla 17 (Chen et al 1996).



CAPITULO 3: EL TIMO Y EL SISTEMA INMUNE.
INTERCOMUNICACION ENTRE EL SISTEMA
INMUNE Y EL ENDOCRINO

1) EL TIMO:

Este organo de forma piramidal se localiza en el mediastino superior y al-
canza su mayor peso en la pubertad siendo en el ser humano de unos 40 gy en la
rata de unos 60 mg. El timo produce los linfocitos T a partir de células que provie-
nen de la médula dsea bajo la influencia del microentorno creado por las células
epiteliales timicas y también posee funciones endocrinas.

El timo esta dividido en lobulos y cada uno de ellos se divide en lobulillos
por medio de tabiques que se extienden desde la capsula de tejido conectivo hasta
el interior del érgano. Cada lobule se divide en una zona periférica llamada corte-
za rica en linfocitos y una zona central llamada médula rica en células epiteliales

(fig. 127).
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Célula epitelial
Linfocitos
Células epiteliales
J —— Corpusculo de Hassall
Médula

FIGURA 127: Estructura de un lébulo timico (Tomada de: Weiss 1982).
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Las células epiteliales pueden adoptar diversas formas y la mayoria esta en
intimo contacto con los linfocitos. Estas células estan adheridas entre si por medio
de desmosomas, lo que les genera un aspecto ramificado o estrellado formando una
malla en cuyos intersticios se alojan los linfocitos. Las células epiteliales timicas son
grandes, poseen nicleos y nucleélos muy voluminosos. Son células de naturaleza
secretoria con reticulo endoplasmatico rugoso y golgi muy desarrollados y gran
cantidad de granulos de secrecion. En las mismas células se colocalizan las hormo-
nas timicas timulina, timopoietina y timosina a, cuyas funciones se discutirin mas
adelante. Se desconoce si esta colocalizacién se da también a nivel de los granulos
de secrecion.

La capsula esti formada principalmente por tejido conectivo y posee un
nimero variable de macréfagos, células plasmaticas, mastocitos y células adiposas.
El tejido conectivo de la cipsula se prolonga al interior constituyendo los tabiques
que separan los l0bulos y lobulillos. Por la capsula y tabiques corren nervios y los
vasos sanguineos y linfaticos de mayor tamaio.

La médula esta constituida por células epiteliales timicas no muy separadas
y conteniendo menos linfocitos que la corteza. La médula posee numerosos vasos
sanguineos y en su inmediacién hay cierto nimero de plasmocitos, mastocitos, eo-
sindfilos y monocitos. En ésta region se encuentran los corpisculos de Hassall que
estan constituidos por células epiteliales dispuestas en forma concéntrica y muy
apretada; se las considera estructuras en degeneracion ya que su namero y tamaio
aumenta con la edad. Estos corpusculos son escasos y de gran tamaiio en el hombre
y el cobayo; son mas numerosos en ratas y ratones.

La corteza esta constituida por una gruesa capa de linfocitos y células epi-
teliales. Las células epiteliales adoptan formas muy ramificadas que generan un
epitelio con disposicién reticular. En éste lugar se diferencian los linfocitos y como
muchos de ellos deben ser eliminados también se encuentra gran cantidad de ma-

crofagos (Weiss 1982, Savino and Dardenne 1984).

2) EL SISTEMA INMUNE :

El sistema inmune consiste en un nimero de diferentes tipos celulares que
incluyen: monocitos, macroéfagos, linfocitos T, linfocitos B, granulocitos y células
NK cuyo papel es reconocer lo propio de lo no propio (virus, bacterias, células ma-
lignas, etc.) eliminandolo con el fin de mantener la homeostasis del organismo. Este
sistema se divide en dos ramas que actian de formas diferentes pero complementa-
rias: 1) el sistema inmune humoral que protege al organismo de los antigenos ex-
tracelulares mediante los anticuerpos producidos por linfocitos B y secretados al

fluido extracelular, 2) el sistema inmune celular que protege al organismo contra
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antigenos extracelulares, células extraias y células alteradas (como las tumorales).

Los principales componentes celulares del sistema inmune son :

A) Monocitos y macrdfagos: los monocitos se desarrollan a partir de células
de la médula 6sea y viajan por el torrente sanguineo a los tejidos donde maduran,
convirtiéndose en macrofagos, los cuales se encargan de fagocitar agentes extraiios
para luego presentar los epitopes de esos antigenos a las células T; también produ-

cen interleuquinas.

B) Linfocitos T o células T: los precursores de los lifocitos T se generan en la
médula 6sea y viajan a través del sistema circulatorio para llegar al timo donde se
diferencian a : T, (helper), T (citotoxico) y T, (supresor). Las células T, producen
citoquinas que afectan las funciones de otros linfocitos y la producciéon de anti-
cuerpos, por eso la ausencia de timo afecta tanto la inmunidad celular como la hu-
moral. Las células T, destruyen células corporales infectadas por virus, células tu-
morales y células extraiias al organismo (como los transplantes de tejidos). Las cé-
lulas T, son capaces de suprimir la respuesta inmune por inhibir las acciones de las
células T, y T.. La maduracion, diferenciacion y proliferacion de las células T en el
timo, esta regulada por hormonas timicas y por el microambiente del timo. Luego
de que las células T maduran, se almacenan en los érganos linfoides secundarios
(por ejemplo bazo, placas de Peyer, etc.) hasta que se distribuyan mediante la cir-

culacion a través del organismo.

C) Linfocitos o células B: los precursores de éstas células se producen y ma-
duran (en los mamiferos) en 1a médula 6sea. Los linfocitos B producen anticuerpos

que detectan sus antigenos especificos y lo neutralizan.

D) Células asesinas naturales (NK): se generan en la médula osea, se alma-
cenan en los rganos linfoides secundarios y circulan por el torrente sanguineo. Las
células NK pueden eliminar espontaneamente células infectadas por virus y células

tumorales. Producen interferon vy.

E) Granulocitos: son células maduras que se generan en médula osea y cir-
culan en la sangre. Se dividen en tres grupos: neutrdéfilos, eosinéfilos y basdfilos.
Los neutréfilos destruyen células muertas, bacterias y otras células extraias por
fagocitosis. Los eosinofilos destruyen parasitos y modulan la actividad inflamato-
ria de tejidos dafados. Los baséfilos destruyen parisitos por fagocitosis y estan
involucrados en las reacciones de hipersensibilidad por su capacidad de secretar

histamina.
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Todas éstas células constituyen una red interrelacionada que contribuye a mante-

ner la homeostasis corporal (Hamblin 1988).

TABLA 18 :Ejemplos de algunas citoquinas, su fuente celular y funcion
(Modificada de: Burke et al 1993).

CITOQUINA FUENTE CELULAR FUNCION
PRINCIPAL

INTERFERON y (IFNy)

Células T activadas

Activa los macroéfagos, facilita
la proliferacion y diferencia-
cion de células B y sintesis de
IL-2

INTERLEUQUINA (IL) 1
(L-1a E TL-1B)

Macroéfagos, células B, T,
NK, fibroblastos, etc.

Facilita la activacion y prolife-
racion de células B y T. Facili-
ta la sintesis de prostaglandi-
nas, [FNy, 1L-2, IL-3, IL-4.
Causa inflamacion y fiebre

IL-2 Células T activadas Estimula la proliferacion de
células B, T y NK. Activa cé-
lulas T,
IL-3 Células T activadas y ma- | Estimula el crecimiento y dife-
crofagos renciacion de células derivadas
de la linea hematopoyética
IL-4 Células T activadas y ma- | Estimula proliferacion de cé-
crofagos lulas B y T, diferenciacion de
células B y activa macrofagos
IL-5 Células T activadas Estimula proliferacion de cé-
lulas B y produccion de anti-
cuerpos
IL-6 Células T y B activadas, Estimula proliferacionde cé-
monocitos, fibroblastos, lulas B. Activa células T. Indu-
etc. ce fiebre e inflamacion
IL-7 Médula ésea, timo y bazo | Estimula la produccion de
precursores de células By T
IL-8 Monocitos, células endote- | Quimiotaxis de neutrofilos y
liales y fibroblastos células T
IL-9 Médula 6sea Estimula la hematopoyesis
IL-10 Células T, Inhibe la sintesis de IFNy en

las células T,

FACTOR DE NECROSIS
TUMORAL (TNF)

Macrofagos y células By T

Destruye células tumorales,
media las reacciones endotoxi-
cas, inhibe la ingesta de ali-
mentos y causa caguexia

LINFOTOXINA (LT) O
TNFB

Células T activadas

Destruye células tumorales

FACTORES ESTIMU-
LANTES DEL CRECI-
MIENTO DE COLONIAS
(CSFs) (GM-CSF, G-CSF,
M-CSF,etc.)

Fibroblastos y monocitos

Estimulan el crecimiento y
diferenciacion de células he-
matopoyéticas

Las citoquinas son mensajeros de naturaleza proteica, esenciales para el de-

sarrollo de los tipos celulares mencionados y el montaje de la respuesta inmune.

Las citoquinas mas relevantes y su funcion se indican en la tabla I8.
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En la activacion de las células T estin involucradas una serie de citoquinas
(fig. 128). La célula presentadora de antigenos (APC) (monocitos, macrofagos, etc.)
detecta el antigeno en el organismo y lo ataca destruyéndolo por fagocitosis y di-
gestion celular y luego presenta sus restos antigénicos unidos a las proteinas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) a los receptores de células Ty, o T..
El macroéfago activado por el antigeno también secreta IL-1 que estimula a la cé-
lula T,. La estimulacion conjunta de la célula T, por el antigeno presentado por el
MHC y IL-1 estimula la liberaciéon de 1L-2 la cual aumenta el nimero de recepto-
res de IL-2 sobre el linfocito T, /la proliferacion de células T, y T., produccion de
anticuerpos por las células B y produccion de INFy por las célula T,. El INFy a su
vez estimula la sintesis de IL-2 y expresion del MHC. Cuando deja de presentarse

el antigeno sobre el MHC, deja de producirse IL-2 y la respuesta se frena.

antigeno

Antigeno

P Macroéfago

MHC Fragmento
de de Ag
clasell :

Recept. , ......... ~

T =,

Proliferacion

Proliferacion

Recept.

Estimulacion de IL-2
células B

Antigeno

FIGURA 128 : Activacion de las células T (Modificada de: Hamblin 1988).
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Las lifoquinas liberadas por los macrofagos y células T, activadas también
pueden activar la proliferacién y diferenciacion de las células B (fig. 129). Las cé-
lulas B activadas por TNF, IL-1 e IL-4 comienzan a producir IL-4 y su receptor,
activando autdcrinamente su proliferacion. Otras citoquinas posteriormente favo-

recen luego la proliferacion y diferenciacion de las células B.
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FIGURA 129: Activacion de las células B (Modificada de: Hamblin 1988).

3) HORMONAS TIMICAS:

Los factores timicos con actividad hormonal se estudiaron a principios de
este siglo pero ninguno fue quimicamente definido ni profundamente estudiado
probablemente debido a que los extractos timicos usados constituian una mezcla
heterogenea de hormonas timicas y otros factores solubles. En la década del 70 el

interés en las hormonas timicas resurgié debido a la capacidad de éstas de mejorar
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la inmunocompetencia y a los avances bioquimicos, con la consecuente posibilidad
de aislar y caracterizar los principios activos originados en el timo (Kendall and

Stebbings 1994).

A) Familia de la timosina:

Los extractos crudos de timo bovino fraccionados por Alan L. Goldstein en
1970 originaron una cromatografica con propiedades hormonales consistente en
una mezcla de 40 - 60 péptidos llamada timosina fraccion V (TF5). Se demostré
que la TFS puede inducir la expresion de marcadores linfocitarios, favorece la acti-
vidad de las células Th, aumenta la produccion de anticuerpos, de factor inhibidor
de macrofagos, de IL-1a y 3, de IL-2 y de interferon y; también favorece la res-
puesta de las células linfoides a mitégenos. Esta fraccién resulté activa sobre el eje
neuroendécrino, estimulando por ejemplo la liberacion in vitro de ACTH, PRL, y
GH a partir de células hipofisarias, PRL a partir de cultivos de células GH3 y de
-endorfina a partir de un tumor corticotrofico. Se demostré ademas que TF5
inhibe 1a secrecion de TSH y GH en ratas hembras en forma dependiente de la
edad pero aumenta los niveles séricos de corticosterona en roedores. Ademas, in-
crementa la resistencia a glucocorticoides. La accion de TFS esta mediada por cal-
cio en linfocitos y en la linea tumoral corticotropa AtT-20. En linfocitos TFS activa
la via del GMPc sin participacién del AMPc (Naylor ez al 1976, Naylor et al 1979,
Naylor and Goldstein 1979, Goldstein 1984, McGillis ef al 1985, Spangelo et al
1987a, Spangelo ef al 1987b, Farah et al 1987, Goya ef al 1987, Goya et al 1988,
McGillis et al 1988, Colarian et al 1990, Goya et al 1993).

La nomenclatura de las timosinas esta basada en el fraccionamiento obteni-
do luego de realizarle una electroforesis de isoelectroenfoque en el rango de pH
entre 3,5y 9,5, dividiendo el patrén de bandas en tres regiones: la region o consiste
en aquellos polipéptidos que poseen un punto isoeléctrico menor que 5,0, la region
B esta representada por los polipéptidos que poseen un punto isoeléctrico com-
prendido entre 5,0 y 7,0 y la region vy esta por encima de 7,0 (Goldstein et al 1981).

Dentro de este grupo se aislé y secuencid la timosina o.; que posee un peso
molecular de 3108 daltons y esta constituida por 28 residuos de aminoacidos (aa)
(AC-Ser;-Asp-Ala-Ala-Val-Asp-Thr-Ser-Ser-Glu-Ile-Thr-Thr-Lys-Asp-Leu-Lys; -
Glu-Lys-Lys-Glu-Val-Val-Glu-Glu-Ala-Glu-Asn,s), con la mayor parte de la acti-

vidad localizada en los residuos 17-28 (subrayado). Esta hormona presenta grandes
similitudes con GHRH y VIP comportiandose como agonista parcial de VIP aunque
con menor actividad. La timosina o, y la timosina a,; constituyen la region
N-terminal de la protimosina o, un polipéptido acidico de 110 aa. Los niveles de
protimosina mas altos se encuentran en timo y bazo. La protimosina a es clivada

en muchos otros tejidos. El contenido timico y esplénico de éste polipéptido decrece



72

con la edad y lo hace mas rapido en hembras que en machos, probablemente debi-
do al efecto de los esteroides gonadales. La protimosina también se encontré en los
linfocitos T, donde se comporta como mitégeno actuando a nivel intracelular y po-
siblemente nuclear; en células NK facilita rearreglos del citoesqueleto, aumento en
la expresion del receptor de IL-2, la internalizaciéon de la IL-2 unida a su receptor,
sintesis de ADN y proliferacion. La fosforilacion de la protimosina es mayor en las
células en proliferacion que en las que poseen baja actividad proliferativa. La ti-
mosina a; modula la diferenciacion de marcadores linfocitarios como la deoxinu-
cleotidil transferasa terminal, Thy-1, etc. Sobre los linfocitos T actia como mitogé-
no estimulando la produccion de citoquinas, reconstituyendo las funciones de las
células T y autoinmunidad de animales viejos. También estimula la produccién de
anticuerpos y modula facilitando la accion del factor inhibitorio de macréfagos. La
timosina a,; se encuentra en las células epiteliales subcapsulares, perivasculares y
medulares del timo, en astrocitos cerebrales y en la hipofisis. Esta hormona circula
en el plasma unida a una proteina transportadora de alrededor de 10 kDa. Sus
niveles decrecen durante el envejecimiento, pero también depende del estado re-
productive. La timosina o, posee actividad secretagoga sobre varias hormonas
hipotalamicas e hipofisarias. A nivel clinico esta hormona mejora la actividad de
los linfocitos Th y de las células NK por lo que se usa para mejorar el estado de
pacientes con cincer y con inmunodeficiencia primaria. El tratamiento de células
linfoides con timosina a, produce un aumento de GMPc pero no de PGE; ni de
AMPc. La paratimosina o posee unos 100 aa, inhibe la fosfofructoquinasa-1y la
glicélisis. Se localiza en el citosol de timo, cerebro, glandulas parétidas, intestino y
pancreas (Goldstein ef @l 1977, Goldstein 1978, Ahmed ef al 1979, Naylor and
Goldstein 1979, Cowan et al 1981, Goldstein et al 1981, Goldstein et al 1983, Frasca
et al 1986, Colarian et al 1990, Cordero et al 1992, Frillingos and Tsolas 1992,
Tsitsiloni er al 1992, Barcia et al 1993).

La timosina B, se aislo de la region 3 de Ia TFS aunque se demostré luego
que era idéntica a la ubiquitina, encontrindosela en casi todos los tejidos y aunque
afecta la diferenciacion linfocitaria, no se considera hormona timica. La timosina
B4 induce la produccion de deoxinucleotidil transferasa terminal y posee otras fun-
ciones inmunolégicas, pero esta ampliamente distribuida en otros tejidos, sobre
todo aquellos que poseen alto nivel de crecimiento celular cémo el tejido fetal, timo,
bazo, ovario, testiculo y tumores y su secuencia es idéntica a la de la proteina se-
cuestradora de actina (Fx), que actia en la reorganizacion del citoesqueleto duran-
te la mitosis y la adhesién y locomocion celular. La timosina (3, inhibe la migracion
de macroéfagos y estimula la produccion de PGE; y secuestra la actina-G en leuco-
citos polimorfonucleares y plaquetas. Este péptido favorece la oogénesis y la libera-
cion de LH y GnRH y sus niveles decrecen luego de hipofisectomia o de timecto-

mia. Tanto la timosina B4 como la timosina 3,0 (otro factor timico de 43 aa y peso
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molecular de 4,9 kDa) son producidas por el ovario donde la expresion de sus genes
esta modulada por hCG y por PGF,,. El ARNm de timosina ;o asociado a la lu-
teolisis es inhibido por hCG y estimulado por PGF,, y el de la timosina P, se asocia
a la diferenciacion de las células de la granulosa, luteinizacion y finalmente atresia
folicular es estimulado por hCG e inhibido por PGF,,. La transcripcion del gen de
timosina [y est4 regulada por un grupo de lipidos encargados de regular el creci-
miento y diferenciacion celular, los retinoides. Ambas timosinas 5y B0 son abun-
dantes durante la embriogénesis y modularian la divisién y crecimiento de las neu-
ritas al suprimir (timosina f4) o activar (timosina B,,) la polimerizacion de actina,
En el adulto sdlo se encuentra la timosina f3; la cuil impediria la division celu-
lar(Rebar ef al 1981, Thurman et al 1981, Hu et al 1981, Hannappel ef al 1982,
Garaci ef al 1983, Horecker and Morgan 1984, Low and Goldstein 1985, Suh et al
1985, Conlon et al 1988, Atkinson et al 1990, Ford et al 1990, Cassimeris ef al 1992,
Condon and Hall 1992, Hall 1992).

La Timosina o; posee un peso molecular de 2200, es muy acidica (punto
isoeléctrico de alrededor de 3,5) y es un potente inductor de linfocitos T supresores,
aunque también es una activa inductora de marcadores de células T (Goldstein ef
al 1981).

Otro componente de la TFS es el péptido MB35 de peso molecular 3675 Da,
con una secuencia de aa idéntica a la de los residuos 86-120 de la histona H2A y
con actividad secretagoga sobre GH y PRL (Badamchian et al 1990, Badamchian
et al 1991).

B) Timopoietina

Este polipéptido de 49 aa y peso molecular 5562 Da, se aislé de timo bovi-
no. Las timopoietinas constituyen una familia de tres péptidos, las timopoietinas I,
I1, y I11, de los cuales la III no es hormona timica y ahora se la llama tisplenina
porque la diferencia en dos aa (uno de ellos el aa 34) con respecto a las timipoieti-
nas I y II, le altera sus propiedades bioldgicas. La actividad biologica de las timo-
poietinas I y II reside en el fragmento 32-36 (Arg-Lys-Asp-Val-Tyr) que es homé-
logo con regiones de IgG, IgE, B,-microglobulina, HLA-B7 y Thy-1. Se lo prepara
sintéticamente bajo el nombre de timopentina (TPS). Las timopoietinas se localizan
en timo y en queratinocitos de la piel. Estas hormonas inducen la diferenciacion
temprana de los timocitos y favorece la actividad Th y la respuesta proliferativa de
células T a la estimulacién alogénica. In vitro, estimulan la liberacion de ACTH,
B-endorfina y B-lipotrofina por las células hipofisarias e in vivo eleva los niveles de
cortisol y reduce los de PRL y GH en ratas pero en el hombre eleva los niveles de
cortisol y GH sin producir ningiin efecto sobre la secrecion de PRL. Los niveles de

timopoietina decrecen durante el envejecimiento y las deficiencias inmunes de ra-
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tones senescentes se pueden revertir con TPS. La TPS se usa para aliviar inmuno-
deficiencias primarias y secundarias pero su uso esta discutido (Weksler ef al 1978,
Goldstein ef al 1979, Goldstein and Lau 1980, Goya ef al 1989). Recientemente se
detecto la presencia de a-cobratoxina y fosfolipasa A; en las preparaciones de ti-
mopoietina utilizadas, las que podrian ser responsables de muchos de los hallazgos

reportados por Goldstein G y quienes utilizaron su preparacion (Quik ef a/ 1993).

C) Factor humoral timico (THF)

El THF es un octapéptido (Leu-Glu-Asp-Gly-Pro-Lys-Phe-Leu) de peso
molecular 918 Da que fue primeramente aislado de timo de ternero. Este péptido
no presenta ninguna secuencia homéloga con otros factores timicos conocidos. El
THF estimula la produccion in vitro de 1L-2 por células de bazo. Este péptido pare-
ce ser esencial para la induccién de la expansion clonal, diferenciacion y madura-
cion de las células T, aumenta la mayor parte de las funciones de las células T,
normaliza las relaciones CD4:CD8 y restaura la actividad de las células T de ani-
males envejecidos. Actuaria por la via del AMPc. Clinicamente el THF se ensayé
para tratar infecciones virales y para reconstituir la inmunidad celular (Trainin
and Small 1970, Kook and Trainin 1974, Trainin et al 1979, Trainin 1988, Goso et
al 1992).

D) Timulina

La timulina consiste en un nonapéptido de peso molecular 847 Da (Glu-Ala-
Lys-Ser-GIn-Gly-Gly-Ser-Asn) unido a zinc como cofactor. El nonapéptido recibié
en nombre de facteur thymique sérique (FTS) y fue aislado por primera vez por
Bach a partir de suero porcino, posteriormente fue caracterizado en suero humano
y en timo bovino y en timo de roedores encontrandose que era el mismo péptido
que el encontrado en porcinos y mas tarde se demostré que esta molécula esta al-
tamente conservada, al menos entre los mamiferos. (Bach and Dardenne 1973,
Bach et al 1975, Bach et al 1976, Pléau et al 1977, Dardenne ef al 1977, Dardenne et
al 1982)

Para que FTS posea actividad biologica se debe unir a zinc, (constituyendo
la FTS-Zn o timulina) en una relacion 1:1 (fig. 130) a un pH éptimo de 7,5, siendo
su Kd en estas condiciones de alrededor de 107, Los estudios de RMN demostraron
que las Ser 4 y 8 y 1a Asn 9 son los residuos involucrados en la union al zinc y los
bioensayos y receptorensayos mostraron que actividad biologica de esta hormona
se debe a los siete aa aminoterminales. Los bajos niveles de zinc afectan los niveles
de timulina y el tratamiento con zinc los restablece ya que el este ion estimula la

expresion del ARNm de la metalotioneina y ademas la secrecion de IL-1 por las
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células epiteliales timicas, los cuales a su vez estimulan la captacion de zinc y secre-
cion de timulina por las células epiteliales timicas. La timulina circula en sangre
unida a un transportador con peso molecular similar a albiimina o prealbimina de
40-60 kDa. En pacientes con reumatismo o con lupus eritematoso sistémico se ha
detectado un inhibidor plasmatico de la accion de la timulina (Bach et al 1978a,
Dardenne ef al 1980a, Dardenne et al 1982, Coto et al 1992).

La timulina posee multiples efectos sobre el sistema inmune, los cuales se
resumen en la tabla I9 La timulina induce la formacién de marcadores de diferen-
ciacion de la célula precursora derivada de médula 6sea, timocitos y células By T.
En la periferia, la timulina estimula los subgrupos citotoxico/supresor de células T
y también estimula la actividad de las células NK. Estimula la produccion de IgG
a-DNA, la sintesis de IgA e IgG, la sintesis de IL-2 y la proliferacién de linfocitos T.
En linfocitos T aparentemente existen receptores especificos para timulina, ya que
se encontraron dos tipos de receptores independientes, uno de alta y otro de baja
afinidad que no presentan efecto cooperativo, en dos lineas celulares (células 1301
y HSB2) derivadas de lifocitos T maduros de pacientes leucémicos con Kd’s de 3,5
y 100 nM pero no se encontraron receptores en lineas celulares derivadas de linfo-
citos B o de linfocitos T inmaduros lo que sugiere que los receptores para esta
hormona sélo se expresan en estados definidos de la maduracién linfocitaria. Tam-
poco se pudieron demostrar receptores a timulina en células B y T normales. Segun
comunicacion personal del grupo de Paris de JM Pleau y M Dardenne (Hospital
Necker, Paris) todo intento de detectar receptores especificos para timulina en va-
rios tipos células inmunes y no inmunes resulté infructuoso. La dificultad de de-
mostrar receptores para timulina condujo al suscripto a considerar la posibilidad
de que el nonapéptido FTS no fuera en realidad una molécula que juegue un rol
fisiolégico sino mas bien un producto de degradacion de otra proteina, el cual ac-
tuaria en forma inespecifica sobre las células sensibles. Sin embargo, una bisqueda
utilizando el algoritmo FASTA (FASTA@EMBL-Heildelberg.DE) que permite una
exploracion simultinea en Swiss-Prot y NBRF/PIR, dando asi acceso a todas las
secuencias aminoacidicas conocidas, indicé que sélo habia ocho que tenian alguna
secuencia comuan con este nonapéptido. Ninguna de estas secuencias corresponde a
proteinas de mamifero (tabla I10). Esto sugiere que la timulina es una molécula
con identidad propia y no un fragmento de otra proteina.

Una unica inyeccion de timulina en niveles fisiologicos es capaz de modifi-
car el fenotipo de los linfocitos dentro de las dos horas y mantenerlo por hasta diez

dias. La timulina también estimula la proliferacion de gonocitos fetales


mailto:FASTA@EMBL-Heildelberg.DE

76

TABLA 19: Resumen de los efectos de la timulina sobre las células del sistema
inmune (Modificada de: Bach 1983).

EFECTO

MODELQ EXPERIMENTAL

Estimulacion de la
proliferacion de cé-
lulas T

Proliferacion inducida por fitotohemoaglutinina en ratones,
ratas y ratones y ratas timectomizados neonatalmente.
Lupus.

Aumento de la cito-
toxicidad e hipersen-
sibilidad retardada

Reaccidn citotoxica alogenéica en ratones timectomizados.
Citotoxicidad anti-trinitrofenol en timocitos normales.
Reaccion de rechazo de injerto-contra-huesped en ratones
normales.

Estimulacion de la hipersensibilidad retardada en ratones
timectomizados.

Estimulacion de la
actividad de las cé-
lulas Th

Induccion de la produccion de anticuerpos IgA, IgE e IgG
en ratones senescentes y en pacientes con inmunodeficiencia
variable.

Induccion de la produccion de IL-2 en timocitos normales y
en los provenientes de bazo de ratones nude.

Aumento en la produccion de autoanticuerpos IgG anti-
ADN en ratones hembras jévenes de la cepa B/W. Estos
efectos se observan con bajas dosis de timulina (< 107 M).

Estimulacion de la
actividad de las cé-
lulas T,

Retardo en el rechazo a injertos de piel en ratones normales.
Depresion de la produccion de autoanticuerpos IgG anti-
ADN en ratones machos jovenes de la cepa B/W.
Estimulacion de la supresion inducida con concanavalina A
en sujetos normales y pacientes con lupus. Estos efectos se
observan con altas dosis de timulina (> 107 M).

Aumento de la acti-
vidad de las células
NK

Aumento de la actividad de células NK in vivo e in vitro en
ratones y humanos.

Aumento en la res-
puesta de las células
B

Favorece la activacion policlonal de las células B de raton
inducida por LPS.

. ” . er e . 3 . .
en cultivos de testiculos e incorporacion in vitro de ["H]T en los gonocitos testicula-

res hasta el séptimo dia después del nacimiento, accion esta que es inhibida por la

corticosterona. Timulina también pudo liberar LH en experimentos de perifusion

de células hipofisarias en forma dosis-dependiente siendo m:ixima la respuesta a

una concentracién de timulina 10° M y minima a 107 M. Mediante experimentos

in vivo e in vitro se ha encontrado que los niveles circulantes de timulina estin con-

trolados por un mecanismo de feedback, cuya naturaleza todavia no esta muy acla-

rada y que seria en parte responsable del mantenimiento casi constante de sus ni-

veles durante la nifiez. La timulina se secreta principalmente por las células epite-

liales timicas de las zonas cortical (subcapsular y perivascular) y medular. Luego

de la timectomia no se detecta timulina en circulacion. También se detecté inmu-

norreactividad en astrocitos de la glia en la rata. La microscopia electronica mos-

tré que la timulina se encuentra en granulos rodeados por una membrana dentro

de las células epiteliales timicas. Dichas vesiculas provienen del golgi (Bash ef a/

1976, Bach 1977, Erard ef al 1979, Pléau et al 1980, Dardenne ef al 1980b, Monier

et al 1980, Jambon et al 1981, Kato et al 1981, Auger ef al 1982, Bordigoni et al

1982, Gastinel er al 1982, Kaiserlian and Dardenne 1982, Savino et «f 1982, Suga-
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wara and Palacios 1982, Cohen ef al 1983, Savino et al 1983a, Savino ef al 1983b,
Zaidi et al 1989, Dardenne and Savino 1990, Prepin et al 1994).

TABLA 110: Proteinas que contienen alguna secuencia semejante a la de la FTS
en su molécula.

GENERO PROTEINA % DE IDENTIDAD
Caenorhabitis mab-5 6/94P10038 (353 aa) 77,778
Centruroides neurotoxina 1 2/95P01492 (65aa) | 75,000
Centruroides neurotoxina 3 6/94P01494 (65aa) | 75,000
Crustacean toxina 1 11/95P45667 (66aa) 75,000
Centruroides neurotoxina 2 3/92P01493 (66aa) | 75,000
Centruroides precursor de toxinas 11/95P45663 | 75,000
87aa)
Centruroides precursor de toxinas 11/95P45664 | 75,000
(87aa)
Tripanosoma citocromo ¢ 5/92P18822 (93 aa) 63,579
/ ®

FIGURA 130: Representacion esquemdtica que muestra la relacion 1:1 en el com-
plejo zinc-FTS mostrando que la Ser*-OH, Ser®-OH y Asn’-CO; son los sitios que
coordinan al ion metdlico, siendo el cuarto ligando tentativamente el agua. Los ni-
meros representan el aminodcido respectivo comenzando en el grupo N-terminal, W
representa una molécula de agua y ® representa el ion Zn"" (Tomada de: Cung et al
1988).

La actividad biologica de esta hormona es evaluada por un bioensayo que
utiliza la formacion de rosetas a partir de globulos rojos de oveja, desarrollado por
el grupo de Bach en Paris. También se han desarrollado radioinmunoensayos con
grados de éxito variables. Mediante RIA se determiné que en el hombre esta hor-

mona timica se secreta de acuerdo un ritmo circadiano encontrandose los mayores
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niveles plasmaticos a la maiiana. Los niveles matinales de timulina son de alrede-
dor de 2200 fg/ml en la sangre del cordon umbilical en el recién nacido, los niveles
se mantienen altos en niiios y luego cae hasta que a los 20 afios los niveles se estabi-
lizan en alrededor de 350 fg/ml por el resto de la vida aunque con cierta declina-
cion y amplias variaciones a medida que se envejece. Determinaciones del conteni-
do timico de timulina mostraron que a pesar de su descenso con la edad, siempre se
encuentra inmunoreactividad (con anticuerpos monoclonales) contra timulina,
incluso en individuos saludables de 90 afios (Bach ef al 1971, Dardenne and Bach
1975, Dardenne and Bach 1976, Pléau ef a/ 1978, Bach et al 1978b, Bach and
Beaurain 1979, Safieh ef al 1990, Kendall and Stebbings 1994) .
Muchos factores son capaces de modificar la secrecion de timulina. Los niveles de
esta hormona aumentaban con el estrés producido por la cirugias, lo cual condujo
al estudio tanto in vivo como in vitro del efecto de ACTH, hallandose que esta hor-
mona hipofisaria posee una accion estimulatoria de la liberacion de timulina. El
efecto de ACTH sobre fragmentos de timo es bastante rapido (dentro de los 15 mi-
nutos) y aunque no todas las células timicas responden, en las que lo hacen el efec-
to estaria mediado por calcio e involucraria la activacion del gen c-fos, proto-
oncogen cuyo producto génico regula la transcripcion y proliferacion celular. Otros
experimentos, tanto in vive como in vitro mostraron que GH, PRL y las hormonas
tiroideas actian directamente sobre las células epiteliales timicas modificando la
secrecion de timulina, pero con una accion mas lenta que la de ACTH. La GH ac-
tuaria de forma indirecta a través de la produccion de IGF-1, la cual es la que es-
timularia en forma directa la produccion de timulina y mitosis. En cultivos de cé-
lulas epiteliales timicas la IGF-1 actua como un eficaz secretagogo de éste nonapép-
tido a concentraciones del orden de 10 nM. En los experimentos en los cuales se
observaron efectos secretagogos y proliferativos al tratar cultivos de células epite-
liales timicas con GH se demostré que esto se debia a la produccion local de IGF-1,
ya que efecto pudo ser bloqueado al coincubar con anticuerpos anti-IGF-1. La
PRL eleva los niveles plasmaticos de timulina cuando se inyecta en ratones nor-
males y por el contrario, la bromocriptina los inhibe. Ademas, cuando se agrega
PRL a cultivos de células epiteliales timicas humanas o de rata, se incrementa la
liberacion de timulina pero al coincubar PRL con anticuerpos anti-PRL se anula la
capacidad de la PRL de inducir la liberacion de timulina. Con el uso de autorra-
diografia y analisis de Scatchard se localizaron sitios de uniéon para GH y PRL en
las células epiteliales timicas. La PRL ademads, favorece la proliferacion de las cé-
lulas epiteliales timicas e incrementa la expresion de proteinas del citoesqueleto
como la citoqueratina, una proteina correspondiente a los fillamentos intermedios.
El tratamiento con tiroxina (Ty) in vivo pudo incrementar los niveles plas-
maticos de timulina tanto en ratones jovenes como en los viejos. Ademas, el trata-

miento de ratones jovenes con triiodotironina (T;) pudo elevar los niveles séricos de
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timulina y el porcentaje de células epiteliales timicas productoras de timulina
mientras que, por el contrario, el tratamiento de los animales con 6N-propil-
tiouracilo, un inhibidor de la sintesis de T; y de T, redujo ambos parametros estu-
diados. El tratamiento de células epiteliales timicas con T; también estimul6 la
produccion de timulina pero ésta fue inhibida con el uso del inhibidor de la sintesis
de ARNm, la cicloheximida. El control de 1a secrecion de esta hormona también
esta mediado por las hormonas esteroideas ya que la adrenalectomia o la castra-
cion produce un descenso en los niveles séricos de timulina que se acompaiia de un
aumento de su contenido celular. Posteriormente se comprobaron estos hallazgos in
vitro usando lineas murinas y cultivos primarios humanos de células epiteliales ti-
micas en los cuales dexametasona y progesterona estimularon su secrecion pero

fueron inhibidos por su antagonista, el RU 38486.
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FIGURA 131: Vias propuestas para el control de la secrecion de timulina
(Modificada de: Dardenne and Savino 1990).
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El estradiol también estimulé la secrecion del nonapéptido pero fue inhibido
tanto por nafoxidina cémo por tamoxifeno. Tanto experimentos in vivo cémo in
vitro mostraron que las endorfinas f-endorfina y Leu-encefalina (pero no Met-
encefalina, a-endorfina o y-endorfina) pueden estimular la produccion de timulina,
siendo esta bloqueada por la naloxona. Ademas, se demostré que estos opioides son
liberados en forma paracrina por las células epiteliales timicas lo que les permitiria
modular la liberacién de éste péptido. También se encontré que los extractos hipo-
talamicos de ratones jovenes pueden estimular la produccion de timulina en rato-
nes senescentes cuyos niveles se encontraban deprimidos. También los extractos de
hipotalamo medio basal y de adenohipofisis de ratones donores de distinta edad
son capaces de estimular la produccion de timulina por células epiteliales timicas
en cultivo siendo los extractos de animales jovenes los secretagogos mas eficientes.
La IL-1 secretada por las células epiteliales timicas actiia sobre ellas mismas y es-
timula la produccion de timulina, luego ambas actian sobre el linfocito T estimu-
lando su PKC nuclear y promoviendo la proliferacion. Las vias involucradas en el
control de la secrecion de timulina se resumen en la fig 131 (Savino ef al 1983c,
Folch et al 1986, Savino ef al 1988, Dardenne et al 1988, Dardenne ef al 1989, Savi-
no et al 1990a, Savino et al 1990b, Timsit ef al 1990, Buckingham et al 1991, Safieh
et al 1991, Buckingham ef al 1992, Coto et al 1992, Timsit ef al 1992, Goya et al
1995).

Existen argumentos indirectos basados en el ensayo de formacion de rosetas
que sugieren que el AMPc podria ser el segundo mensajero ya que éste nucleétido
actua en forma sinérgica con timulina en este ensayo. Sin embargo, no existe evi-
dencia de que esta hormona estimule la produccion de AMPc. También hay evi-
dencias obtenidas de la misma manera que descartarian al GMPc como segundo
mensajero. Las prostaglandinas, PGE, y PGE; podrian también ser candidatos a
segundos mensajeros ya que la indometacina evita la produccion de Thy 1 por lin-
focitos murinos y ademas, la timulina promueve la sintesis de prostaglandinas por
linfocitos humanos. Algunos de los resultados sugieren un efecto bifasico de la ti-
mulina sobre la sintesis de prostaglandinas ya que altas concentraciones de esta
hormona (> de 10 ng/ml) inhibe la sintesis de PGE; y PGD:; pero a concentraciones
menores (1-10 ng/ml) estimulan la produccion de éstas prostaglandinas en células
sanguineas mononucleares. Trabajos posteriores, sin embargo, mostraron que la
timulina es incapaz de estimular la produccion de prostaglandinas por células T y
B y que el aumento de prostaglandinas observado luego del tratamiento con éste
nonapéptido podrian provenir de los macréfagos. También se demostré que esta
hormona sinérgiza la accion de las prostaglindinas (Bach ef al 1972, Bach and
Bach 1973, Bach 1974, Fournier and Bach 1975, Deschaux et al 1982, Gualde et al
1982, Homo-Delarche et al 1989, Homo-Delarche et al 1990)
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Los niveles de timulina encuentran disminuidos en pacientes con enferme-
dades autoinmunes, SIDA, desnutricion y en insuficiencia renal crénica. En el caso
de desnutricion, los niveles de timulina retornan a lo normal con la administracién
de zinc. La administracion de timulina mejora la respuesta inmune de los ratones
NZB (modelo experimental de lupus eritematoso sistémico) y en los pacientes con
artritis reumatoidea mejora su relacion CD4/CD8. La timulina permite una recu-
peracion mas rapida de la respuesta inmune a los pacientes que recibieron trans-
plante de médula dsea, sobre todo en lo referente a la maduracion de las células T.
Debido al efecto secretagogo de GH y PRL, la timulina se encuentra aumentada en
pacientes hiperprolactinémicos y acromegalicos. Habria tres posibles mecanismos
por los cuales la timulina reestableceria la inmunocompetencia: (1) estimulando la
maduracion postimica de las células T, (2) corrigiendo la relacion alterada CD4
(helper)/CDS8 (citotéxico/supresor) o (3) regulando la proliferacion de células Th
mediante la estimulacion de la produccion de IL-2. Altas dosis de timulina reduce
en forma dosis-dependiente el dolor provocado por la inflamaciéon provocada por
endotoxinas periféricas (Bach et al 1980a, Bach et al 1980b, Bordigoni et al 1982,
Okamoto et al 1993, Safieh et al 1996).

E) Factor timico de bajo peso molecular (LTF)

El LTF se obtuvo a partir de dializados de extractos de timo bovino, su peso
molecular es menor que 1 kDa y posee una estructura no peptidica todavia no dilu-
cidada pero con una potente accién mitogénica sobre los timocitos pero no sobre
células periféricas. El LTF inhibe la sintesis de IgE, degranulacion y liberacion de
histamina por los basofilos y estimula las funciones de las células T,. Este factor
elevaria el AMPc y el contenido de nucledsidos de purina y pirimidina en las célu-

las blanco (Yalkut et al 1993).

F) Hormona timica homeostdtica (HTH)

La HTH, también conocida como preparacion de Bernardi-Comsa, esta
estrechamente relacionada con las histonas H2A y H2B, razon por la cual se la tra-

tara en detalle en el Capitulo 4.

4) COMUNICACION BIDIRECCIONAL ENTRE LOS SISTEMAS INMUNE Y
NEUROENDOCRINO:

Como se menciono en el capitulo 1 existe una estrecha conexion entre el sis-
tema inmune y el sistema neuroendocrino donde ambos se comunican en forma

bidireccional.
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TABLA 111 : Efectos inmunorregulatorios de los péptidos neuroendécrinos.

PEPTIDO

FUNCION INMUNOLOGICA

ACTH

Suprime la sintesis de Ig y de IFN,. Facilita la proliferacion
B. Suprime Ia sintesis de IFN, durante la activacién de ma-
crofagos.

PRL

Facilita la sintesis de Ig (sobre todo IgA durante la hiper-
prolactinémia del embarazo). Facilita la sintesis de
IFN,Activa las células T.. Suprime, aumenta o no afecta
(segun los autores y dosis) la actividad NK Induce la expre-
sion de receptor de IL-2 en linfocitos. Induce apoptosis en
linfocitos inmaduros pero amplifica la respuesta y prolifera-
cién periférica de las células T. Podria promover la genera-
cion de células B autorreactivas. Activa los macroéfagos
(pero la hiperprolactinémia la inhibe). A niveles fisiologicos
la PRL puede ser trofica para los linfocitos pero hipo o hi-
perprolactinémias pueden ser inmunosupresoras

LH

Facilita la mitogénesis y proliferaciéon de células T

TSH

Facilita la sintesis de Ig. Facilita la activacion de células T,

GH

Facilita la formacion de células T, Facilita la proliferacion
de células T. Aumenta la poblacién de células T progenito-
ras CD4/CD8. Facilita la actividad y desarrollo de las célu-
las B, monocitos, macroéfagos y células NK. Promueve la
quimiotaxis de monocitos. Si bien estas células poseen re-
ceptores para GH, algunas de las acciones de GH podrian
estar mediadas por IGF-I ya que estas células también po-
seen receptores para éste factor

hCG

Suprime la actividad de las células T, y NK y la prolifera-
cion de células T. Facilita la formacion de células T,

a-ENDORFINA

Suprime la sintesis y secrecion de Ig. Suprime la actividad
T

B-ENDORFINA

Facilita la sintesis de Ig y de IFN,. Modula la proliferacion
de células T. Facilita la generacion de células T, y la activi-
dad NK. Posee actividad quimiotaxica sobre monocitos y
neutrofilos

Leu- O Met-
ENCEFALINA

Suprimen la sintesis de Ig. Facilitan la sintesis de IFN, y la
actividad de las células NK. Poseen Actividad quimiotaxica
sobre monocitos

AVP Y OXITOCINA

Reemplazan los requerimientos de IL-2 para la sintesis de
IFN,

SUSTANCIA P

Aumenta la produccion de células T. Induce l1a degranula-
cion de mastocitos y baséfilos. Facilita la fagocitosis por los
macrofagos. Estimula la produccion de O,, H;O, y de trom-
boxano B,

SOMATOSTATINA

Suprime la produccion de células T y la liberacion de his-
tamina y leucotrieno D, por los basofilos

Hasta hace no mucho tiempo, la mayor parte de las interacciones entre el

sistema inmune y el neuroendocrino eran atribuidas a los glucocorticoides, pero

ahora se reconoce que las hormonas peptidicas, entre ellas ACTH, opiiceos endo-

genos, TSH, GH, somatostatina, hCG, PRL, sustancia P, etc., pueden modular di-

rectamente la respuesta inmune y la funciéon del timo endocrino. Ya se menciono el

efecto de estas sustancias sobre el timo endocrino y en la tabla I11 se resume algu-

nos de los efectos de estos neuropéptidos sobre el sistema inmune (Blalock 1989,

Sabharwal et al 1992, Berczi 1993, Reber 1993, Murphy et al 1985).
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La inversa, es decir el efecto de las sustancias timicas sobre el sistema neu-
roendocrino también ocurre. El efecto de las hormonas timicas como por ejemplo
la elevacion de ACTH y glucocorticoides por la timosina a; o la liberacion de
GnRH por accion de la timosina 3, ya se mencioné en la seccion anterior. Casi no
existe documentacion sobre efectos de la timulina sobre el sistema neuroendécrino.
Existe un unico estudio, hasta donde conozco, en el que se encontré que la timulina
estimula la liberacion de LH in vitro. Las citoquinas, como IFN, interleuquinas y
TNF han sido extensamente estudiados en relacion a sus acciones a nivel neuroen-
docrino. En la tabla 112 se describen solo algunas pocas de las acciones de las cito-
quinas sobre el sistema neuroendocrino (Zaidi ef al 1989, Blalock 1989, Krueger et
al 1990, Navarra et al 1991, Nistico and De Sarro 1991, Plata-Salaman 1991,
Rothwell 1991, Cambronero et al 1992, Matta et al 1992, Kendall and Stebbings
1994).

TABLA 112: Efectos neuroendicrinos de algunas citoquinas.

{ CITOQUINA EFECTOS NEUROENDOCRINOS
IFNg o IFNg Esteroidogénesis adrenal. Induccion de la sintesis de mela-

nina. Facilitacion de la captacién de iodo por las células
tiroideas. Excitacion de neuronas. Supresion del sindrome
de abstinencia a la morfina. Catalepsia y analgesia. Induce
sueiio. No afecta o estimula la liberacién de PRL

IL-1 Fiebre. Sueio de ondas lentas. Liberacion hipotalamica de
CRH e hipofisaria de ACTH y endorfinas. Elevacion de los
niveles de glucocorticoides. Liberacion de Adrenalina y 5-
HT hipotalamicos. Inhibe la ingesta de alimentos y produce
un comportamiento de “estar enfermo” con reduccion de la
exploracion en ratas. Eleva o inhibe la liberacion de LH y de
FSH y eleva, inhibe o no tiene efecto en la liberacion de GH
o PRL segun las dosis y autor. No afecta la secrecion de
TSH

IL-2 Liberacion hipofisaria de ACTH y endorfinas. Elevacion de
los niveles de glucocorticoides. Inhibe la liberacion de Ach
hipotalamica. Induce sueiio, depresion y confusion. Esti-
mula la liberacion de vasopresina y asi la retencion de agua

IL-6 Inhibe la ingesta de alimentos. Eleva la secrecion de TRH,
ACTH, GH y PRL y podria elevar la secrecion de LH. Es-
timula la produccion de glucocorticoides

TNF Produce suefio. Inhibe la ingesta de alimentos. Eleva la pro-
duccion de CRH, ACTH, PRL y -endorfinas. Inhibe la
liberacion de TSH y los efectos sobre la liberacion de GH
son controvertidos (elevacion, inhibicion o sin efecto)

Ademas, el sistema inmune también es capaz de producir péptidos neu-
roendocrinos que actuarian en forma paracrina o autocrina sobre las células in-
munes y que pueden secretarse en forma inducible o constitutiva por la célula que
lo produce segiin se resume en la tabla 113. También se encontré produccion de
interleuquinas por el sistema neuroendocrino, como por ejemplo IL-6 por las célu-

las foliculoestelares, IL-1 por astrocitos y células gliales, IL-3 por células gliales,
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timosinas o, y B4 en varios tejidos cerebrales y los INFs por virtualmente todas las
células nucleadas. Finalmente, se encontraron receptores para las hormonas del
sistema neuroenddcrino en el sistema inmune por ejemplo ACTH en bazo y linfoci-
tos periféricos, 3-endorfinas y sustancia P en células linfoblastoides, encefalinas en
bazo y GH y VIP en linfocitos, asi como también receptores para linfoquinas en el

sistema neuroenddcrino como los de IL-1 e IL-6 en hipéfisis y distintas dreas del

cerebro (Blalock 1989, Blalock 1992, Cunningham and De Souza 1993).

TABLA 113: Péptidos neuroenddcrinos producidos por el sistema inmune.

PEPTIDO SINTESIS CONS- |SINTESIS CELULA Q TEJIDO PRO-
TITUTIVA INDUCIBLE | DUCTOR

ACTH + + Linfocitos y macrofagos

ENCEFALINAS - + Células T,

TSH - + Células T

GH + + Linfocitos

PRL + + Linfocitos

CG - + Células T

VIP + - Leucocitos y mastocitos

SOMATOSTATINA + - Leucocitos y mastocitos

AVP + - Timo

OXITOSINA + - Timo

CRH - + Timo

NEUROFISINA + - Timo

Estas evidencias sugieren que el sistema inmune podria actuar cémo 6rgano

sensorial. Se propuso que el sistema inmune puede detectar estimulos que no son

reconocidos en forma directa por los sistemas nervioso central y periférico, ni por

el neuroendocrino. Estos estimulos como por ejemplo bacterias, tumores, virus,

antigenos, etc. serian reconocidos por el sistema inmune y convertidos en informa-

cion bajo la forma de citoquinas y hormonas timicas que influenciarian el sistema

inmune produciendo cambios fisiolégicos que abarcan desde respuestas hormona-

les hasta cognitivas y que ademas podria llevar al control de la respuesta inmune.

A la inversa, el sistema nervioso reconoce estimulos internos y cognitivos y median-

te la liberacién de hormonas que son reconocidos por los receptores que poseen las

células del sistema inmune conducen a cambios en la respuesta inmunolégica.

La informacion arriba reseiiada provee sélida evidencia sobre la existencia

de una red homeostatica inmuno-neuroenddcrina donde ambos sistemas se inte-

gran a través de seiiales bidireccionales. Esto ha dado origen a una nueva discipli-

na, la neuroinmunoendocrinologia. Mucho se conoce (aunque mucho queda por

conocer) sobre los efectos de los neuropéptidos sobre el sistema inmune y de las

citoquinas sobre el sistema neuroenddcrino, pero el conocimiento del efecto de las

hormonas timicas sobre el sistema neuroenddcrino es muy escaso dejando mucho

trabajo investigativo al respecto. Este vacio informativo ha sido uno de los méviles

para encarar el presente trabajo de tesis.
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CAPITULO 4 : HISTONAS: SUS FUNCIONES
CLASICAS Y NO CLASICAS. APOPTOSIS

1) COMPOSICION Y FUNCIONES NUCLEARES DE LAS HISTONAS

Las histonas constituyen una familia de proteinas basicas, siendo ademas
las especies mas abundantes asociadas al ADN eucariético nuclear. Los cinco tipos
mas importantes de histonas son las llamadas H1, H2A, H2B, H3 y H4. Estas pro-
teinas son ricas en aminoacidos basicos, lo que permite que hagan un contacto efi-
ciente con los grupos fosfatos cargados negativamente del ADN. Cuando el ADN es
sintetizado (fig. 132), cada segmento de 200 pares de bases (bp) se asocia a histonas
para formar el nucleosoma, el cual consiste el un octimero formade por las histo-
nas H2A, H2B, H3 y H4 cada una de las cuales se repite dos veces; este octamero
esta rodeado por 146 bp de ADN que da una vuelta y tres cuartos sobre el octame-
ro. Los nucleosomas estan separados entre si por un segmento de ADN linker o
espaciador de 160-200 bp por donde se ubica la histona H1 que precinta las uni-
dades de nucleosomas. Esto constituye la fibra de 10 nm que estructuralmente se

relaciona con la eucromatina, alguna de cuyas regiones son genéticamente activas.
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Superestructuras helicoidales

FIGURA 132: Organizacion y disposicién de los nucleosomas en la cromatina
(Modificado de: Kornberg y Klug 1981).
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Esta fibra se condensa aiin mas con la colaboracion de la histona H1 origi-
nando una fibra llamada solenoide; esta fibra posee un didmetro de 30 nm y repre-
senta la heterocromatina, la cual ya no es genéticamente activa. Se pueden generar
plegamientos de orden superior con la ayuda de proteinas no histénicas hasta lle-
gar al maximo grado de plegamiento, que es el que poseen los cromosomas en me-
tafase.

El hecho de que la cromatina no esté uniformemente plegada permite la re-
gulacion del acceso de las proteinas necesarias para la replicacion, transcripcién,
recombinacion, transposicion, etc. (Kornberg y Klug 1981, Lodish er al 1995).

Las histonas son pequeiias proteinas altamente conservadas en la escala fi-
logenética. La histona H1 es la mas variable, mostrando incluso varios subtipos en
los tejidos de un mismo organismo. Estas proteinas sufren multiples modificaciones
post-traduccionales, la mayoria de ellas luego de su incorporacion a la cromatina.
Asi diferentes residuos de aa pueden ser fosforilados, acetilados, poli-ADP-
ribosilados, ubiquitinados, etc. La fosforilacion de las histonas H1 y H3 sdlo se co-
rrelacionan con el proceso de condensacion de los cromosomas que culmina en me-
tafase. La acetilacion de las histonas es altamente especifica, ocurre en los grupos
g- amino de las Lys N-terminal de las cuatro histonas del core nucleosomal y en
tres residuos de Lys internos de las histonas H2B, H3 y H4. La acetilacion se en-
cuentra en todos los organismos estudiados, es la modificacion que ocurre en ma-
yor grado, decrece la carga positiva neta de las histonas, es reversible y mantiene
cohesionado al core del nucleosoma. Entonces, las histonas H2B, H3 y H4 pueden
ser acetiladas en 4 posiciones, mientras que la histona H2A sélo puede ser acetilada
en una posicion, asi cada nucleosoma puede poseer entre cero y 26 grupos acetilo.
La acetilacion de las histonas esta relacionada con la actividad transcripcional de
la cromatina, siendo las regiones acetiladas las transcripcionalmente mas activas,
ya que desestabiliza el solenoide; ademas, la reduccion de cargas de las histonas
hace que disminuyan las interacciones histona-ADN. Las histonas H2A y H2B
pueden estar o no poli-ADP-ribosiladas, pero las que lo estin poseen una mayor
vida media. La ubiquitina es una proteina de 76 aa altamente conservada en los
procariotes, su degradacion es no lisosomal. La ubiquitina es una proteina am-
pliamente distribuida tanto en el niicleo como en el citosol. En el nucleo, el feno-
meno ubiquitinizacion-deubiquitinizacién tanto de histonas como de proteinas no
histonicas (como la nucleoplasmina, o las ciclinas) regularia la transcripcion y la
progresion del ciclo celular. También, regularia la degradacién proteica por ejem-
plo la poliubiquitinizacién de las ciclinas y otras proteinas nucleares constituye una
seiial para su rapida degradacion. La ubiquitinizacion ocurre solamente en las his-
tonas H2A y H2B en el grupo &- amino de la Lys 120 y es mayor la proporcion de
estas histonas ubiquitinadas en animales envejecidos (Morimoto ef al 1993, Torde-

ra et al 1993, Hochstrasser 1995).



87

En resumen, las histonas, ademas de poseer una funcién estructural en la
cromatina, participan en los eventos propios del niicleo mediante modificacion de
sus cadenas laterales, o a través de su union a receptores y otras proteinas no his-

tonicas.

2) ACTIVIDADES EXTRACROMOSOMALES DE LAS HISTONAS

En la iltima década se ha acumulando un significativo volumen de eviden-
cia el cual sugiere que, ademas de su rol estructural a nivel de la cromatina, las
histonas poseen actividades de tipo hormonal cuando se encuentran presentes en el
medio extracelular. Una de las primeras lineas de evidencia en este sentido surgio
a mediados de los 80, cuando se describié una sustancia GnRH simil en células
luteas de rata que era capaz de inhibir la acumulacion de AMPc ,asi como la secre-
cion de progesterona estimulada por LH. Esta sustancia resulté inmunolégicamen-
te diferente a GnRH pero con propiedades de union a la membrana similares. Pos-
teriormente se encontro que las células granulosas y luteas ovinas, bovinas y hu-
manas poseen este GnRH simil con actividad antigonadotrépica y que podria te-
ner una accion antigonadotropica paracrina. Como GnRH simil inhibe reversible-
mente y con gran afinidad la unién de GnRH se lo llamé GnRH-binding inhibitor
(GnRH-BI). Cuando se purifico el GnRH-BI y analiz6 su secuencia se demostro
que era idéntica a la de la histona H2A. Tanto el GnRH-BI como la histona de ti-
mo bovino inhibieron la unién de GnRH a membranas ovaricas de igual forma
(IDsp = 2 nM) en forma competitiva y reversible. Este no es un fenémeno de carga
ya que se requieren concentraciones de 100 a 1000 veces mas elevadas de las pro-
teinas basicas esperma, espermidina o poly-Lys para lograr este efecto inhibitorio.
Ademais, el bloqueo de la union de GnRH es especifico ya que la histona H2A no
inhibe la union de EGF a membranas ovaricas. La histona H2A inhibe la acumula-
cion de AMPc estimulada por LH en células liteas y la acumulacion de AMPec y
produccion de progesterona en células de la granulosa de ratas. La histona H2A
inhibe la union de hCG a ovarios de rata luteinizados, en forma no competitiva y
dosis-dependiente. La union de FSH a ovarios inmaduros no es inhibida por la
histona. Tanto GnRH 1uM cémo histona 7 pM fueron capaces de inhibir la pro-
duccion de AMPc estimulada por LH en células hiteas aisladas de rata pero la ini-
bicion por la histona fue mayor que la producida por GnRH, ademas la histona fue
la inica capaz de inhibir la produccion de AMPc estimulada por toxina colérica.
En células de la granulosa aisladas la histona H2A inhibié la produccion de AMPc
estimuladas por FSH, toxina colérica o forskolin. Entonces, la accion de la histona
H2A en el ovario depende del tipo de célula ya que en las células lateas inhibe la
union de LH y la activacion de la proteina G y en las células de l1a granulosa inhi-

be la adenilato ciclasa y posiblemente la activacion de la proteina G. El significado
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fisiologico se desconoce, pero bajo ciertas condiciones de involucion celular, como
ocurre en la atresia folicular o en la regresion litea, la histona H2A podria ser libe-
rada y consecuentemente inhibir las respuestas gonadotrofin-dependiente de las
células adyacentes (Aten et al 1986, Aten ef al 1987a, Aten et al 1987b, Ireland et al
1988, Aten and Behrman 1989a, Aten and Behrman 1989b, Margolin ef al 1992).

Mediante el uso de células de Leydig de raton purificadas mediante gra-
diente de percoll se demostro que la histona H2A inhibe completamente la produc-
cion de testosterona y el aumento de AMPc estimulados por hCG. Esta inhibicién
fue dosis-dependiente y pudo ser revertido por un exceso de hCG. La histona no
afecto la produccion de AMPc estimulada por forskolin. Esta histona no fue capaz
de alterar los niveles de GMPc estimulados por atriopeptin II. El significado de las
acciones de esta sustancia no esta claramente entendido, pero podria constituir una
nueva clase de sustancias antigonadotropicas (Mukhopadhyay et al 1990).

Otra linea de evidencia indicativa de la actividad hormono-simil de las his-
tonas involucra a las histonas H3 y H4 quienes poseen efectos insulino-simil sobre
adipocitos aislados de ratas. Ambas histonas estimulan la incorporacion de glucosa
y piruvato y también la oxidacion intracelular por el adipocito. Tanto la insulina
como la histona H4 aumentaron de la misma manera la fosforilacion de proteinas
intracelulares. Los fragmentos de las histonas H3 y H4, los policationes poly-Arg y
poly-Lys y las histonas H1, H2A y H2B fueron todos inactivos. Esto muestra que
existe especificidad estructural en estas acciones y que las mismas no se deben a un
mero efecto de carga. Al parecer H3 y H4 comparten al menos parte de los meca-
nismos que ejerce la insulina, pero el significado fisiologico de estos efectos se des-
conoce. Cuando se estudio el efecto de la histona H4 sobre el transporte de glucosa
por el musculo esquelético de rata, se observé que esta histona incrementa la cap-
tacion de 2-deoxiglucosa en forma dosis-dependiente y que incrementa el numero
de receptores para insulina pero no su afinidad, ni poly-Lys ni poly-Arg en altas
dosis mimetizan esta actividad (McCroskey ef al 1989, Louters et al 1993).

Una tercera linea de evidencia surgio en estudios de pacientes con ciancer
pancreatico, en quienes se detecto un factor humoral asociado con la produccion
de hipercalcemia y que actiia como inhibidor de la adenilato ciclasa renal. Este
factor consiste en la histona H1. Mediante el uso de hPTH, isoproterenol, VIP, to-
xina colérica y forskolin se determiné que la histona H1 inhibe la adenilato ciclasa
actuando sobre su sitio catalitico (Yasumoto et al 1991).

También se ha descripto un factor citostatico que inhibe la proliferacion del
pulmén fetal y cuya concentracion es el doble en pulmones de ratas diabéticas. El
mismo fue caracterizado como un péptido histona H2B-simil. Otro factor aislado,
llamado péptido de crecimiento osteogénico, que promueve la actividad de los os-
teoclastos, posee solo 14 aa que son idénticos a la secuencia c-terminal de la histona

H4 siendo muy posible que este péptido se origine por procesamiento postraduc-
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cional de la histona H4 luego de la injuria de tejidos adyacentes y actiie en forma
paracrina. El fragmento pentapeptidico Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly se demostré que
posee actividad opiacea e inhibe la contraccion electroestimulada del musculo ileal.

La histogranina es un pentadecapéptido que presenta 80 % de homologia
con el fragmento 86-100 de la histona H4, pero no se sabe si proviene de modifica-
ciones postraduccionales de esta histona o de un gen independiente (histogranina:
Met-Asn-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe, histona H4:
Val-Val-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-GIn-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe), esta presente
en hipofisis, cerebro, adrenal, bazo y plasma; se almacena en granulos de secrecion
y produce liberacion de TNF, IL-1 e IL-6 por macroéfagos en cultivo. Cuando el
suscripto efectué una correlacion de secuencias con el sistema FASTA (ya mencio-
nado en la seccion correspondiente a timulina) encontré que de las 50 proteinas
mas relacionadas con la secuencia de la histogranina las primeras 47 corresponden
a la histona H4 de diversas especies y las tres dltimas a variantes de la proteina
translocasa de E. coli (Kharchenko et al 1987, Bab et al 1992, Conliffe ef al 1993,
Lemaire et al 1995).

También se ha demostrado que los mono y oligonucleosomas presentes en el
medio extracelular pueden inducir distintas actividades celulares. En efecto, se re-
portoé que los oligo y mononucleosomas aislados a partir de linfocitos T inducidos a
morir por apoptdsis con glucocorticoides, son capaces de inducir sintesis de ADN y
expansion clonal de los linfocitos B normales lo que resulta ademas en una sintesis
generalizada de anticuerpos anti-ADN. En otra serie de estudios se encontré que el
suero de pacientes con cancer metastasico posee concentraciones anormalmente
elevadas de ADN, hecho este que se asocia a una menor actividad de la citotoxici-
dad mediada por células NK en relacion a aquellos pacientes cancerosos con con-
centraciones normales de ADN sérico. En estudios subsecuentes in vitro se demos-
tré que los nucleosomas purificados o las histonas son capaces de inhibir en forma
dosis-dependiente la actividad citotéxica de las células NK, mientras que la inhibi-
cién por ADN necesita de la funcion de células T. (Atkinson ef al 1985, Bell ef al
1990, Le Lann et al 1994).

El ADN nucleosomal puede liberarse al medio extracelular e incluso a la
circulacion general durante eventos de muerte celular masiva. Se ha sugerido que
el disbalance entre la produccion y el aclaramiento de nucleosomas podria jugar
un rol importante en procesos patolégicos que comprometen al sistema inmune

como en el caso del lupus eritematoso, SIDA y cancer (Le Lann ef al 1994).

3) HISTONAS Y HORMONAS TIMICAS

La hormona timica homeostatica (HTH), también conocida como prepara-

cion de Bernardi-Comsa fue inicialmente descripta como una preparacion croma-
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tograficamente homogénea preparada a partir de timo bovino (Bernardi and
Comsal965). Los estudios pioneros de Comsa y col., comenzados en la decada del
’§0, partian de la hipotesis prevalente en aquellos aiios, de que el timo era una
glandula endocrina (la funciéon inmunolégica del timo se descubrié a principios de
los afios ’60). Esta hipotesis, que hoy se considera correcta, surgio de la observa-
cion por Comsa y otros autores de la época, de que en ciertas especies la timecto-
mia neonatal inducia cambios morfoégicos en distintas glandulas endocrinas. Los
estudios de Comsa con HTH demostraron que esta preparacion parcialmente pu-
rificada mejoraba la producciéon de anticuerpos en animales timectomizados, po-
seia actividad quimiotactica sobre los linfocitos, antagonizaba los efectos de ACTH
y TSH pero sinergizaba los de GH. Estudios mas recientes demostraron que la ad-
ministracion endovenosa de HTH a ratas cronicamente canuladas reducia la secre-
cion de GH y TSH mientras que estimulaba la de corticosterona (Comsa 1958,
Comsa et al 1973, Comsa and Luckey 1973, Comsa ef al 1974, Comsa et al 1975,
Comsa et al 1977, Comsa et al 1982). Estas respuestas endocrinas a HTH se torna-
ban mas débiles al aumentar la edad de los animales tratados (Goya et al 1989b,
Goya et al 1990). En 1985, Reichhart y col. (Reichhart ef al 1985a, Reicchart et al
1985b) purificaron a la HTH en forma exhaustiva y encontraron que estaba consti-
tuida por dos componentes, la HTH, y HTHj, cuyas secuencias aminoacidicas re-
sultaron ser idénticas a las de las histonas H2A y H2B, respectivamente. Como és-
tas proteinas se obtuvieron virtualmente libres de contaminantes y ain asi retenian
la actividad biolégica observada para HTH, surgié por primera vez la idea de que
las histonas podrian poseer actividades hipofisiotropicas. Este razonamiento, apo-
yado por resultados iniciales confirmatorios con histonas purificadas, dieron origen
a una parte de los estudios que se presentan en este trabajo de tesis.

Como se mencionoé anteriormente, la TF5 consiste en una mezcla de diferen-
tes timosinas, pero la observacion de que la TFS era capaz de estimular la produc-
cion de GH y PRL por la linea GH3;, pero no ninguna de las timosinas por separa-
do condujo a la busqueda en la TFS de algun otro factor responsable de esto. El
resultado fue el aislamiento con el uso de HPLC en fase reversa del péptido MB-33
que era capaz de estimular la liberacion de GH y PRL y luego fue obtenido por
sintesis. Este péptido es una molécula de caracter basico que posee 35 aa, peso mo-
lecular de 3756 Da y cuya secuencia es idéntica al fragmento 86-120 de la histona
H2A (Ala-Ile-Arg-Asn-Asp-Glu-Glu-Leu-Asn-Lys-Leu-Leu-Gly-Lys-Val-Thr-Ile-
Ala-GIn-Gly-Gly-Val-Leu-Pro-Asn-Ile-Gln-Ala-Val-Leu-Leu-Pro-Lys-Lys-Thr).
Cuando el suscripto determiné por medio del sistema FASTA, qué proteinas pre-
sentan esta secuencia en su molécula, el 100% de ellas correspondieron a histonas
H2A no sélo de mamiferos, sino también de protozoarios e incluso vegetales.

Las células hipofisarias de ratas hembras cultivadas por cuatro dias cuando
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fueron expuestas a dosis del péptido sintético de 0,5 ; 1,0 y 2 pg/ml (0,5 pg/ml equi-
vale a una concentracion de 0,13 pM) produjeron significativa liberacion de GH y
PRL a las tres horas de incubacién. La coincubacién del péptido a concentraciones
de 0,Sy 1,0 pM con 100 nM de TRH indujo una respuesta aditiva y céomo TRH
actia aumentando la hidrélisis de fosfoinositosidos se sugiere que ambas sustancias
podrian compartir algin mecanismo en comin para la liberacion de PRL. En un
experimento de coincubacién similar con las mismas concentraciones del péptido
MB-35 y GHRH se obtuvo una respuesta sinérgica y como GHRH actita via AMPc
es posible que el péptido MB-3S no eleve los niveles intracelulares de AMPc. Estos
autores sugieren que las histonas y otras proteinas nucleares cuando son liberadas
al medio extracelular podrian poseer importantes funciones paracrinas o endécri-
nas y que el péptido MB-35 podria ser un producto de clivaje de la histona H2A
(Gershengorn 1986, Frohman and Jason 1986, Badamchian et al 1990,
Badamchian et al 1991).

4) LAS HISTONAS Y NUCLEOHISTONAS COMO “SENALES
APOPTOTICAS”:

La muerte junto con el crecimiento y la diferenciacion, son etapas criticas
de la vida de una célula. El control homeostitico del niimero de células es el resul-
tado de un balance entre la proliferacion y la muerte celular. En los eucariotes exis-
ten dos tipos de muerte celular: la necrosis y la apoptésis o muerte celular progra-
mada.

La necrosis es una muerte celular no programada, generalmente accidental
que ocurre cOmo respuesta a una amplia variedad de condiciones no fisiologicas
como hipoxia, trauma celular y venenos. Al comienzo la necrosis se caracteriza por
achicamiento del citoplasma y organoides que conduce a la ruptura de estos y de la
membrana celular. Entonces, sus componentes se vuelcan al espacio extracelular.
Estos cambios se producen debido a la pérdida del control de Ia permeabilidad
selectiva de la membrana plasmatica porque disminuye la actividad de las bombas
iénicas, se daia la membrana plasmatica o 1a célula pierde su energia. Luego se
incrementa el calcio libre citosolico conduciendo a la activacion de fosfolipasas que
degradan las membranas y de hidrolasas generadas por la ruptura de los lisosomas
lo que acelera la degradacion celular. Las proteinas, el ARN y el ADN disminuyen
rapidamente. El ADN linker de los nucleosomas es rapidamente degradado por la
deoxirribonucleasa lisosomal generando un espectro continuo de fragmentos nu-
cleosomales de distinto tamaiio (Trump et al 1984, Chien et al 1978, Schane et al
1979).

La apoptdsis es la contraparte de la mitosis y se observa en la mayor parte

de los organismos desde los nematodos e insectos, hasta las aves, los peces y los
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mamiferos. Durante el desarrollo embrionario muchas células, especialmente las
del sistema nervioso son eliminadas por apoptésis. Muchos ejemplos de apoptésis
provienen del sistema inmune: las células T y B autorreactivas se eliminan por
apoptosis, la muerte de timocitos inmaduros, la tolerancia extratimica, la muerte
de la célula blanco por accién de los linfocitos T. o de las células NK son otros
ejemplos en los cuales interviene la apoptoésis. También se sabe que ocurre apopté-
sis en el rechazo de injertos de tejidos, la involucion de las hiperplasias, en tumores
y otros tejidos neoplasicos. Muchas condiciones adversas pueden conducir alterna-
tivamente a necrosis o a apoptosis, dependiendo de la dosis: bajos niveles de hiper-
o hipotermia, isquemia, exposicion a radiacion o sustancias quimicas. La adicién o
eliminacion de muchas hormonas y factores de crecimiento son responsables de
que varios tejidos u érganos mueran por apoptdésis: timo, itero, células hematopo-
yéticas, células endoteliales, células embrionarias, testiculos, glindula mamaria,
neuronas, etc. La falta de estimulos apropiados podria conducir a la senescencia
celular y consecuentemente a la muerte celular programada (Clarke 1990, Knoop
et al 1991, Mangan et al 1991, Compton and Cidlowski 1992, Schumer et al 1992).
Tanto la apoptésis como la proliferacion celular son procesos finamente
controlados por diversos genes, pero su descripcion esta fuera de los fines de ésta
tesis. Para aquellos lectores interesados, existen excelentes revisiones en revistas de
gran nivel cientifico y difusion masiva que hacen referencia a los genes que con-
trolan la apoptosis, su regulacién, la activacion de la muerte de células y destruc-
cion de tejidos por medio de la interaccion del factor de muerte (Fas) (el cual per-
tenece a la superfamilia del TNF), se cita un gran nimero de agentes inductores e
inhibidores de la apoptdsis asi como también patologias en las cuales se inhibe o se
incrementa la apoptoésis. También existen libros de reciente publicacion que am-
plian esa informacion pero estin orientados a explicar las bases moleculares de
patologias en las que se produce apoptdsis. En la figura 133 se muestran algunos de
los genes involucrados en la muerte celular programada (Tomei and Cope 1994,

Evan et al 1995, Nagata and Golstein 1995, Steller 1995, Thompson 1995).
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FIGURA 133: Via genética de la muerte celular programada. Simbolos: —
(regulacion positiva), — (regulacion negativa) (Modificado de: Steller 1993).
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La apoptosis comienza con pérdida de las estructuras especializadas de la
membrana plasmatica, contraccion del citoplasma, probablemente debido a la pér-
dida de fluidos y de iones intracelulares, y coalescencia de la cromatina. El reticulo
endoplasmatico se dilata y forma vesiculas que envuelven a los organoides o se fu-
sionan con la membrana plasmatica. Luego la célula se rompe originando muchos
fragmentos rodeados por membrana, denominados “cuerpos apoptéticos”, que
contienen organoides citoplasmaticos y fragmentos nucleares. Durante la hidrolisis
de la cromatina existe un patron muy especifico de degradacion del ADN, el cual se
fragmenta en multiplos de 180- 200 pares de bases, lo que indica que la cromatina
es clivada a nivel del ADN internucleosomal liberando mono y oligonucleosomas.
El hecho de que en todas las células apoptoticas estudiadas la produccion de oligo-
nucleosomas sea un evento muy temprano de la muerte celular programada
(ocurre varias horas antes de que la viabilidad celular decrezca), sugiere que esta
es una fase muy caracteristica de la apoptésis, asi como también lo es la presencia
de ATP durante todo el proceso, ya que al contrario de la necrosis, l1a apoptésis es
un proceso energia-dependiente (Wyllie 1980, Kyprianou and Isaacs 1988,
Compton and Cidlowski 1992, Miller ef al 1993, Stefanelli ef al 1997).

De este modo, los oligonucleosomas y en menor medida las histonas libera-
das al medio extracelular podrian ejercer las acciones regulatorias mencionadas en

la seccion anterior.
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CAPITULO 5: ENVEJECIMIENTO: SUS TEORIAS.
ALTERACIONES HORMONALES E INMUNES
DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

1) DEFINICION Y CONSECUENCIAS

El envejecimiento puede ser definido como la declinacion de la integridad
morfolégica y la capacidad funcional de los sistemas integradores (nervioso, endé-
crino e inmune), asociada con un descenso de la capacidad para mantener la ho-
meostasis. Puede ser considerado a nivel de organismo, tejidos, células y moléculas.
La homeostasis permite ajustar y mantener un equilibrio dinamico. Los organis-
mos superiores presentan un nivel de homeostasis intracelular regulado por el ge-
noma y un nivel extracelular bajo control del sistema inmunoneuroendécrino. A
ello, se agregan influencias del medio ambiente externo que generan estrés. La
disminucion o pérdida de seiiales hipotalamo-hipofisarias, la alteracién en la acti-
vidad de las glandulas endocrinas periféricas y el daiio de las células blanco hor-
mono-dependientes, inducen una declinacion de la capacidad homeostatica y au-
mentan la vulnerabilidad frente a cambios ambientales. La red homeostatica es
compleja y tiene poder para emitir y recibir seiiales bidireccionales (Sapolsky
1992).

El punto de ajuste homeostatico cambia durante las diversas etapas del en-
vejecimiento. La fisiologia normal que estudiamos corresponde a la de un adulto
joven en plenitud funcional. En realidad, existe una secuencia de fisiologias nor-
males u homeorrexis que se inicia en el cigoto y finaliza en la senectud. La homeos-
tasis es dinamica y se ajusta a cada fase de la vida. Todos los cambios asociados al
desarrollo estan programados genéticamente hasta el momento de 1a madurez se-
xual. Aqui se plantean dos posibilidades: 1) tanto el periodo reproductivo como el
proceso de envejecimiento estan programados. 2) el programa de desarrollo finali-
za al alcanzarse la madurez sexual. Para la segunda opcion la extension del periodo
reproductivo dependeria de la “durabilidad” de los sistemas integradores homeos-
taticos. El envejecimiento se iniciaria con la declinacién morfologico-funcional de
tales sistemas (Meites ef al 1987, Goya 1988).

El avance de la Medicina durante el presente siglo ha sido de tal magnitud
que supera con creces todo lo realizado en dicho campo durante el resto de la his-
toria humana. Este hecho, junto con el mejoramiento de las condiciones generales
de vida, ha producido un aumento, también sin precedentes, en el promedio de
vida humana, especialmente en los paises desarrollados. Esta circunstancia ha ge-
nerado, y aiin continua haciéndolo, un crecimiento progresivo del sector de la po-

blacion constituido por individuos mayores de 70 afos. La expectativa de vida a



principios de siglo, apenas superaba los 40 afios. Para el aiio 2000 la poblacién de
mas de 65 afios superara los 600 millones. Este crecimiento de la poblacién geronte
plantea nuevos e importantes problemas socioeconémicos y médicos. En este con-
texto, el objeto de la Gerontologia moderna es el de “agregar calidad de vida a los
aiios y no simplemente afios a la vida”. En términos socioeconémicos esto significa
aumentar los afios saludables y productivos de los individuos. El hombre se resigna
a morir, pero no a envejecer. En este marco, resulta clara la importancia de estu-
diar los mecanismos basicos que gobiernan el proceso del envejecimiento en los
organismos superiores. La investigacion experimental en gerontologia se desarrollé
en la segunda mitad de este siglo (Hesse and Ermini 1992).

Los seres vivos tienen un limite maximo de longevidad que resulta caracte-
ristico de cada especie, como si hubiese un reloj biologico genético. La mosca do-
méstica posee un limite maximo de unos 40 dias, la rata 3 afios, el gato 28 y el ele-
fante 70. En el ser humano este limite parece estar alrededor de los cien afios

(Cutler 1992).

2) TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO

Las teorias del envejecimiento son numerosas (por no decir que casi hay
una por cada gerontologo experimental reconocido) y controvertidas, pero pueden

clasificarse en teorias moleculares, celulares y sistémicas.

A) Teorias moleculares:

Estas teorias dan importancia al control genético y asumen que hay un pro-

grama genético y que él o sus alteraciones determinan el limite maximo de vida de

cada especie.

I) Teorias de la mutacion somatica y reparacion del ADN:

La radiacion ionizante que llega a la tierra podria causar que la célula de-
genere y muera. Esta teoria no es probablemente la que explica la causa del enveje-
cimiento porque: a) la radiacion natural del ambiente es muy baja y b) porque los
mecanismos de reparacion del ADN pueden ser suficientes como para reparar el
dafio en esas condiciones sin embargo pueden ser insuficientes cuando la agresion
es mayor, como la generada por agentes toxicos, radicales libres o por rayos ultra-
violetas por largos periodos de tiempo o en altas dosis. Si fallan los sistemas repara-
tivos del ADN, las mutaciones generadas originarian proteinas defectuosas que
pondrian en peligro la supervivencia de la célula o del organismo. En humanos el

sistema de reparacion del ADN es mas eficiente que en los animales de vida mas



9%

corta, pero se detectaron defectos en la reparacion del ADN en aquellos individuos
con susceptibilidad al cincer de tipo hereditario. El descenso en la capacidad repa-
rativa del ADN durante el envejecimiento podria explicar la mayor incidencia de
cancer en las personas senescentes. El daiio en el ADN es acumulativo durante el
envejecimiento y pueden producirse entrecruzamientos, cromosomas dicéntricos,
aneuploidia, poliploidia, perdidas de bandas centroméricas, etc. (Mullaart et al
1990, Randerath ef al 1992, Vijg and Gossen 1993).

El ADN mitocondrial es mucho mas susceptible al dafio que el ADN nu-
clear. La mitocondria es el principal sitio de produccion de energia celular y esta
muy expuesta al daiio por radicales derivados del oxigeno que se producen cuando
el O, acepta electrones para formar agua como producto final de la respiracion
celular. Ademas, como este organoide carece de las enzimas reparadoras del ADN,
los daiios que se producen son acumulativos y aumentan con el envejecimiento
conduciendo eventualmente al dafio mitocondrial y a la disminucién en la capaci-

dad de generar energia por parte de la célula (Wallace 1992).

IT) Teoria de la catastrofe por errores:

Propone que un error en la transcripcion podria cambiar un triplete de ba-
ses que luego de la traduccion generaria una proteina con una secuencia de aa
errénea que se incorporaria a la célula afectando su funcion. La acumulacion de
estos errores durante la vida, particularmente en proteinas clave, llevaria a una
amplificacion de errores catastroficas para la célula. Sin embargo, la teoria ha sido
aceptada solo parcialmente ya que se considera que la célula puede reparar errores
metabolicos. Pero si la alteracion ocurre en una proteina encargada de plegar otras
proteinas o de trasladarlas a su destino podrian causar un mayor problema a la
célula, sobre todo a las post-mitoticas. Este proceso podria estar implicado en la

demencia senil (Blake et al 1990).

III) Teorias de la regulacion genética :

La senescencia podria resultar de cambios en la expresion de genes luego de
finalizar la etapa reproductiva o de la existencia de genes especificos para la longe-
vidad o la muerte. En moscas y nematodes se encontraron genes que pueden alar-
gar y otros acortar el tiempo de vida del individuo. En nematodes (Caenorhabditis
elegans) la mutacion de un gen le alarga el tiempo de vida por mas de tres semanas
que el promedio normal. Comparando la libreria genética de C. elegans se identifi-
caron nueve transcriptos que decrecen en abundancia con la edad, dos que aumen-
tan al envejecer y uno que hace un pico de abundancia en la mitad de la edad

adulta (Danner 1992, Fabian and Johnson 1995).
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Los telomeros son los extremos de los cromosomas. Ellos poseen una corta
secuencia de ADN repetida miles de veces que estabiliza a los cromosomas durante
la mitosis. En las células somaticas normales, que sélo se dividen un niamero limi-
tado de veces y después mueren, en cada division los telémeros pierden cierto ni-
mero de bases, pero no sucede lo mismo en las “células inmortalizadas” capaces de
dividirse indefinidamente. En células cancerosas pero no en las normales se en-
cuentra presente la telomerasa, una enzima que posee la habilidad de preservar la
longitud de los telomeros y asi asegurar una proliferacion celular continua. Un es-
tudio mas detallado de los telémeros y genes que activan o inhiben la division ce-
lular aportaria un mayor conocimiento no sélo en relacion con el cancer, sino tam-
bién con el envejecimiento. Recientemente, sin embargo, se ha aportado evidencia
significativa en contra del rol de los telémeros en el envejecimiento (Harley et al

1990, Levy et al 1992).

B) Teorias celulares:

Estas teorias asocian al envejecimiento con los cambios en la estructura y
funcion celular debidos fundamentalmente a una respuesta a los cambios ambien-

tales.

I) Teoria del uso y desgaste:

De acuerdo a esta teoria, los organismos vivientes son como maquinas cuyas
partes se desgastan con el uso repetido, luego se vuelven defectuosas y por ultimo
terminan fallando y dejan de funcionar. Sin embargo, los seres vivos poseen meca-
nismos para reparar sus dafios mientras que las maquinas no. Esta idea surgio de
la observacion de que el frio prolongaba mientras que el calor acortaba el tiempo
de vida de algunos animales, probablemente por disminuir o acelerar respectiva-
mente, el uso y desgaste de su maquinaria. Las expectativas de vida de diferentes
especies son inversamente proporcionales a sus respectivos metabolismos basales,
pero es muy dificil correlacionar diferencias individuales en tiempos de vida con las
velocidadades metabélicas cuando se comparan los individuos una misma especie

(Harman 1981, Cutler 1992).

IT) Teoria de los radicales libres :

Esta teoria postula que los radicales libres estan involucrados en el proceso
de envejecimiento y sus desordenes. En el organismo se producen radicales libres
(01, O-R, RO y RO;) generados por reacciones no enzimaticas y enzimaticas co-

mo la reduccién del O, a agua o la exposicion a radiaciones ionizantes. Algunas
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enzimas (superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa) y vitaminas (E, C,
carotenos) protegen al organismo contra el ataque oxidativo. Durante el envejeci-
miento, esta proteccion podria volverse menos efectiva permitiendo la peroxidacion
de lipidos y aldehidos y la formacién de uniones cruzadas en proteinas y ADN.
Aunque esto puede ser reparado, en las células envejecidas la eficiencia reparativa
es menor lo que conduce a una reducciéon de su funcion y susceptibilidad a enfer-
medades. Esta teoria esta avalada por el hecho de que se encontraron altos niveles
de superoxido dismutasa y de antioxidantes en las especies de larga vida y de que
la insercion de copias extra del gen de la superodxido y catalasa dismutasa en la
mosca de la fruta le prolonga el tiempo medio y el maximo de vida. Ademas, los
productos de peroxidacion de lipidos la lipofuscina y ceroides, se acumulan, a me-
dida que avanza el envejecimiento, en las neuronas, células gliales, miocitos cardia-
cos y otras células, debido a un incremento en la peroxidacion y disminucién en su
degradacidn lisosomal de los productos generados. En organismos que hibernan y
que por tanto reducen su velocidad metabdlica, la acumulacién de estos pigmentos
es menor. Sin embargo, existe evidencia de que los cambios asociados al envejeci-
miento de la actividad de las enzimas antioxidantes depende de la especie, cepa,
sexo, tejido u organoide estudiado. Parece que el envejecimiento de un organismo
se asocia con un aumento, descenso o con ningin cambio en la actividad enzimati-
ca cuando se comparan diferentes 6rganos del mismo individuo, lo que sugiere que
el envejecimiento no puede ser explicado sélo en base a los cambios en la actividad
de las enzimas antioxidantes, fig. 134 (Sohal and Brunk 1989, Harman 1992,
Bolzan et al 1995).

Recambio protéico
y actividad proteasica

Factores moduladores:  Generacion de radicales
mgesta calorica reactivos Proteinas Cambios
drogas extranucleares enzimaticos
cjercicio (microsomas (actividad ¥
membranas) especificidad)
L
Generacion : Lipidos
endogena de [ (iniciacion y
especies activas propagacion)
del oxigeno |
Aparato estados Descenso en Aumento en
: genético (ADN/ alterados de la capacidad la frecuencial
antioxidantes antioxidantes complejos dilerenciacion/ funcional de enfermed ade
protéicos) regulacion maxima
génica
Fuente de produccion: Factores moduladores:

Estado estacionario Morfologia celular

de oxidacion. Receptores hormonales
Capacidad de reparar  Especies de ARN especificas
mutaciones del ADN  Expresion de oncogenes

dieta (acidos grasos y colesterol)
enzimas reparadoras

quelantes de metales
antioxidantes, glicosilacion
composicion de icidos grasos

mitocondrias
citocromo P-450

FIGURA 134: Efecto de los radicales libres sobre el envejecimiento (Modificada
de: Cutler 1992).
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IIT) Teoria de las ligaduras cruzadas :

Muchas moléculas biologicas desarrollan, a medida que pasa el tiempo, enlaces
entre moléculas iguales o diferentes que alteran sus propiedades fisicas y quimicas.
La glucosa se une por medio de reacciones no enzimaticas a proteinas y acidos nu-
cleicos alterando sus funciones. La reaccion entre glucosa y proteinas se conoce
como reaccion de Maillard o pardeamiento no enzimitico. Esta comienza con la
reaccion entre el grupo aldehido de la glucosa con un grupo amino de la proteina
formando una base de Shiff, la cual es inestable y se reordena formando unas sus-
tancias conocidas como productos de Amadori. En proteinas de alta vida media,
estos productos de Amadori se deshidratan lentamente y reordenan irreversible-
mente formando compuestos llamados productos finales de glicosilacion avanzada
(AGEs). Muchos de esos AGEs, como por ejemplo la pirralina y 1a pentosidina,
pueden formar enlaces cruzados con proteinas adyacentes cambiandoles sus pro-
piedades, como por ejemplo la solubilidad y la resistencia a proteasas. Las uniones
cruzadas aumentan con el envejecimiento y pueden ocurrir tanto con proteinas
extracelulares, por ejemplo el colageno tanto cémo con las intracelulares. Las
uniones cruzadas se asocian con ciertas patologias vinculadas al envejecimiento,
tales como la ateroesclerosis, cataratas, diabetes y enfermedad de Alzheimer. Ade-
mas, la formacion de AGEs en el plasma constituye una fuente de estimulacion de
los macréfagos para que produzcan la liberacion de citoquinas proinflamatorias

como IL-1 y TNF (Bjorksten 1968, Cerami 1985, Bjorksten and Tenhu 1990).

C) Teorias a nivel sistémico:

Una de éstas teorias, la llamada “teoria del deterioro funcional luego de la
madurez reproductiva” es una extension de la teoria de la regulacion génica y pro-
pone que la senescencia podria ocurrir por cambios en la expresion de los genes
luego de alcanzada la madurez reproductiva. La diferenciacion y el crecimiento
ocurren por activacion y represion secuencial de ciertos tipos de genes tuinicos para
esas fases. Los productos o subproductos de esos genes, cuando alcanzan niveles
criticos, estimulan ciertos genes responsables de la fase reproductiva y los produc-
tos o subproductos de los mismos como por ejemplo las hormonas esterdideas sean
las responsables de capacitar al organismo para ser apto reproductivamente. La
capacidad reproductiva es de vital importancia para la perpetuacion y evolucion
de las especies. Pero el establecimiento de la fase reproductiva reprime los genes
responsables del crecimiento y diferenciacion. Ademas, el periodo reproductivo no
dura indefinidamente debido a la aparicion de ciertos factores que al acumularse
afectarian a los genes responsables de la reproduccion y activarian genes indesea-

bles como las secuencias virales que podrian estar reprimidos. A partir de esto el
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control declina dando origen a la pérdida de las funciones reproductivas y comien-
zo de la senescencia. Es decir, el organismo mantiene un coordinado control genéti-
co para asegurarse de llegar a la edad reproductiva y asi perpetuar la especie; mas
alla de ese punto decae el control y ocurre una declinacion exponencial de las habi-
lidades que poseeria el adulto hasta llegar a la muerte. Una alta tasa poblacional de
individuos infértiles sélo competiria por espacio y alimento con aquella de indivi-
duos reproductivamente aptos poniendo en peligro la especie. Aquellas especies
organizacionalmente mas complejas requieren un mayor periodo para el desarrollo
pero disponen de periodos de fertilidad mas amplios, lo que sugiere la idea de que
existe una evolucion de la senescencia donde la seleccion natural actuaria en direc-
cion a posponer o eliminar la senescencia a medida que avanza la evolucion, y el
hecho de que la senescencia ocurra se explicaria porque la fuerza de seleccion na-
tural es menor debido a la disminucidn de la capacidad reproductiva que es menor
en individuos viejos que jovenes y que el éxito en llegar a la edad reproductiva de
algunos individuos (sean estos normales o0 muy longevos) contribuye a eliminar los
individuos menos longevos (Williams 1957, Kanungo 1980, Kirkwood and Rose
1991).

En otras teorias la disminucion de los ajustes hoemostaticos durante el en-
vejecimiento conduce a fallas en la adaptacion y supervivencia. La adaptacion a
seiiales del medio externo o interno depende de los mecanismos regulados por los
sistemas nervioso, endoécrino e inmune. Para una adaptacion adecuada, estos sis-
temas deben estar sincronizados y responder a las necesidades de las funciones que
regulan. Sin embargo, durante el envejecimiento, la integracion inmuneneuroen-
décrina se deteriora y esto da como resultado un descenso en las funciones y au-
mento en las patologias de muchos 6rganos, tejidos y sistemas. Dentro de ésta cate-
goria existen dos grandes grupos de teorias: la neuroenddcrina y la inmunolégica.
De acuerdo a ambas, las células neuroendodcrinas o inmunes actuarian como mar-
capasos que regulan un “reloj biolégico” basado en un programa genético que re-
gula el desarrollo y envejecimiento. Con el pasaje del tiempo este reloj se deteriora
o deja de funcionar. Entonces, durante el envejecimiento podria manifestarse un
disbalance en drganos y sistemas claves como el hipotilamo, la hipéfisis, 1a pineal,
la corteza adrenal o la glandula tiroides por la teoria neuroendocrina y el timo,
ndodulos linfaticos, bazo o complejo de histocompatibilidad por el sistema inmune,

fig I35.
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Programa genético Ambiente (interno y externo)

Sistema neuroenddcrino

Sistema inmune

Otros agentes celulares

Célula

FIGURA 135: Teorias de envejecimiento sistémico (Modificada de: Meites et al
1987).

En aiios recientes se ha acumulado un gran cuerpo de evidencia que sugiere
que el sistema inmune esta ligado al sistema neuroendocrino, constituyendo una
red homeostatica integrada y que el deterioro de ésta es el responsable de la altera-
cion del reloj biologico que conduce a los cambios observados durante el envejeci-
miento (Pierpaoli and Sorkin 1967, Fabris 1990, Goya et al 1990, Goya 1991, Co-
velli et al 1992).

Ninguna de las teorias presentadas pueden por si solas dar cuenta de los
cambios producidos durante el envejecimiento especialmente en organismos alta-
mente complejos como los humanos. En realidad deberia considerarse al envejeci-
miento como el resultado de muchos procesos interactivos, interdependientes y
sincronizados que determinan la buena salud y el tiempo de vida. Esto conduce al
modelo del envejecimiento biologico en el cual se hacen estudios multifactoriales
donde se consideran jerarquias en los procesos de envejecimiento y se estudian
diversos parametros segun el nivel de envejecimiento estudiado como se puede

apreciar en la fig 136 (Hofecker ef al 1992, Cinader 1993).
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PARAMETRO

Tasa de muerte

Variables fisiologicas

Biofisicos y

Fisiologia celular

NIVEL MANIFESTACION
Poblacion
Aumento de la probabilidad de
muerte
Individuo Descenso de la adaptabilidad Vitalidad
Funcionalidad
sistémica Descenso en la habilidad de realizar
funciones especiales
Organo o
tejido Cambios en tejidos u érganos
Células Cambios en la performance celular,
muerte \ Histologicos,
Bioquimicos,
Cambios en los elementos /
subcelulares y/o en el medio
Organoide extracelular
y molécula
Cambios en las cinéticas metabolicas
Procesos aleatorios Diseiio genético

FIGURA 136: Niveles jerdrquicos de los procesos de envejecimiento (Modificada
de: Hofecker et al 1992).

3) ENVEJECIMIENTO ENDOCRINO:

El envejecimiento esta asociado a muchos cambios hormonales. Algunos de

estos cambios, como la deficiencia de estrogenos, estin directamente relacionados
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al envejecimiento, mientras que otros son secundarios a enfermedades del enveje-

cimiento y cambios en el estado nutricional. Las teorias del envejecimiento propo-

nen que muchos cambios sistémicos se deben a disbalances hormonales en especial

en el sistema neuroendocrino. Aca se mencionaran esos cambios sin hacer referen-

cia a la etiologia de mismos, los cuales se pueden resumir en la tabla I114.

TABLA 114: Mecanismos relacionados a la disfuncion endocrina que ocurre du-
rante el envejecimiento (Modificada de: Mooradian 1993a y 1993b)

TIPQO DE CAMBIO

MECANISMO EJEMPLOS
ANATOMIA DE LA
GLANDULA EN-
DOCRINA

SECRECION HOR-
MONAL

CINETICA DE
ACLARAMIENTO
DE LA HORMONA

ACCION HORMO-
NAL

1) Muerte celular progra-
mada:

2) Enfermedades autoin-
munes:

3) Tumores:

1) Falla primaria de la se-
crecion hormonal:

2) Cambios en la secrecion
hormonal secundaria a la
disminucion del aclara-
miento o a la sensibilidad
del tejido alterada:

3) Sensibilidad alterada a
secretagogos o a estimulos
inhibitorios:

1) Cambios en la elimina-
cion renal, hepatica o tisu-
lar de la hormona:

1) Cambios en la bioactivi-
dad de la hormona:

2) Cambios en el transporte
de la hormona hacia el re-
ceptor:

3) Interaccion hormona-
receptor alterada:

4) Cambios post-receptor:

a) deficiencia de estrogenos durante la
menopausia
a) tiroiditis de Hashimoto

a) prolactinoma

a) cambios en la secrecion pulsatil

b) cambios en los ritmos y estacionales
c) falla en la sintesis hormonal
a) falla renal

b) falla el la sensibilidad de los barorre-
ceptores al AVP

a) baja liberacion de insulina en res-
puesta a la glucosa

a) bajo aclaramiento de cortisol, aldostc-
rona y testosterona

b) bajo aclaramiento de hormonas tiroi-
deas

a) disminucion de la bioactividad de
FSH, LH, TSH y PRL
a) disminucion del transporte de T;

a) cambios en la membrana plasmadtica
b) cambios en las enzimas intracelulares
que modulan los segundos mensajeros
¢) cambios en la mobilizacion de calcio
d) cambios en la expresion génica indu-
cida por la hormona




104

A) Cambios anatomicos de las glindulas endocrinas:

El envejecimiento se asocia con varios e importantes cambios estructurales

en las glandulas endocrinas, algunos de ellos son el descenso en la vasculatura y el

aumento en el contenido de tejido conectivo y del nimero de nédulos. También se

encuentran cambios en la composicién celular de la glindula durante el envejeci-

miento. En la hipéfisis disminuye el nimero de eosinofilos y aumenta el de baséfi-

los y células cromo6fobas, aumenta la probabilidad de adenomas, disminuye el nu-

mero y en menor extension el tamaio de las somatotrofas, existe hipertrofia y rela-

tiva hiperplasia de las tirotrofas en ratas viejas(20 meses) pero en las senescentes

(29 meses) se reducen en nimero aunque aumentan en tamaiio. En el caso de las

gonadotrofas, el nimero desciende con la edad, pero en las ratas viejas su tamarfio

aumenta para luego disminuir dristicamente. El nimero de las lactotrofas aumen-

ta en la rata hembra senil (la cual presenta ademas, un gran nimero de microade-

nomas prolactotrofos) pero no en el macho. El descenso de somatotropas durante el

envejecimiento es la base racional para el uso de GH en las terapias de rejuveneci-

miento de pacientes ancianos. Algunos de los cambios observados en otras glandu-

las se resumen en la tabla 115 (Mooradian 1993a, Console ef al 1994, Cénsole et al

1995, Console ef al 1997).

TABLA I15: Cambios estructurales relacionados con el envejecimiento en algunas
glandulas endocrinas humanas (Moralizan 1993a).

GLANDULA ENDOCRINA

CAMBIOS ESTRUCTURALES

TIROIDES

Infiltracion por células plasmaticas y linfocitos, fibrosis, aumento
de n6dulos, disminucion del tamaiio del epitelio folicular y pu-
diendo o no haber un aumento o descenso del peso de la glandula.

PARATIROIDES

Se incrementa el niimero de células oxifilas y de nédulos con célu-
las oxifilas grandes.

GLANDULA ADRENAL

Cambios fibroticos en 1a corteza, desaparecen las células epitelia-
les, acumulacion de lipofucsina, fragmentacion mitocondrial, pres-
cencia de adenomas y de hemorragias vasculares. Deplecion celu-
lar de la zona reticularis.

PANCREAS

Pérdida de la estructura compacta del islote con hialinizacién y
acumulacion de amiloide. Aumenta la incidencia de tumores espe-
cialmente glucagonomas y somatostatinomas.

TESTICULOS

Adelgazamiento de la membrana de los tibulos seminiferos y del
epitelio germinal. Fibrosis peritubular. Algunas areas mantienen
una espermatogénesis normal hasta que la senescencia es muy
avanzada.

OVARIOS

Deplecion de oocitos, esclerosis e hialinizacion de la médula.

La mayor parte de los cambios observados se producen por apoptoésis, tu-

mores o incidencia de enfermedades autoinmunes. Un gran numero de células de

Sertoli sufre apoptosis al declinar los niveles séricos de testosterona. La deficiencia

del sistema inmune durante el envejecimiento se asocia al aumento de desarrollo de
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tumores, susceptibilidad a infecciones y aumento de la incidencia de autoanticuer-

pos (Mooradian 1993a).

B) Cambios en la secrecion hormonal:

Los cambios en la secrecion hormonal durante el envejecimiento son el re-
sultado de la alteracién de la fisiologia de la célula endocrina mas que de su deple-
cion. La secrecion de algunas de las hormonas hipofisarias se altera como resultado
de cambios de la funcion hipotalimica. El aumento de PRL plasmatica durante el
envejecimiento se debe en parte al descenso en la actividad de la tirosina hidroxila-
sa y al aumento en la actividad de 1a monoamina oxidasa lo que conduce a una
reduccion en los niveles de dopamina hipotalimica. También existen cambios hipo-
talamicos en la liberacion de opioides endégenos hipotalamicos que alteran la se-
crecion de PRL y otras hormonas hipofisarias que pueden afectar el patrén pulsatil
de secrecion, el ritmo circadiano o la velocidad de sintesis de las hormonas hipofi-
sarias (Mooradian 1993a).

Virtualmente todas las hormonas hipofisarias se secretan de manera pulsatil
y manifiestan un ritmo diurno. Muchos de los cambios relacionados con el enveje-
cimiento en la funcion hipofisaria se deben no sélo a variaciones en la concentra-
cion promedio de la hormona sino también a cambios en el patron de secrecion
diurno y pulsatil de las hormonas. En ratas viejas la amplitud de secrecion de FSH
es menor al S0 % de la encontrada en las ratas jovenes. La frecuencia y nadir de
los pulsos de GH no cambia con la edad, pero la amplitud de los pulsos y secrecion
en 24 hs. se reducen y aunque las hembras tienen basales mayores que los machos,
la amplitud de sus picos es significativamente menor. Los niveles de [GF-1 se co-
rrelacionan con la cantidad total de GH secretada mas que con la amplitud de los
picos. El patrén pulsatil de LH depende de la especie estudiada, en humanos la
amplitud de LH se reduce o no cambia y la frecuencia se mantiene pero en ratas se
reduce la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH. En ratas Fischer 344 la ampli-
tud de los pulsos de ACTH se reducen con el envejecimiento. En ratas Sprague-
Dawley la amplitud de los pulsos de TSH decrecen con el envejecimiento y los de
corticosterona se incrementan. En el hombre la frecuencia de TSH no se altera pe-
ro la amplitud de los pulsos se reduce en los ancianos y los niveles de cortisol no se
alteran. Tanto en la mujer como en el hombre senescente, la amplitud de los pulsos
de dehidroepiandrosterona (DHEA) se encuentran reducidos. Los cambios pulsa-
tiles tienen un papel importante como determinantes del envejecimiento de la ca-
pacidad reproductiva de la hembra ya que se pierde la sincronia y precision en el
ritmo pulsatil de LH como consecuencia de alteraciones en la amplitud y frecuen-
cia de GnRH. Norepinefrina es un importante modulador de la liberacion de

GnRH mediado por receptores o;-adrenérgicos. Estos receptores mantienen un
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ritmo diurno de densidad en los niicleos preéptico y supraquiasmatico (que son las
areas responsables de mantener los ritmos biologicos); la alteracion en el recambio
de norepinefrina y pérdida del ritmo diurno de densidad de receptores modifican
la liberacion de GnRH que da comienzo a la pérdida de ciclicidad e infertilidad de
las ratas hembras envejecidas (Mooradian 1993a, Wise 1994).

Ademas de existir cambios en el ritmo circadiano también se modifica la
secrecion estacional de las hormonas durante el envejecimiento. En monos se pier-
de la ritmicidad estacional al envejecer. En las ratas se retrasa la temporada en la
que los pulsos de LH y PRL son maximos y ademas se aplana la curva estacional de
secrecion de LH y FSH al envejecer. En hamsters senescentes se retrasa la apari-
cion el pico anual de serotonina y de serotonin N-acetiltransferasa en la pineal. En
humanos se pierde el ritmo anual de FSH y cortisol (libre y total), se mantiene el de
LH y 18-hidroxi-11-deoxicorticosterona al envejecer. Durante la senescencia surge
un ritmo anual de PRL que no se observa en el hombre a cualquier edad ni en la
mujer joven (Mooradian 1993a).

Algunos cambios en la funciéon endocrina asociados al envejecimiento pue-
den deberse a alteraciones en la sintesis o secrecion hormonal. Estos pueden deber-
se a un bloqueo primario las vias biosintéticas o secundarios a una estimulacion
reducida por los factores troficos. Como ejemplos de bloqueo primario durante el
envejecimiento se puede citar la reduccion de la secrecion de DHEA, calcitriol
(1,25-dihidroxicolecalciferol), TRH y posiblemente testosterona. Como ejemplo de
estimulacion secundaria reducida se tiene la secrecion de aldosterona, FSH, LH,
GH y produccion de testosterona. La disminucion progresiva con la edad de la se-
crecion basal y de la secrecion estimulada por ACTH de DHEA se debe 2 una re-
duccion en la actividad enzimatica de la 17,20-desmolasa y a la pérdida de células
de la zona reticularis. La reduccion asociada al envejecimiento de la secrecion ba-
sal de aldosterona tanto como la estimulada por ejemplo por restriccion salina se
debe a una reduccion de alrededor del 50 % de la actividad de renina plasmatica.
La reduccion de la produccion de testoterona puede ser en parte primaria por blo-
queo de la conversion de pregnegnolona en testosterona por las células de Leydig,
secundaria al descenso de la concentracion plasmatica de LH y en mucho menor
medida a la reduccion en el nimero de células de Leydig. Aunque en todas las per-
sonas ancianas sanas estudiadas los niveles séricos de PTH se encontraron eleva-
dos, no todos presentaron niveles de calcitriol disminuidos, pero en aquellos con
bajos niveles de calcitriol se encontré una disminucion en la actividad de la enzima
1a-hidroxilasa, que interviene en la sintesis renal de calcitriol a partir de 25-
hidroxicolecalciferol, también una sensibilidad reducida de esta enzima a PTH y en
menor proporcion reduccion de la funcion renal. Tanto la secrecion como el conte-
nido hipotalimico de TRH decrece con la edad, pero el ARNm para pre-pro-TRH

se mantiene constante a lo largo de la vida, por lo que el defecto en su produccion
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puede estar en la traduccién o en los procesos post-traduccionales. El descenso en
la secrecion de LH se debe a un descenso en la sintesis de LH-B ARNm, pero tam-
bién e igual que para FSH una alteracion en los pulsos de GnRH. El descenso de
GH durante el envejecimiento se debe a una reduccion de GH ARNm y también a
una reduccion en el niumero de receptores para GHRH en las somatotrofas y a un
aumento de la inhibicién por somatostatina. Aunque los niveles plasmaticos de
PRL aumentan durante el envejecimiento, el contenido celular de PRL ARNm se
reduce (Mooradian 1993a).

Otros cambios relacionados a la secrecion hormonal durante el envejeci-
miento son producidos para compensar la sensibilidad de la célula blanco a la
hormona o a un aclaramiento hormonal alterado y asi mantener un estado estacio-
nario en los niveles plasmaticos de la hormona. La secrecién de cortisol decrece al
envejecer justamente en la misma magnitud en que es degradado y de este modo se
mantiene un estado estacionario en los niveles plasmaticos de cortisol y cortisol
libre a pesar de la reduccion en su aclaramiento con la vejez. El aumento en los
niveles de PTH en ancianos se produce en respuesta a la reduccion de la absorcion
intestinal de calcio y eventualmente a la reduccion de la produccion de calcitriol
(Mooradian 1993a).

Muchos estudios muestran que las glandulas pueden o no tener una res-
puesta alterada a estimulos inhibitorios o a secretagogos, en la tabla 116 se mues-
tran algunos ejemplos. La mayor parte de los test de la dindmica hipofisaria que
utilizan hormonas troéficas se ven influenciados por el estado nutricional y la pre-
sencia de enfermedades, los cuales son problemas comunes en el geronte. La libera-
cion de GH en respuesta a GHRH puede estar reduciada en algunos pacientes so-
bre todo en aquellos que tienen sobrepeso. Aunque los niveles basales de FSHy LH
aumentan con la edad, la respuesta a GnRH tiende a reducirse y a retardarse du-
rante el envejecimiento. La respuesta de TSH a la administracion de TRH depende
del sexo, en la anciana la reduccion de la respuesta es casi imperceptible mientras

que en el anciano esta significativamente reducida (Mooradian 1993a).

C) Cambios en la cinética de aclaramiento hormonal :

El envejecimiento esta frecuentemente asociado a cambios significativos en
la funcion renal y en menor medida en el metabolismo hepatico, entonces las tasas
de aclaramiento de varias hormonas estan afectadas por el envejecimiento. No se
tiene certeza si estos cambios son propios del envejecimiento o secundarios a insu-
ficiencia renal o hepatica. La mayor parte de las hormonas hipofisarias poseen vi-
das medias relativamente cortas entonces no sufren cambios en su tasa de aclara-

miento.



TABLA 116: Cambios durante el envejecimiento de la sensibilidad glandular a
secretagogos o a estimulos inhibitorios (Modificado de: Mooradian 1993a).
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TIPO DE ESTIMULO | TIPO DE RESPUES- | HORMONA EVALUA- | RESPUESTA A:
TA CON LA EDAD DA
SECRETAGOGOS
SIN CAMBIOS
TSH TRH en mujeres
ACTH CRH
ACTH hipoglucemia inducida
por insulina
ACTH metirapona intraveno-
sa
Adrenalina cambio postural
LH citrato de clomifeno
AVP fisostigmina
Noradrenalina fisostigmina
GH arginina
Cortisol TSH
DISMINUIDA
TSH TRH en hombres
PRL TRH
GH GHRH en algunas
personas
GH hipoglucemia inducida
por insulina
GH levodopa
GH fisostigmina
FSH, LH GnRH
Testosterona hCG
ACTH y corticosterona | CRH en ratas
AVP estimulacién por pre-
sion
Hormonas tiroideas TSH en monos
Aldosterona ACTH
insulina glucosa
AUMENTADA
Cortisol CRH
AVP hiperosmolaridad
Noradrenalina cambio postural
Cortisol fisostigmina
p-endorfina fisostigmina
Adrenalina fisostigmina
PTH hipocalcemia
INHIBITORIO
SUPRESION DIS-
MINUIDA
ACTH dexametasona
LH estréogenos
LH testosterona en monos
Insulina insulina exdgena
SUPRESION AU-
MENTADA
LH testosterona o dihidro-
testosterona
GH somatostatina
Insulina somatostatina
TSH hormonas tiroideas

Las tasas de aclaramiento de las hormonas tiroideas y esteroideas estin sig-

nificativamente reducidas en el geronte, entonces las vidas medias de éstas hormo-

nas y sus metabolitos estan aumentadas. La vida media de la insulina aumenta

levemente, mientras que la del glucagon no sufre cambios durante el envejecimien-

to (Mooradian 1993a).
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D) Cambios en la accion hormonal:

I) Cambios en la bioactividad de la hormona:

Existen discrepancias entre inmunorreactividad y bioactividad para varias
hormonas peptidicas, sobre todo en estados patolégicos como en la falla renal y en
la insuficiencia hipotalamica. Al parecer, el envejecimiento también esta asociado a
una significativa reduccion de la bioactividad de ciertas hormonas. Cuatro hormo-
nas hipofisarias (PRL, FSH, LH y TSH) poseen una bioactividad reducida en los
animales envejecidos. Estos cambios se relacionan con modificaciones post-
traduccionales, esencialmente glicosilacion, alteradas. En estas modificaciones pa-
recen tener mucha importancia los factores hipotalimicos ya que se demostro que
para que la bioactividad de LH sea normal, se requiere una secreciéon de GnRH
con amplitud y frecuencia adecuadas. Aunque la inmunoreactividad de PRL crece
con la edad su bioactividad decrece, pero el mecanismo que gobierna este proceso
se desconoce. La bioactividad de las hormonas hipotalimicas también se modifica
durante el envejecimiento, por ejemplo la B-endorfina hipotalamica de ratas viejas
disminuye su bioactividad porque aumenta el porcentaje de la forma acetilada que

es inactiva (Mooradian 1993b).

II) Cambios en el transporte de la hormona hasta su receptor:

La union de las hormonas a proteinas plasmaticas también puede alterarse
durante el envejecimiento. Por ejemplo la union de la testosterona a proteinas
plasmaiticas aumenta con el envejecimiento, lo que reduce la biodisponibilidad de
la misma por los tejidos blanco. También se encuentra alterado el pasaje a través
de la barrera hematoencefalica y la captacion hepatica (por reduccion del pasaje a
través de la membrana plasmatica) de Ts pero no la captacion por otros tejidos

(Mooradian 1993b).

III) Cambios en la interaccion hormona-receptor:

El envejecimiento se asocia con el aumento de la densidad (o numero) de
algunos receptores hormonales, disminucién en otros o sin cambios de densidad en
otros. En ocasiones se han reportado conclusiones contradictorias en el estudio de
un mismo receptor, posiblemente debido a diferencias metodoldgicas y en la espe-
cie o cepa utilizada. En algunos casos las variaciones relacionadas con el envejeci-
miento en el niimero de receptores se deben a down- o up-regulation de los recep-
tores como consecuencia secundaria al aumento o descenso respectivamente de los

niveles hormonales. Pero podrian existir otros factores que alteren cuantitativa-
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mente durante el envejecimiento este tipo de regulacion, ya que la capacidad de
los animales envejecidos de up-regulate el niimero de receptores es diferente a la de
los animales jovenes (Mooradian 1993b).

Otros receptores pueden cambiar su afinidad por la hormona durante el
envejecimiento lo que también conduce a un cambio en la respuesta tisular a la
hormona. La afinidad de los receptores -adrenérgicos en pulmén, corazén y linfo-
citos decrece con la edad. En préstata y cerebro decrece el nimero y la afinidad de
los receptores para androgenos durante el envejecimiento. La reduccion en la acti-
vidad de adenilato ciclasa y produccién de GH por las somatotrofas durante el en-
vejecimiento parece correlacionarse con un descenso en los sitios de alta afinidad y

aumento de los de baja afinidad para GHRH (Mooradian 1993b).

IV) Cambios postreceptor en la accion hormonal:

La membrana plasmatica cambia su contenido en lipidos durante el enveje-
cimiento. Aumenta la relacion colesterol: fosfolipidos con el consiguiente aumento
en la microviscocidad de la membrana. Se reduce el contenido en acidos grasos
poli-insaturados presumiblemente porque los radicales libres les inducen peroxida-
cion. El aumento en la microviscocidad de las membranas sinaptosémicas se co-
rrelaciona con el aumento del nimero de receptores B-adrenérgicos y de receptores
para S-HT y con la agregacion de los receptores en ciertos dominios de membrana.
Estos cambios en la microviscocidad de la membrana disminuyen la captacion de
2-desoxiglucosa y glucosa y la movilizacion de calcio (Mooradian 1993b).

La actividad enzimaitica de las vias reguladas por las hormonas también
esta alteradas en animales envejecidos. La enzima mejor caracterizada es la ade-
nilato ciclasa, la cuil parece estar reducida en varios tejidos de animales envejeci-
dos. Esta disminucion contribuye a reducir la respuesta de los tejidos a los agonis-
tas B-adrenérgicos. Con el uso de estimulos no mediados por receptor, tales como
nucledtidos de guanina, NaF y forskolin, se demostré que el envejecimiento se aso-
cia a una reduccion notable de la actividad de la adenilato ciclasa. La reduccion
asociada al envejecimiento en la liberacion de insulina estimulada por glucosa se
debe en parte a la reduccion de la actividad de adenilato ciclasa y oxidacion de
glucosa por el islote. La reduccion del AMPc en respuesta a la estimulacion con
GHRH podria contribuir a la reduccion de la liberacion de GH durante el enveje-
cimiento. La reduccion de la actividad de la adenilato ciclasa de la corteza renal
estimulada por PTH seria responsable de la reduccién del intercambio Na'/Ca™" en
animales viejos. Los cambios mencionados son probablemente alteraciones prima-
rias asociadas al envejecimiento que afectan a la adenilato ciclasa o secundarias,
que alteran el acople hormona-receptor a la adenilato ciclasa. Por el contrario, la

reduccion de la produccién de testosterona por animales senescentes en respuesta
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al estimulo con hCG parece ocurrir en una etapa distal a la produccion de AMPc.
La activacion de la via del 1P; por agonistas a-adrenérgicos se encuentra reducida
en paroétidas de ratas viejas. Las actividades enzimaticas de la Na'/K'-ATPasa y de
la 5’-nucleotidasa en corazén y las de las ATPasas Ca™ o Mg'" en cerebro dismi-
nuyen al envejecer. En cultivos de células que requieren EGF para dividirse en sus
ultimos pasajes, la respuesta mitética a éste factor disminuye coémo consecuencia
de la pérdida de la capacidad de su receptor para autofosforilarse. En animales
envejecidos la lipolisis inducida por glucagon esta reducida por al menos tres cau-
sas: disminucién en el nimero de receptores, reduccion de la actividad de la ade-
nilato ciclasa y ademas incremento en la actividad de la fosfodiesterasa. Por tanto
debe procederse con cautela al atribuir un cambio en la respuesta hormonal du-
rante el envejecimiento a un factor, por ejemplo en éste caso la reduccion de la
densidad de receptores (Mooradian 1993b).

La disminucion en la movilizacion de calcio por la célula blanco de animales
senescentes es otro factor que reduce la respuesta a la hormona. El efecto ionotroé-
pico de los agonistas B-adrenérgico sobre el corazon y la baja liberacién de K* por
la estimulacion a-adrenérgica sobre la parétida se ven disminuidos durante el en-
vejecimiento por la incapacidad de las células para movilizar calcio, pero si los re-
servorios intracelulares de calcio estan llenos las diferencias asociadas al envejeci-
miento en la respuesta celular no son discernibles de las que muestran los animales
jovenes. Entre los mecanismos neuroendocrinos que muestran una deficiencia aso-
ciada al envejecimiento en la movilizacion de calcio se incluyen la liberacion de DA
luego de la estimulacidn colinérgica y la secrecion de LH estimulada por GnRH. La
baja respuesta en la liberacion de insulina estimulada por glucosa se debe parcial-
mente a cambios en la interaccion calcio-calmodulina o a cambios en el calcio libre
citosolico que modulan los niveles de AMPc. La disminucion de la entrada de
2-desoxiglucosa en timocitos estimulados con Ts que se asocia al envejecimiento se
debe a cambios en la cinética de entrada de calcio extracelular (Mooradian 1993b).

Muchas hormonas actian sobre los tejidos modulando la expresion génica.
Los estudios realizados muestran que la mayoria de los cambios en la regulacion
hormonal de la expresion génica ocurren a nivel pretraduccional en general regu-
lando la velocidad de transcripcion al alterar actividad de los factores de transcrip-
cion o por cambios intrinsecos de 1a capacidad de los genes para ser transcriptos
(por ejemplo por metilacion de los genes). La induccion de a2p globulina en el hi-
gado de rata macho con androgenos se reduce con la edad en forma correlaciona-
ble con el nivel de su ARNm y parece ser el resultado de cambios en la expresion
del receptor hepitico de andrégenos. Este cambio relativo al envejecimiento puede
ser retardado por restriccion calérica (Ia cual permite discernir que cambio endé-
crino es debido al envejecimiento o secundario a las enfermedades que se encuen-

tran frecuentemente en los animales senescentes). La reduccion dependiente de la
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edad en la actividad de la enzima malica estimulada por T; se correlaciona con los
cambios en los niveles de ARNm de ésta enzima sugiriendo que éste cambio ocurre

a nivel pretraduccional (Mooradian 1993b).

Entonces, existen muchos mecanismos por los cuales pueden producirse
cambios en la accién y secrecion hormonal durante el envejecimiento. El mecanis-
mo predominante cambia con la hormona estudiada, el tejido blanco y a veces con
la especie, cepa y sexo estudiados. Los datos disponibles no permiten afirmar que
proceso en la accion hormonal es de importancia capital para envejecer y aparen-
temente un unico mecanismo no puede explicar los miltiples cambios que se pro-

ducen en el sistema enddcrino de los animales senescentes (Mooradian 1993b).

4) ENVEJECIMIENTO INMUNE

El sistema inmune, al igual que el enddcrino, también declina con el enveje-
cimiento. Como consecuencia de la inmunosenescencia del organismo aumenta la
tendencia a contraer alguna enfermedad, ya sea ésta autoinmune, infecciosa o neo-
plasica. En general, la inmunidad humoral comienza a declinar tan pronto cémo el
individuo alcanza la madurez sexual y se debe tanto a cambios en las células inmu-
nes como en su entorno. La pérdida de células es el factor cuantitativo de la inmu-
nosenescencia, pero a éste se le asocia uno cualitativo ya que cambian las propor-
ciones entre las subpoblaciones de timocitos. Los cambios mas importantes que se
producen durante la inmunosenescencia son: cambios en la poblacion de las células
inmunes, involucion del timo y aparicion de enfermedades autoinmunes y neopla-
sicas. El comienzo, la magnitud y la velocidad de descenso en las funciones inmunes
depende de la especie, la cepa y el estado inmunologico del animal previo a la in-
munosenescencia. En general, la disminucion de las funciones inmunes es mas ra-
pida cuanto menor es la vida media del animal. Aquellos individuos que poseen
una funcion inmune menor que lo normal antes de alcanzar la madurez sexual,
poseen una probabilidad de muerte mayor que aquellos que poseen una funcion

inmune normal.

I) Alteraciones en las poblaciones de células T y NK durante el envejeci-

miento:

En ratones de la cepa CS7BL/6, que poseen una larga vida, el nimero de
células T se incrementa gradualmente desde el nacimiento, alcanza el valor maximo
alrededor de los tres meses de edad y permanece constante hasta los 12 meses,
momento en el cual comienza a declinar hasta la muerte, que se produce alrededor

de los 24 meses. El porcentaje de células T CD4" permanece relativamente constan-
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te en los estadios adulto y senescente, mientras que para las células T CD8" declina
constantemente durante el envejecimiento. La relacion CD4"/CD8" que es alta en el
recién nacido, disminuye mientras el animal madura, pero se vuelve a incrementar
durante el envejecimiento. Aunque el porcentaje de células CD4" permanezca rela-
tivamente constante durante el envejecimiento, lo que se altera es la composicién
de distintos subgrupos celulares dentro de esta poblacion. Por ejemplo, desciende
el subgrupo que produce altas cantidades de IL-2 y esta involucrado en las reac-
ciones de hipersensibilidad retardada, mientras que aumenta el subgrupo que pro-
duce principalmente IL-4 e IL-6 y que interviene en las reacciones de reconoci-
miento antigénico. En el ser humano, el nimero de células T comienza a declinar
durante la tercera década de vida pero lo hace lentamente hasta la séptima década
y luego el descenso es mas pronunciado. La relacion CD4"/CD8" y los subgrupos de
células CD4" se comportan como en el raton, Es probable que la baja capacidad
proliferativa de las células T se deba al descenso del subgrupo que produce altas
cantidades de IL-2 y por otro lado que el incremento en el porcentaje del otro gru-
po sea responsable del aumento relativo de IgA e IgG séricos. Sin embargo, el des-
censo en el numero de células T con la edad podria deberse en parte a una dismi-
nucion en la densidad de receptores de IL-2 (IL-2R) y en la capacidad proliferativa
de éstas células frente a IL-2 seguida por un incremento en el numero de células
apoptoticas como consecuencia de la disminucion de las sefiales intracelulares en
respuesta a IL-2. El descenso en el numero de IL-2R por célula y produccion de
IL-2 durante el envejecimiento podria atribuirse a un aumento de la sensibilidad
de las células T a la inhibicion por PGE, producida probablemente por monocitos
y macrofagos. La molécula de CD4 es la encargada de reconocer ciertas regiones
invariantes de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de
clase II, el cual se encuentra en la membrana plasmatica de la célula presentadora
de antigenos (APC), mientras que el complejo receptor de célula T (TCR)-CD3
reconoce el antigeno montado sobre el MHC. El complejo CD4-TCR-CD3 de la
célula T activada, conduce a la estimulacién mediada por la IL producida por la
APC. La respuesta se regula porque el anticuerpo produce down regulation sobre
el CD4 de las células T de animales jovenes, pero en animales senescentes este sis-
tema de regulacion es deficiente, lo que podria conducir al desarrollo de linfomas
de células B. La regulacion deficiente de la densidad de CD4" celular durante el
envejecimiento puede deberse a la disminucion de la fluidez de la membrana plas-
mitica por el aumento en la peroxidacion de sus lipidos o a una baja capacidad
para responder a las seiiales mediadas por calcio, PKC y nucledtidos (Hirokawa et
al 1992, Ponnappan et al 1992, Song et al 1993, Grubeck-Loebenstein ef al 1994).
Las funciones citotoxicas (CD8") y NK que representan los mecanismos de
defensa contra células infectadas por virus y células tumorales disminuyen con la

senescencia. En individuos normales la mayor parte de las células doble negativas
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(CD4'CD8) no B no monaociticas generados por la médula ésea durante el enveje-
cimiento, son células NK (CD16"Leu7"). El niimero de células NK producidas por
la médula 6sea aumenta durante el envejecimiento como consecuencia de la ten-
dencia a compensar la disminucién concomitante en el nimero de células citotoxi-
cas. Pero el nimero de células NK circulantes, esplénicas, timicas y de otros tejidos
puede estar disminuido debido a defectos en la compartamentalizacion y migracién
de las mismas. La actividad por célula de las células NK suele estar disminuida en

el animal viejo (Homo-Delarche et al 1995).
I1) Alteraciones en las células B durante el envejecimiento:

El nimero de células B en la circulacién permanece constante o disminuye
un poco en el hombre y el raton durante el envejecimiento. En las en placas de Pe-
yer, bazo o nédulos linfaticos de raton el nimero de células B puede aumentar,
disminuir o permanecer constante segin la cepa. En el raton viejo suele estar dis-
minuida la sintesis de anticuerpos policlonales y la respuesta a mitogenos, mientras
que en humanos la respuesta a mitdgenos puede ser normal durante el envejeci-
miento (Homo-Delarche ef al 1995).

Los mecanismos que gobiernan el descenso en la inmunidad humoral du-
rante el envejecimiento son complejos y dependen en parte de los los linfocitos T,
que presentan una actividad defectuosa y de los linfocitos T, que pueden presentar
una actividad normal, disminuida o aumentada. El fallo en las células T}, ocurre
cémo se explicé anteriormente y conduce a la estimulacion de la proliferacion mo-
noclonal en detrimento de la policlonal debido a la deficiente down regulation so-
bre el CD4 de las células T,. Ademas, las células B de animales senescentes aumen-
tan su sensibilidad a estimulos supresores como los de la PGE; (Ponnappan ef al
1992, Song et al 1993).

Las células B senescentes poseen disminuida la regulacion mediada por el
receptor de Fc y una densidad de receptores de inmunoglobulinas p, y y a dismi-
nuida. Debe seiialarse que a pesar de que la transcripcion y traduccién en las cé-
lulas B se mantiene normal, éstas no responden normalmente a los estimulos acti-
vadores (Reap et al 1993).

En general, los niveles de IgG e IgA aumentan y los de IgM decrecen o no
cambian durante el envejecimiento. A veces se encuentran niveles anormalmente
altos de IgE. Aumentan también los niveles de autoanticuerpos contra tiroglobuli-
na, proteinas nucleares, ADN y factor reumatoideo. Recientemente se demostré
que en el raton senescente esta disminuida la eliminacion de los linfocitos B auto-
rreactivos (“delecion clonal”) y la respuesta policlonal como consecuencia de la
alteracion en el balance de las células T, alteracion en la sensibilidad y respuesta de

las células B y aumento en la produccion de citoquinas inflamatorias (TNF, IFN,



IL-6 y TGF) por las células B. En ratones homocigotos para el gen Ipr el envejeci-
miento les produce una alteracion en la inmunidad humoral semejante al lupus
eritematoso humano, caracterizado por un incremento en la actividad policlonal de
autoanticuerpos dirigidos contra su cromatina, IgG y ADN monocatenario ( Haq

and Szewczuk 1992, Song ef al 1993, Homo-Delarche ef al 1995).

ITI) Alteraciones en las células fagociticas y polimorfonucleares (PMN) du-

rante el envejecimiento:

Se demostré que las funciones macrofagicas de quimiotaxis, fagocitosis y
ataque y digestion intracelular no se alteran durante el envejecimiento. Por el con-
trario, disminuye la capacidad macrofagica para secretar [L-1 y aumenta la pro-
duccién de PGE,. Este aumento asociado a la edad en la produccion de PGE; du-
rante la senescencia seria responsable de inhibir la secrecion de IL-1 por los ma-
crofagos y la secrecion de IL-2 y expresion de IL-2R por las células T. El nimero

de células PMN y sus funciones de adherencia, quimiotaxis y fagocitosis puede
mantenerse intacta o disminuida. La generacion de radicales O, por éste tipo ce-

lular se encuentra disminuido en animales senescentes (Homo-Delarche et al 1995).

IV) Involucion timica durante el envejecimiento:

La involucion timica comienza a partir de la pubertad y se acentia con la
edad. Dicha regresion se asocia a una reduccion del area cortical, cambios en las
células epiteliales, infiltracién por macréfagos, células plasmaticas y mastocitos y
reemplazo del tejido timico por tejido adiposo. Varios factores podrian determinar
el tamaiio del timo: 1) el namero de células pre-T en la médula 6sea, 2) la entrada
de las células pre-T al timo, 3) el indice mitético de los timocitos dentro de éste 6r-
gano y 4) la capacidad del microambiente timico de promover la diferenciacion de
las células T. El namero de células pre-T producido por la médula dsea es similar
en ratones jovenes y senescentes. La migracion de las células pre-T al timo sélo
declina en un 13 % entre el raton recién nacido y el senescente. El indice mitotico
de los timocitos de ratones CS7BL/6 se reduce al SO % al mes de edad y al 33 % a
los 24 meses con respecto al nivel maximo del recién nacido. Mediante varias clases
de experimentos se determiné que la capacidad del microambiente timico de pro-
mover la diferenciacion de los timocitos juega un papel clave en la involucién timi-
ca asociada al envejecimiento. Durante el envejecimiento cambia la capacidad de
las células adherentes de secretar ciertos factores, algunos de los cuales todavia no
estan identificados, de modular la respuesta antigénica y mitogénica de los timoci-
tos. Los niveles de timulina, timopoietina y timosina o, decrecen durante el enveje-

cimiento. La disminucion en los niveles séricos de timulina se correlaciona con la
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involucion timica y se debe a una disminucién de la capacidad de las células epite-
liales timicas de secretar éste nonapéptido mas que a la destruccion tisular. Esta
disminucion de timulina acelera la aparicion de las enfermedades autoinmunes y
de las inmunodeficiencias asociadas al envejecimiento en varios modelos animales.
La administracion de timosina o; en animales senescentes pudo restaurar las fun-
ciones de sus células T y NK (Goya ef al 1990, Hirokawa et al 1990, Goya et al
1992, Hirokawa et al 1992, Goya et al 1993, Goya et al 1995).

Varios autores han sugerido que el timo representaria un reloj biologico
para el envejecimiento inmunolégico, pero la alta sensibilidad de éste érgano a fac-
tores ambientales extrinsecos a él, tales cdmo infecciones, dietas (especialmente
zinc), estrés y cambios en las hormonas neuroenddcrinas, le restan peso a ésta teo-
ria (Fabris 1990).

Se demostré que la melatonina, principal neurohormona de la glindula
pineal, puede afectar las funciones timicas y la regulacion del sistema inmune. La
melatonina puede regular el recambio de zinc. Durante el envejecimiento los nive-
les plasmaticos de zinc y melatonina caen y la administracion de éste cation puede
restaurar las funciones inmunolégicas. El tratamiento crénico con melatonina de
ratones senescentes o el transplante de pineales de ratones jovenes dentro del timo
de ratones senescentes pudieron corregir la disminucion de la funcién del timo en-
docrino, aumentar el peso del timo y su celuraridad, también restauraron a valores
de ratones jovenes la expresion de los timocitos de fenotipo CD. A nivel periférico,
pudieron restaurar el numero y subtipo de los linfocitos circulantes y esplénicos.
Estos tratamientos pudieron restaurar los niveles plasmaticos de zinc y aumenta-
ron el tiempo de vida de los ratones. Al contrario, la lesion estereotixica de pinea-
les de ratones jovenes o el transplante de pineales de ratones senescentes conduje-
ron a una rapida involucién del timo, alteracion del numero y subtipo de linfocitos
circulantes y considerable reduccion del tiempo de vida de éstos animales. En base
a estos datos se ha sugerido que seria a nivel de la glindula pineal que se localizaria
el marcapasos que gobierna el proceso de envejecimiento (Lesnikov ef al 1992,
Lesnikov and Pierpaoli 1994, Mocchegiani ef al 1994, Pierpaoli and Regelson
1994).

El descubrimiento de que los sistemas inmune y neuroendocrino constituyen una
red integrada sugiere que algunas alteraciones en los sistemas inmune y neuroen-
décrino durante el envejecimiento son mutuamente interdependientes incluso a
muy avanzada edad. El tratamiento de animales viejos con tiroxina, GH 0 GnRH
inducen el re-crecimiento del timo, la recuperacion del timo endécrino con aumen-
to de la secrecion de timulina y de algunas de las funciones del sistema inmune.
Los individuos viejos que padecen hipertiroidismo poseen una funcién enddcrina

del timo similar a las de un adulto joven. El transplante de timos neonatales en
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animales senescentes corrige los niveles circulantes de tiroxina e insulina y la ex-
presion de receptores f-adrenérgicos en el cerebro y otros tejidos. Estos y otros
datos sugieren que la descoordinacion entre el sistema inmune y el neuroendécrino
es responsable de por lo menos de algunas de las disfunciones asociadas al enveje-
cimiento. Se podria asumir que el acervo genético de un individuo esti puesto a
punto para asegurar correcciones fisiolégicas en las interacciones entre los sistemas
nervioso, inmune y neuroenddcrino. Este mecanismo de control se iria agotando a
medida que pasa el tiempo debido a que el individuo esta expuesto a estimulos es-
tresantes (psicoemocionales, sociales, quimicos, antigénicos, etc.), los que varian
cuali- y cuantitativamente de individuo a individuo. Esto explicaria las diferencias
individuales en el control de la red homeostitica que se observan a nivel individual
durante el desarrollo y el envejecimiento. Entonces, la incidencia de enfermedades
podria producirse por un pobre desarrollo de la red homeostatica en el individuo
y/o por la acumulacion del desgaste que van produciendo los diversos estimulos
estresantes que afectan al individuo a medida que pasa el tiempo. A medida que se
pierde la capacidad de control homeostitico la respuesta al siguiente estimulo es-
tresante causa un mayor descontrol en la red y como consecuencia la probabilidad
de incidencia de enfermedades crece exponencialmente a medida que se envejece.
Una alternativa a esta idea, que propone un plan genético unico modificado
por las variaciones debidas a modificaciones mediante estimulos aleatorios de la
red, es que hasta la madurez sexual todos los cambios en el desarrollo estén genéti-
camente programados y que luego de la madurez sexual: a) exista un programa
para el envejecimiento o b) no haya otro programa, pero que el anterior termine y
a partir de alli 1a red se deje sujeta a las modificaciones aleatorias del entorno.
Ambas ideas se apoyan en los mismos hechos experimentales y permanecen viables,
siendo necesario un mayor aporte experimental para dilucidar cual de las dos es

mas probable (Fabris 1990, Goya 1991).
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OBJETIVOS

RESUMEN DEL ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO SOBRE EL TEMA:

El campo de la neuroinmunomodulacion ha experimentado un desarrollo
explosivo durante los iltimos aiios. La visién actual es que los dos principales sistemas
integrativos de los animales superiores, el inmune y el neuroendocrino, funcionan
coordinadamente como una red homeostitica bidireccional. En gerontologia, por otra
parte, la declinacion progresiva asociada al envejecimiento que se observa en las
funciones inmune y neuroenddcrina es considerada como un factor causal clave del
envejecimiento sistémico en mamiferos (Meites ef al 1987, Goya 1991). Aunque el
estudio de la neuroinmunomodulacion durante el envejecimiento esta atin en sus
albores, algunos de los resultados publicados sugieren un enorme potencial para el
desarrollo de estrategias interventivas tendientes a restaurar funciones fisiologicas en
mamiferos viejos por medio de manipulaciones neuroinmunes. Por ejemplo, se ha
reportado que la inyeccion de linfocitos maduros de ratones normales en ratones
enanos de la cepa Snell-Bagg o la reconstitucion de su sistema linfoide con hormona de
crecimiento (GH) y tiroxina (T,) prolonga marcadamente la vida media de estos
animales de vida breve (longevidad promedio: S meses). No sélo fueron corregidas las
deficiencias inmunes sino que también otras caracteristicas no inmunes asociadas al
envejecimiento tales como el encanecimiento y caida del pelo, atrofia cutinea y
subcutanea, cataratas bilaterales y el recambio celular reducido, fueron prevenidos en
animales de 7 meses (Fabris et al 1972). En otros estudios se ha demostrado que el
transplante de timo neonatal en ratones viejos es capaz de corregir sus niveles séricos
anormales de triiodotironina e insulina, al igual que la respuesta disminuida de sus
glandulas submandibulares al isoproterenol (Pintanelli ef al 1978). Asimismo se ha
demostrado que el transplante de timo neonatal en ratones viejos revierte la reduccion
asociada al envejecimiento en la densidad de adrenoreceptores 3, en la corteza cerebral
(Viticchi et al 1989) y que corrige, ademas, el incremento en el volumen nuclear
promedio de los hepatocitos de animales viejos (Pieri ef al 1980). Estos y otros
resultados estan generando un creciente interés en el estudio de las interacciones timo-

neuroenddcrinas durante el envejecimiento.
Hormonas timicas y envejecimiento:
El timo endo6crino produce una serie de sustancias inmunoregulatorias, algunas

de las cuales resultan también activas sobre ciertos circuitos nerviosos y endécrinos

(Hall et a 1985). Goya y colaboradores han demostrado que la timosina fraccion 5
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(TFS) y la hormona timica homeostatica (HTH), dos preparaciones timicas de origen
bovino, tienen actividad inhibitoria sobre la secrecion de tirotrofina (TSH) en ratas
jovenes pero no en animales viejos (Goya et al 1987, Goya et al 1988, Goya et al 1989).
Ademas, la administracién intravenosa de HTH fue capaz de reducir la GH plasmatica
e incrementar los niveles circulantes de corticosterona en ratas jovenes y viejas, aunque
estas respuestas fueron mucho mas débiles en los animales viejos (Goya ef al 1989,
Goya et al 19990). Estos resultados sugieren que el envejecimiento produce una
progresiva desensibilizacion del sistema neuroendocrino a las sefiales quimicas del
timo. La preparacién de HTH utilizada por Goya y col. en los estudios in vivo arriba
citados consistié en un extracto timico cromatograficamente homogéneo, tambien
conocido como la preparacion de Bernardi-Comsa. En 1985 Reichhart y col.
(Reichhart et al 1985) purificaron exhaustivamente esta preparacion logrando
establecer que HTH consiste en dos cadenas polipeptidicas, HTHI y HTHR, cuyas
secuencias aminoacidicas resultaron ser idénticas a las de las histonas H2A y H2B,
respectivamente. Estos hallazgos alentaron la exploracion, por un lado la actividad de
las histonas y otras substancias relacionadas, sobre la secrecion de hormonas
pituitarias y por el otro, el impacto del envejecimiento sobre estos efectos. En estos
estudios el grupo argentino encontré que el péptido MB3S (que es idéntico a un
fragmento de la histona H2A) y los complejos histona-ADN indujeron una significativa
respuesta secretoria de ACTH en células hipofisarias dispersas de rata joven y en
menor medida, en células de ratas maduras (Goya ef al 1993). Estos hallazgos sugieren
que ciertos complejos nucleoproteicos (nucleosomas) al ser liberados al medio
extracelular podrian actuar como seiiales hipofisiotropas. Por otra parte la sensibilidad
hipofisaria a estas sefales parece disminuir con la edad.

Reciprocamente, la actividad endécrina del timo parece ser significativamente afectada
por los disbalances asociados a la edad que ocurren en la funcién neuroendodcrina. Esto
ha sido particularmente bien establecido para la timulina (conocida previamente como
"facteur thymique serique' o FTS), un nonapéptido timico inmunoregulatorio, cuya
estructura y regulacion han sido estudiadas extensamente en Francia, por el
laboratorio de la Dra. Mireille Dardenne, con quien el Dr. Goya posee una estrecha
colaboracién, (Bach et al 1976, Dardenne et al 1989, Dardenne and Savino 1990). Se
sabe, por ejemplo, que en roedores viejos existe una correlacion significativa entre la
declinacién en los niveles de T, y la reduccién de FTS circulante (Fabris and
Mocchegiani 1985). Ademis, el tratamiento de ratones viejos con T, (18) o extractos
hipotalamicos de ratones jovenes (Folch ef al 1986) resulto en la reaparicion de niveles
detectables de FTS circulante (tipicamente, la FTS cae a niveles plasmaticos no
detectables en el raton durante el envejecimiento). En perros viejos, el tratamiento con
hormona de crecimiento bovina, restaura parcialmente sus deprimidos niveles

circulantes de timulina (Goff e al 1987).
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OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Se propuso estudiar el efecto del envejecimiento sobre los ejes timo-hipofisarios:

el timico-tirotréfico, el timico-gonadotrofico y el timico-somatomamotrofico.

Los objetivos especificos fueron:

1.- Comparar las respuestas secretorias tirotropa, gonadotropa, somatotropa y
prolactotropa en células pituitarias dispersas de ratas jovenes y viejas cuando se
perifunden con: a) diferentes dosis de histonas, y nucleoproteinas b) los péptidos
timicos sintéticos MB-35 y timulina asi como otros productos secretorios provenientes
de distintas lineas de células epiteliales timicas (TEC) las cuales se hallan bien

establecidas en el laboratorio francés que participa en este proyecto.

2.- Evaluar a) la capacidad de distintas dosis de los productos timicos e histonas arriba
mencionados para inducir la liberacién de prolactina (PRL), hormona de crecimiento
(GH), hormona luteinizante (LH), hormona foliculoestimulante (FSH) y tirotrofina
(TSH) en células hipofisarias de ratas jovenes y senescentes incubadas durante
distintos tiempos con los productos arriba mencionados, b) la posibilidad de bloquear
la actividad de la timulina y de la histona H3 con anticuerpos especificos generados
contra éstas sustancias, c) las interacciones entre timulina e histonas con secretagogos
especificos de las hormonas hipofisarias mencionadas, hormona liberadora de
tirotrofina (TRH), hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH), hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH), péptido liberador de hormona de crecimiento-6
(GHRP-6), d) que posibles segundos mensajeros (AMPc, calcio, diacilglicerol o

inositoltrifosfato) estarian involucrados en la accion de éstas sustancias.

3.- Evaluar a) las posibles diferencias entre los niveles de DNA sérico entre ratas
jovenes y senescentes y b) si las histonas y el DNA pueden actuar como secretagogos de
las hormonas hipofisarias in vivo utilizando como sistema experimental el de ratas

canuladas conscientes y libres de estrés.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

1) REACTIVOS Y DROGAS

La mayor parte de las drogas y reactivos usados fueron de grado analitico o
ACS.

Sustancia: Origen

Acido ascorbico: Sigma Chem. Co.

Acido clorhidrico: Mallinckrodt.

Acido desoxirribonucleico (DNA): Sigma Chem. Co.
Anticuerpo anti - histonas (H1 + H3) (NT2): Dr. Allan L. Epstein, Univ. So. Calif.
Sch. Med. Dept. Phatol., USA

Anticuerpo anti - timulina: Dra. Mireille Dardenne, Hopital Necker, Paris, Francia.
Aprotinina (Trasylol): Bayer.

Azida de sodio: Sigma Chem. Co.

Azul Tripan: Sigma Chem. Co.

Bicarbonato de sodio: Anedra.

Bisbenzimidazole (Hoechst H 33258): Sigma Chem. Co.
Biogel P-2: Bio - Rad.

Cafeina anhidra: Sigma Chem. Co.

Carbonato de sodio: Mallinckrodt.

Cloroformo: Anedra.

Cloruro de litio: Carlo Erba.

Cloruro de sodio: Carlo Erba.

Cloruro de zinc: Sigma Chem. Co.

Colagenasa tipo I'V: Sigma Chem. Co.
Desoxirribonucleasa I (DNAsa I): Sigma Chem. Co.
1,9-Didesoxiforskolin: RBI International.

EDTA: Carlo Erba.

EGTA: Sigma Chem. Co.

Estreptomicina: Sigma Chem. Co.

Facteur thymique serique (FTS): Dra. M. Dardenne.
Fluoruro de sodio: Mallinckrodt.

Forskolin: RBI International.

Fosfato dibdsico de sodio heptahidrato: Sigma Chem. Co.
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Fosfato monobasico de sodio monohidrato: Sigma Chem. Co.

Glicerol: Sigma Chem. Co.

Glucosa: Sigma Chem. Co.

Hidroxido de sodio: Carlo Erba.

Histona H2A: Sigma Chem. Co.

Histona H2B: Sigma Chem. Co.

Histona H3: Sigma Chem. Co.

Hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH o LHRH): Sigma Chem. Co.
Hormona liberadora de somatotrofina (GHRH): Sigma Chem. Co.

Hormona liberadora de tirotrofina (TRH): Sigma Chem. Co.

lodogeno: Pierce.

[1 251]-Ioduro de sodio: NEN.

Iondforo A23187: Sigma Chem. Co.

Nucleohistona: Sigma Chem. Co.

Penicilina: Sigma Chem. Co.

Péptido liberador de hormona de crecimiento-6 (GHRP-6): Dres. Felipe Casanueva
y Carlos Dieguez, Lab. de Endocrinologia Celular y Molecular, Facultad de Medi-
cina, Univ. de Compostela, Santiago de Compostela, Espaiia.

Péptido MB - 35: Dr. Allan Goldstein Dept. Biochem., The George Washington
Univ. Med. Center, USA.

Poli-lisina (Poly-Lys) PM 8,8 kDa: Sigma Chem. Co.

Proteina A : Sigma Chem. Co.

Reactivo de Folin-Ciocalteau: Anedra.

Sephacryl $-200: Sigma Chem. Co.

Seroalbumina bovina (BSA): Sigma Chem. Co.

Sephadex (-25 (Columnas PD-10): Pharmacia Biotech.

Sobrenadantes de cultivos de células epiteliales timicas (TEC) de rata: Dra. M. Dar-
denne.

Sobrenadantes de cultivos de células epiteliales timicas (TEC) de raton: Dra. M.
Dardenne.

Solucion Salina Balanceada de Earle (EBSS):Sigma Chem. Co.

Sulfato de cobre pentahidrato: Merck.

Tartrato de sodio y potasio: Anal Quim.

Timosina fraccion 5 (TF5): Dr. Allan Goldstein

Trifluoroperazina: RBI

Tripsina: Difco.

Tris: Sigma Chem. Co.

Triton X-100: Mallinckrodt.
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2) EQUIPOS

Agitador magnético-calentador GCA Corporation
Balanza analitica con precisién de 0,1 mg Mettler tipo H6T
Balanza de torsion Torbal

Bomba peristailtica Gilson modelo M312

Centrifuga International Equipment Co. modelo UV
Centrifuga refrigerada Sorvall modelo RC-2
Centrifuga Rolco modelo CM36R

Colector de fracciones Gilson modelo FC-100K
Contador gama Tracor Analytic modelo 1191
Espectrofotometro Hitachi modelo 100-40
Espectroflourémetro Aminco modelo SPF-125
Estufa de laboratorio Hidrogenion

Fabricadora de hielo Scotsman modelo AF-20
Freezer hasta -20 °C Kent

Freezer hasta -80 °C Forma Scientific

Incubador metabdlico con agitador GCA Corporation
Microcentrifuga Eppendorf modelo 5410
Microprocesador Hewlett-Packard 41CX
Microscopio Ernst Leitz GMB Wetzlar

pHimetro Wissenschftl-Techn Werkst:itten
Refrigerador Turena

Vortex Precytec

3)MISCELANEA

Agujas 20G1 y 21G1 Terumo Corporation

Canulas de polietileno de uso quirurgico de 1,5 mm de diametro exterior C&R
Guillotina Harvard Apparatus

Hemacitometro American Optical

Jeringas de 2, 5y 10 ml Prexajet

Material de plastico: tubos de Kahn, tubos 72, tubos 52 y vasos graduados Polistor
Material de vidrio: vasos de precipitado, probetas, matraces aforados, matraces de
Erlermeyer y pipetas IVA y Pirex

Pipetas de 0,5 10, 10 100 y 100 1000 Eppendorf

Pipetas multidispensadoras Eppendorf

Pipetas P-20, P-100, P-200, P-1000 y P-5000 Gilson

Tijera para cirugia ocular Moira

Tubos para microcentrifuga de 0,5 y de 1,5 ml Eppendorf

Tweezers y tijeras Dumoxel
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METODOS

1) ANIMALES

Se utilizaron ratas hembras jovenes (4 meses), adultas (10 meses) y senes-
centes ( 31 meses) de la cepa Sprague-Dawley. Las mismas fueron gentilmente pro-
vistas por Laboratorios Bago, Argentina con una edad de 2 meses y se dejaron en-
vejecer hasta la edad adecuada para realizar los experimentos en el Bioterio Cen-
tral de la Facultad de Ciencias Médicas, UNLP a una temperaturade 22+ 2°Cy
con un ciclo luz/oscuridad de 14:10 horas. El alimento y el agua estuvieron dispo-

nibles ad libitum.

2) OBTENCION DE CELULAS DISPERSAS DE ADENOHIPOFISIS DE RATA

Ocho a doce ratas se decapitaron entre las 8 y 9 horas de la maiiana, se re-
cogié la sangre (un tubo por animal), la que se dejo coagular, se centrifugé a 5.000
rpm durante 10 min. y el suero obtenido se guardé a - 20 °C hasta el momento de
realizar los ensayos hormonales. Se separé con tijera la piel de la region craneana y
luego se corto el craneo de manera de exponer el cerebro, mediante la introduccion
de la tijera por el agujero occipital y cortando la calota por los surcos que hay a la
derecha y a la izquierda, empujando la punta de la tijera hacia arriba para no da-
iiar el cerebro y luego levantando la calota a fin de exponer el cerebro (Fig. M1A).
Se cortaron los nervios épticos y se levanté cuidadosamente el cerebro (Fig. M1B).
Con una pinza se removio6 la duramadre que recubre la silla turca donde se aloja la
hipéfisis (Fig. M1C). Una vez hecho esto, se extrajo la hipéfisis con sumo cuidado,
se peso y se coloco en una capsula de Petri conteniendo Solucion Salina Balanceada
de Earle (EBSS) correctamente diluida con agua destilada segiin lo indicado por el
proveedor. A esta solucion se le agregé ademas 2 g/l de glucosa, 0,5 % de seroal-
bumina bovina (BSA), 30 ug/ml de acido ascorbico, 20 pg/ml de penicilina y 30
ng/ml de estreptomicina (Fig. M1D). Luego se separé el 16bulo posterior de la ade-
nohipéfisis(Fig. M1F). Una vez obtenidas todas las adenohipéfisis, éstas se seccio-

naron en 8 porciones.
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FIGURA MJ1: Diseccion de la hipdfisis en la rata. A) luego de eliminar la calota
queda expuesto el cerebro, B) cerebro visto desde la region inferior,la flecha curva
sefiala el hipotilamo, C) al remover el cerebro queda expuesta la hipdfisis recubierta
por la duramadre donde lo sefiala la flecha curva, E) el asterisco muestra el lugar
que ocupo la hipdfisis luego de su remocion, la silla turca, D) adenohipdfisis con su
porcion neurointermedia, F) adenohipdfisis luego de remover la neurointermedia
donde muestra la flecha curva.

A) Dispersion celular con tripsina

Las secciones se colocaron en un tubo de plastico con tapa conteniendo 8 ml
del medio arriba mencionado con el agregado de S mg de tripsina y S mg de deso-
xirribonucleasa I (DNasa tipo I). El tubo se colocé en un incubador a 37 °C bajo

agitacion continua durante una hora.
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B) Dispersion celular con colagenasa

Las secciones se colocaron en un tubo de plastico con tapa conteniendo 8 ml
del medio arriba mencionado con el agregado de 30 mg de colagenasa tipo IVy S
mg de DNasa tipo 1. El tubo se colocé en un incubador a 37 °C bajo agitacion con-
tinua durante una hora.

En ambos casos (A4 y B), se procedié a la dispersion celular, primero grose-
ramente con una pipeta de vidrio de S ml y luego con una pipeta Pasteur con la
punta flameada con el objeto de eliminar las superficies cortantes para evitar rotu-
ra celular. Luego la suspension celular se pasé a través de una malla de 100 pm
para eliminar fragmentos de tejido y grandes agregados celulares. Todos los sobre-
nadantes se centrifugaron a 1000 rpm (150 g) en una centrifuga refrigerada a 4 °C
durante 15 a 20 min, los sobrenadantes se descartaron y los pellets se resuspendie-
ron en el volumen adecuado de medio de incubacion (MI) que contenia EBSS con
los agregados mencionados en el inciso A) y S0 KIU/ml (7 pg/ml) de aprotinina
(Trasylol, Bayer).

Se tomo6 una alicuota de S0 pl para estimar la viabilidad celular y otros 100

ul para determinar el contenido de DNA de la suspension celular.

C) Determinacion de la viabilidad celular

Las células se contaron utilizando una cimara cuenta glébulos de Neu-
bauer, con microscopio binocular. La viabilidad celular se estimé utilizando el co-
lorante Azul Tripan al 0.4 % en solucion salina (9 g/l de NaCl). A 50 ul de cada
suspension celular se le agregé 50 ul de solucion de Azul Tripan, se mezclé con sua-
ve agitacion y se contaron las células totales y viables dentro de los 10 minutos.

Segiin se muestra en la figura M2, la dispersion celular con colagenasa per-
mite obtener un mayor porcentaje de células viables que mediante el uso de tripsi-
na. Por esta razon, se opté por el uso de la dispersiéon celular con colagenasa en los

experimentos subsiguientes.
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FIGURA M2: Porcentaje de viabilidad celular segitn el método del azul tripdn,
luego de dispersar las células hipofisarias luego de una hora de tratamiento de las
hipdfisis de ratas hembras con 0,63 mg/ml de colagenasa o de tripsina respectiva-
mente. En este sistema, el porcentaje de viabilidad obtenido por medio del trata-
miento con colagenasa fue mayor (p < 0,05, n = 4) que mediante el uso de tripsina.
Los resultados se muestran como x+ SEM.

3) DETERMINACION DEL CONTENIDO DE DNA

Para determinar la concentracion de DNA en homogenatos celulares se uti-
lizo el método de Brunk (Brunk er al 1978). El mismo posee una sensibilidad del
orden del ng y una alta especificidad. Es un método flourométrico que utiliza como
colorante fluorescente el bisbenzimidazole (Hoechst H 33258) el cual incrementa
unas 20 veces su fluorescencia cuando se compleja con el DNA; ningin otro com-
ponente celular produce una flourescencia significativa. El método es lineal hasta
una concentracion de 1 mg/ml de DNA y no es afectado por el pH en un rango de 5
a 10 unidades. Ademas, debido al empleo de un estindar interno este método evita
el apagamiento (quenching) debido a los componentes celulares o el buffer. La lon-
gitud de onda de excitacion es de 365 nm y la de emision es de 450 nm.

Se preparé una solucién de DNA puro, en agua destilada, se determiné su
concentracion midiendo absorbancia a 260 nm (1 mg/ml DNA posee una A260 =
20, seguan lo indicado en la planilla de control de calidad de SIGMA), se ajust6 su
concentracion a 20 ug/ml y se alicuot6 en tubos Eppendorf de 500 pl. Cada alicuo-
ta se mantuvo a -20 °C hasta el momento de su uso.

En el buffer de trabajo, constituido por 100 mM NaCl, 10 mM EDTA y 10

mM Tris pH = 7, se disolvié el Hoechst H 3358 a una concentracion de 100 ng/ml.
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En cada determinacion, se colocaron 3 ml de buffer en la cubeta del espec-
troflourémetro y se midid la fluorescencia sin homogenato, luego se agregé 15 pl
del homogenato celular y se midid la fluorescencia. Esto fue seguido por una se-
gunda, tercera y cuarta adicién de homogenato. Luego se agregé 4 veces 15 ul de
estandar y se midio en cada caso la fluorescencia. Finalmente, se trazo el grafico
fluorescencia en unidades arbitrarias (%) vs. volumen (ul) del homogenato o el
estandar. Por comparacion de las pendientes que determinaron ambas rectas se

pudo calcular la concentracién de DNA en cada homogenato, mediante la siguiente

formula;

Concentracion de DNA (ug/ml)= 20 x m,/m,
siendo:
m; = pendiente de la recta obtenida al agregar el homogenato

m, = pendiente de la recta obtenida al agregar el estandar.

Segun se aprecia en la figura M3, la existencia de una alta correlacion entre
el conteo celular y la determinacion de su contenido de DNA permitié que en todos
los experimentos se determine dicho contenido con el fin de estandarizar la canti-

dad de hormona liberada como ng hormona/ug DNA.

025 T T 1 1 I 1 !

0.20

0.15

0.10 |

células (millones/ml)

0.05

OOO Il 1 Il 1 | 1 L | 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

DNA (ug/mil)

FIGURA M3:Grado de correlacion existente entre el conteo de células hipofisarias

de ratas jovenes mediante el uso de una camara de Neubauer y la determinacion de
DNA hipofisario total en 4 experimentos independientes en cada uno de los cuales las
determinaciones se realizaron por triplicado. En linea continua se indica la recta
obtenida por medio del andlisis de regresion y en linea de trazos su corredor de erro-

res para un nivel de correlacion del 95 %. (n = 4).
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4)PERIFUSION CELULAR

Cada suspension celular preparada como se indicé anteriormente se mezclo
con 750 mg de Biogel P-2, malla: 200 - 400, que previamente se habia hidratado
toda la noche con 10 ml de EBSS e inmediatamente antes de su uso se le eliminé el
medio sobrenadante y se degased en un desecador al cual se le hizo vacio con una
bomba de vacio. La mezcla de células dispersas y Biogel preparada como se indico,
se introdujo en una jeringa plastica de 2,5 ml (columna), aspirando la mezcla den-
tro de la columna y dejandola sedimentar, luego se removio el exceso de fluido y se
procedio a cargar mas mezcla repitiendo la operacion hasta que todo el Biogel fue
empaquetado y el exceso de medio eliminado. La mezcla de células y Biogel se em-
paqueté la mezcla en un volumen final de aproximadamente 2 ml. El émbolo de
cada columna estuvo atravesado por la punta de un tip Eppendorf de 10 pl que fue
luego, cortado a ras del émbolo. Una malla de nylon de 10 pm de tamaiio de poro
fue colocada sobre el émbolo para evitar pérdida de células y particulas a través
de la columna. El otro extremo del émbolo fue ligado a una canula plastica por
medio de una resina epoxi (Poxipol®). Cada columna estuvo colocada en forma
vertical y el MI fue bombeado desde la punta hacia el émbolo mediante una bomba
peristaltica cuyo flujo fue ajustado a 1 ml/min, manteniéndose el volumen muerto
entre 0,1 y 0,2 ml. En cada experimento se usaron 2 columnas sincronizadas en
paralelo, siendo la longitud de la tubuladura la misma para ambos circuitos. Las
columnas se mantuvieron en un baio de agua a 37 °C (Fig. M 4 y MS) y se hizo
control de pH del MI durante todo el experimento.

Las columnas se dejaron perfundiendo con MI por 4 hs. a fin de estabilizar
el sistema. Luego las sustancias a ser testeadas (estimulos), disueltas en MI fueron
bombeadas a través de las columnas por espacio de 3 min, dejando un intervalo de
30 min. entre los sucesivos estimulos, periodo durante el cual se bombeo MI solo.
Al final de cada columna un colector de fracciones recogio fracciones de perifusato
de 1 ml. Ambos colectores de fracciones fueron sincronizados de tal manera que los
mismos cambiaran simultineamente de tubo. Las fracciones recogidas se guarda-

ron a - 20 °C hasta el momento de realizar los ensayos hormonales.
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FIGURA M4: Diagrama del sistema de perifusion utilizado.

FIGURA MS5: Fotografia del sistema de perifusion utilizado, donde se muestra la
bomba peristiltica, el bafio termostitico que contiene el M y en este caso una sola
columna y el colector de fracciones.
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S) INCUBACION DE CELULAS DISPERSAS

La dispersion celular fue diluida con MI de tal manera de obtener aproxi-
madamente 2 x 109 células/ml y de esa suspension celular se dispensaron 200 pul en
tubos Eppendorf de 1,5 ml, luego se agreg6 0,8 ml de MI precalentado a 37 °C a
cada tubo y se incubé en un incubador metabélico a 37 °C por espacio de 20 min.
Al cabo de este lapso, los tubos se centrifugaron en microcentrifuga Eppendorf a
2.000 rpm durante 2 min. Los sobrenadantes de esta preincubacion se recogieron
en tubos de Kahn y se guardaron a - 20 °C hasta el momento de realizar las deter-
minaciones hormonales y con el fin de poder descartar aquellos puntos en los que
la cantidad de hormona liberada/ug de DNA estuviera por debajo (falta de res-
puesta) o por encima (células rotas) del intervalo de confianza para la cantidad de
hormona liberada a los 20 min. Cada pellet se resuspendio 1 ml de MI conteniendo
la concentracion adecuada del estimulo a evaluar mediante suave agitacion. Los
tubos se incubaron en un incubador metabélico a 37 °C, bajo agitacion continua
durante los siguientes periodos de tiempo: 5, 10, 15, 20 y 40 min., al cabo de los
cuales, los tubos se centrifugaron por 2 min. a 3.000 rpm con el fin de obtener un
sobrenadante libre de células. El sobrenadante se guardé en tubos de Kahn hasta
el momento de realizar las determinaciones hormonales. Cada pellet se resuspendio6
en 1 ml de solucion fisiologica y se centrifugé a 3.000 rpm durante 2 min., el sobre-
nadante se descartd y el procedimiento de lavado se repitié una vez mas. Luego,
cada pellet se resuspendié en 1 % de Triton X-100 en agua destilada y se sonico
por 1 min. al maximo de la escala . Estos homogenatos se guardaron hasta el mo-
mento de la determinacion de DNA con el objeto de expresar la cantidad de hor-

mona liberada en ng/ug DNA.
6) PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE EMINENCIA MEDIA DE RATA

Se disec6 cuidadosamente el cerebro y se coloco su base hacia arriba (Fig.
M1B). Cada eminencia media (EM), un cuadrado de unos 3 mm de lado que cir-
cunda al tallo hipofisario, se removio con tweezers muy finos y se colocé en un ho-
mogenizador conteniendo 1 ml de una solucién de HCI 0,05 M y acido ascérbico 1
% peso en volumen, mantenida en baiio de hielo. Las EM se homogeneizaron y se
agregé mas solucion de HCI - acido ascérbico hasta obtener una concentracion
equivalente a 1 eminencia media por ml. El homogenato se pasé a tubos Eppendorf
de 1.5 ml, se congelo a - 80 °C y descongelé 3 veces. Luego se sonicé 3 veces por 20
seg., dejando un intervalo de 10 seg. entre cada burst. Posteriormente, cada tubo se
centrifugé a 3000 rpm durante 30 min. El pellet se descarto y los sobrenadantes se

pasaron a un tubo, a partir del cual se hicieron alicuotas de 100 ul cada una, las



132

que se guardaron a - 80 °C hasta el momento de usarlos como estimulos (control

positivo). Esto constituyé la EM no diluida.

7) DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

La cantidad de proteina se determiné por el método de Lowry et. al. (1951)

que se resume a continuacion.

A) Reactivos necesarios

Soluciéon A: 10 g CO3Na en 500 ml de NaOH 0,1 M.
Solucién B: 0,25 g CuSO4.5H5O en 25 ml de agua destilada.
Solucién C: 0,5 g de tartrato de sodio y potasio en 25 ml de agua destilada.
Solucién D:
100 partes de solucion A
0,5 partes de solucion B
0,5 partes de solucion C
Solucion E: partes iguales de Reactivo de Folin-Ciocalteau y de agua destilada.

Solucién de BSA (testigo): 0,4 mg/ml de BSA en NaOH 0,1 M.

B) Procedimiento: se llevo a cabo segun se indica en la tabla M1.

TABLA M1: Protocolo para la determinacion de proteinas por el método de

Lowry.

H,0 BSA SOL.D |SOL E | CONC. |BSA

() (u) (ml) * ) ** | (mg/ml) | (ug)
BLANCO 200 | - 1,0 100 0,00 0,0
T; 170 30 1,0 100 0,06 12,0
T, 155 45 1,0 100 0,09 18,0
T3 140 60 1,0 100 0,12 24,0
Ty 125 75 1,0 100 0,15 30,0
Ts 110 90 1,0 100 0,18 36,0
MUESTRA |200-v | vde 1,0 100 ? ?

muestra

* Al agregar la solucion D se agité con vortex y se deja reposar durante 25 min. a
temperatura ambiente.
** Al agregar la solucion E se agita con vortex y se deja reposar durante 30 min. a
temperatura ambiente.

Una hora antes de leer la absorbancia a 750 nm se enciende el espectrofo-
tometro.

La cantidad de proteina en las muestras se expresé como equivalente de

BSA en mg/ml.
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Aunque el método muestra linearidad en el rango de concentraciones utili-
zadas, cada punto de la curva standard (asi como también las muestras) se midie-
ron por triplicado. Las concentraciones de las muestras se determinaron usando la

recta obtenida del analisis de regresion de los datos provenientes de la curva stan-
dard.

8) RADIOINMUNOANALISIS (RIA) DE LAS HORMONAS ADENOHIPOFI-
SARIAS: GH, PRL, LH, FSH Y TSH

A) Kits

La cantidad de cada hormona liberada por las células hipofisarias fue de-
terminada por RIA con los materiales donados al Director de Tesis y al suscripto
por el National Hormone and Pituitary Program (NHPP), NIDDK, NICHHD,
USDA, USA.

B) lodinacion

Para llevar a cabo las reacciones de iodinacion se utilizo el método del iodo-
geno. El mismo se basa en la generacion de la especie del iodo electrofilica (I) a
partir del Nal y usando iodégeno como reactivo. El iodégeno se disolvio en cloro-
formo a una concentracion de 10 pg/mly 100 pl de la solucidn se colocé en cada
tubo Eppendorf de 1,S ml y se dejo evaporar a temperatura ambiente bajo campa-
na. Una vez evaporado el solvente, los tubos recubiertos con iodégeno se guardaron
a 4 °C hasta el momento de su uso.

El contenido de un vial de 10 ug de la hormona de grado de iodinacion fue
disuelto en 10 pl de NaCO3H, adicionindosele 40 ul de buffer fosfato (PB) 0,5 M
pH = 7,6 sin NaN3. La dilucién de hormona se fracciono en alicuotas de 10 pl que
fueron colocadas en tubos Eppendorf de 500 pl y almacenadas a - 70 °C hasta el
momento de su uso.

Para llevar a cabo la iodinacion, una alicuota de la hormona fue puesta den-
tro de un tubo revestido con ioddgeno y éste fue colocado bajo campana. La reac-
cion se comenzo con el agregado de 0,4 mCi de IIZSI]NaI. A los 20 min. se la detu-
vo por el agregado de 200 pul de PB 0,05 M conteniendo 0,02 % de NaN3.

Con una pipeta Pasteur se tomo la mezcla de iodinacién y se colocé sobre la
parte superior de una columna de Sephacryl S - 200. Entonces suavemente se apli-
¢6 una capa de buffer de elucion constituido por: PBS (NaCl 0,16 M, PB 0,01 M,
pH =7,6) con el agregado de 0,5 % de BSA y 0,02 % de NaN3, se coloco la tubula-
dura de la columna pescando dentro del reservorio de buffer de elucion y mediante

una bomba peristaltica se eluy6 el contenido de la columna a un flujo de 10 ml/h,
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colectandose fracciones de 2 ml. Alternativamente, se utilizaron columnas de Se-
phadex G-25 (PD-10, Pharmacia), para la purificacién de los trazadores, las que se
dejaron eluir por gravedad con el buffer mencionado anteriormente. Luego, se to-
mo una alicuota de 10 pl de cada fraccion y se conté su radiactividad en un conta-
dor gamma. Se utilizé como trazador la fraccion correspondiente al pico de radiac-
tividad. De esa fraccion se prepararon alicuotas de S0 pl, las cuales, se guardaron a
- 20 °C hasta el momento de realizar el RIA. También se guardaron por si fuese
necesario usar, las fracciones adyacentes izquierda y derecha al pico.

En la fig. M6 se muestra un grafico tipico del resultado de una iodinacion utilizan-

do una columna PD-10,

cpm/10ul
2500000

I I I

IODINACION DE

rFSH

Columna: PD-10

2000000

1500000

T

1000000

500000

0 L—
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fraccion # (2ml por fraccion)

FIGURA MG6: Ejemplo del resultado de una iodinacién utilizando una columna
PD-10.
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¢) RIAs

Los RIAs para las diferentes hormonas se realizaron de acuerdo al esquema gene-
ral indicado en la tabla M2.

Luego, se incubo toda la noche a temperatura ambiente, se agregé 50 pl de
proteina A al 1 % (alternativamente se usé segundo anticuerpo) en PBS, se incubo
30 min. a temperatura ambiente y se centrifugé por 25 min. a 3000 rpm. Se aspiré
el sobrenadante con una pipeta Pasteur conectada a una trampa de agua y el pellet
se conté en un contador gamma. Las concentraciones de hormona inmunorreacti-

vas fueron obtenidas utilizando el programa RIA (logit - log) version 3.3 del Labo-

ratoire D'Endocrinologie Moleculaire, Chul, Quebec (1988). Los tubos TC, NSB,

B y los correspondientes a los standards fueron medidos por triplicado, mientras

que las muestras lo fueron por duplicado.

TABLA M2: Protocolo general utilizado para el dosaje por RIA de las hormonas
hipofisarias: GH, PRL, LH, FSH y TSH.

CUENTAS TO- UNION NO UN]ON STANDAR
TALES (TC) ** | ESPECIFICA | MAXIMA DO
(NSB) ** (Bp) ** MUESTRA
ofe ok
BUFFER* (ul) | -—-——-- 300 250 200
STANDARD O | <= | eeeeee | eeeeee 50 ***
MUESTRA (ul)
ANTICUERPO | —-eeee= | coeeeee 50 50
(1)
[1431]- HOR- | 50 50 50 50
MONA (ul)

* El buffer utilizado PBS + 1,0 % de BSA y 0,02 % de NaN3.

** Nombre asignado a los tubos.

*** Las muestras se diluyeron convenientemente a fin de obtener lecturas cercanas

al 50 % B.

Las concentraciones en ng/ml de los standards utilizados se indican en la tabla M3.
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TABLA M3:Concentraciones de GH, PRL, LH, FSH y TSH en ng/ml utilizadas
para las determinaciones de las curvas estindares.

TUBO | TUBO | TUBO | TUBO | TUBO | TUBO | TUBO | TUBO | TUBO
1 2 3 4 5 6 7 8 9
LH 500 250 125 62,5 31,3 15,6 7,81 3,91 1,95
FSH | 500 250 125 62,5 31,3 15,6 7,8 3,91 1,95
GH 200 100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78
PRL | 200 100 S0 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78
TSH | 1000 | 500 2350 125 62,5 31,3 15,6 7,81 3,91

Estas diluciones fueron preparadas a partir de los viales originales reconsti-
tuidos con 1 ml de una mezcla de S0 % de glicerol en agua destilada que fueron
mantenidas a - 20 °C hasta el momento de usar.

La dilucién optima de cada anticuerpo (Ab) fue determinada por titulacion
luego de la reconstitucion de cada vial, realizando 6 B por triplicado con diferen-
tes diluciones de los Abs. En general las diluciones utilizadas fueron las indicadas

en la tabla M4.

TABLA M4: Dilucién éptima de los anticuerpos usados en los RIAs de GH, PRL,
LH, FSH y TSH.

anti-LH |anti-FSH |anti-GH anti-PRL. |anti-TSH

1/dilucion 200 300 23500 1500 800

Los viales de anticuerpos también fueron reconstituidos con glicerol-agua y man-
tenidos a - 20 °C hasta el momento de su uso.

Las caracteristicas principales de los RIAs descriptos se indican en la tabla M3.

TABLA MS5:Caracteristicas principales de los RIAs utilizados.

DEs, %By/Tc %NSB/T.
LH 15.0 £ 0,65* 23,8 + 1,60 1,27 % 0,02
FSH 19,5+ 1,1 14,3+ 0,49 1,88 % 0,10
GH 9,17 + 0,37 27,8 + 0,54 4,76 £ 0,25
PRL 12,4 % 0,45 21,0 £ 0,85 2,97 + 0,08
TSH 31,7+3,9 22,7+ 2,51 1,41 0,08

* media + SEM (n = 6) DEg( = concentracién de hormona para la cual el %B/Bgy =
50 (ng/ml), By = unién maxima (cpm), Tc = cuentas totales (cpm) y NSB = union no

especifica (cpm).
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9) ESTIMULOS UTILIZADOS

A) Eminencia media: se utiliz6 como control positivo. En el momento de usar la
EM como estimulo se la diluy6 convenientemente en M1 y se ajust6é su pH a 7,4 con
NaCO3zH sélido.

B) Sobrenadantes de cultivos de células epiteliales timicas (TEC) de rata o de raton:
se utilizaron sin diluir o diluidos 1/10 en MI.

¢) Zn(Cl»: se preparé una solucién al 0,86 pg/ml en M1 y se ajusté el pH a 7,4 con
NaCO3zH solido.

D) Facteur thymique serique (FTS): se prepararon distintas diluciones de este no-
napéptido sintético en ML,

E) Timulina (FTS-Zn): a distintas diluciones de FTS se les agregé ZnCl, hasta lle-
varlo a una concentracion de 0,86 ng/ml y luego se ajusté el pH a 7,4 con NaCOzH
solido.

F) Timosina fraccion 5 (TF3): se utilizé a una concentracion de 0,5 mg/ml en MI.
G) Péptido MB 35: este péptido sintético se utilizé a una concentracion de 1 uM en
MI.

H) Nucleohistona e histonas H2A, H2B y H3: se prepararon suspensiones de estas
substancias en MI sin BSA, las cuales se sonicaron por S min y luego se centrifuga-
ron por 20 min. a 10.000 rpm para eliminar toda particula solida. A una alicuota
del sobrenadante se le determiné el contenido de proteinas por el método de
Lowry. Al resto se le agregé BSA hasta obtener una concentracion del 0,5 %.

I) Sobrenadantes de histona H2A y de nucleohistona: se prepararon suspensiones de
estas sustancias en MI sin BSA, las cuales se sonicaron por S min, centrifugandose
luego por 20 min a 10.000 rpm. Los sobrenadantes, en volimenes de 2 ml, se colo-
caron en filtros Centricén con un limite de exclusion de pesos moleculares mayores
que 10 KD y se centrifugaron a 6.000 rpm durante 40 min. Se combinaron los
efluentes de los filtros y a una alicuota de éstos se le determiné el contenido de pro-
teinas por el método de Lowry. Al resto se le agrego BSA hasta obtener una con-
centracion de 0,5 %.

J) Mezcla de histona H2A y péptido MB 35: a dispersiones de 30 y de 6 uM se les
adicion6 péptido MB 35 hasta tener una concentracion de S uM en dicho péptido.
K) Dilucion de anticuerpo NT2 (anti - histonas H1 y H3) monoclonal: se preparé
una dilucién 1/50 en ML

L) Histona H3 neutralizada con anticuerpo TNT2: a una preparaciéon de histona H3
30 y 6 uM en MI se le agregé anticuerpo TNT2 (gentileza del Dr. Alan L Epstein,
Dept. of Pathol. and Biochem., School of Medicine, Univ. of Southern California,
Los Angeles, USA) y se incubé por espacio de 2 hs. a 37 °C. La mezcla se centrifugo

durante 10 min. a 3.000 rpm y al sobrenadante se lo utilizé como estimulo.
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M) Anticuerpo anti - timulina : se preparé una dilucién de Ab conejo anti - timuli-

na 1/500 en ML

N) Neutralizacion de timulina con Ab anti - timulina: a diluciones 10-3 -10-8 M de

FTS-Zn se les agregé Ab anti - timulina hasta obtener una dilucion 1/500 y se los

incubo durante 2 hs. a 37 °C. Las mezclas se centrifugaron durante 10 min. a 3.000

rpm y a los sobrenadantes se los utiliz6 como estimulos.

0) Neutralizacion de TEC de rata con Ab anti - timulina: una dilucion 1/10 de TEC
de rata se neutralizo de igual manera en que se hizo para las preparaciones de
timulina.

P) Efecto del suero normal de conejo (SNC): se utilizé una dilucion de SNC 1/500 y

mezclas con timulina y TEC preparadas como en los puntos anteriores.

10) SUSTANCIAS UTILIZADAS PARA VERIFICAR LOS POSIBLES EFEC-
TOS ADITIVOS O SINERGISTICOS DE TIMULINA E HISTONAS CON LOS
FACTORES LIBERADORES DE LAS HORMONAS HIPOFISARIAS.

Se realizaron incubaciones de células dispersas de rata durante 40 min. (

por cuadruplicado), con los siguientes estimulos disueltos en MI:

1) nada

2) TRH10'uM

3)  GHRP-6 1 uM

4) LHRH 107 pM

5) GHRH 10" pM

6) EM1/30

7) Timulina 10" pM

8) Timulina 10" pM + TRH 10" uM

9) Timulina 10" uM + GHRP-6 1 uM
10)  Timulina 10" pM + LHRH 10 pM
11)  Timulina 10" pM + GHRH 10" pM
12)  Histona H2A 6 yM

13)  Histona H2A 6 uM + TRH 10" uM
14)  Histona H2A 6 pM + GHRP-6 1 uM
15)  Histona H2A 6 pM + LHRH 10° uM
16)  Histona H2A 6 pM + GHRH 10" pM
17)  Histona H2B 6 uM

18)  Histona H2B 6 uM + TRH 10" uM
19)  Histona H2B 6 pM + GHRP-6 1 pM
20)  Histona H2B 6 uM + LHRH 10° pM
21)  Histona H2B 6 pM + GHRH 10" pM



22)
23)
24)
25)
26)
27)
28)
29)
30)
31)

11) INVESTIGACION DEL POSIBLE ROL DEL Ca*2, INOSITOL - P, DIA-

Histona H3 6 uM

Histona H3 6 uM + TRH 10" uM
Histona H3 6 uM + GHRP-6 1 uyM
Histona H3 6 uM + LHRH 107 pM
Histona H3 6 uM + GHRH 10" pM
Poly-Lys 8 uM

Poly-Lys 8 pM + TRH 10" pM
Poly-Lys 8 uM + GHRP-6 1 uM
Poly-Lys 8 uM + LHRH 107> uM
Poly-Lys 8 uM + GHRH 10" pM
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CILGLICEROL Y AMPc EN LA ACCION DE LA TIMULINA Y LAS HISTO-

NAS

Se realizaron incubaciones de células dispersas de rata durante 40 min. (por tripli-

cado), con los siguientes estimulos disueltos en MI:

1)
2)
3)
4)
S)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)
21)
22)

nada

EGTA 5 mM.

Ionéforo A23187 5 uM.

Ionéforo A23187 5 uM + EGTA 5§ mM.
Histona H2A 6 nM.

Histona H2B 6 pM.

Histona H3 6 uM.

Timulina 10~7 M.

Histona H2A 6 uM + EGTA 5 mM.

Histona H2B 6 pM + EGTA 5 mM.

Histona H3 6 pM + EGTA S mM.

Timulina 10°7 M + EGTA 5 mM.

Histona H2A 6 uM + Ionéforo A23187 S pM.
Histona H2B 6 uM + lonoforo A23187 S uM.
Histona H3 6 uM + Iondforo A23187 S pM.
Timulina 10-7 M + Ionéforo A23187 5 pM.

Histona H2A 6 uM + Ionoforo A23187 S uM + EGTA S mM.
Histona H2B 6 uM + Iondforo A23187 S uM + EGTA S mM.

Histona H3 6 uM + Ionoforo A23187 S uM + EGTA S mM.
Timulina 10-7 M + Tonéforo A23187 5 uM + EGTA 5§ mM.
LiCl 10 mM.

Histona H2A 6 pM + LiCl 10 mM.



23)
24)
25)
26)
27)
28)
29)
30)
31)
32)
33)
34)
35)
36)
37)
38)
39)
40)
41)
42)
43)
44)
45)
46)
47)
48)
49)

12) ESTUDIOS CON RATAS CRONICAMENTE CANULADAS

histona H2A y nucleohistona) sobre los perfiles secretorios de las hormonas
hipofisarias, se usaron animales conscientes y con plena libertad de movimiento (i.e.:

animales no estresados) de acuerdo a un diseiio experimental establecido en el

Histona H2B 6 uM + LiCl 10 mM.
Histona H3 6 pM + LiCl 10 mM.
Timulina 10-7 M + LiCl 10 mM.

EM 1/30.

Cafeina 10 mM.

Histona H2A 6 uM + Cafeina 10 mM.
Histona H2B 6 uM + Cafeina 10 mM.
Histona H3 6 uM + Cafeina 10 mM.
Timulina 10-7 M + Cafeina 10 mM.
NaF 10 mM.

Histona H2A 6 pM + NaF 10 mM.
Histona H2B 6 uM + NaF 10 mM.
Histona H3 6 uM + NaF 10 mM.
Timulina 10-7 M + NaF 10 mM.

TFP 15 mM.

Histona H2A 6 pM + TFP 15 mM.
Histona H2B 6 pM + TFP 15 mM.
Histona H3 6 uM + TFP 15 mM.
Timulina 10-7 M + TFP 15 mM.
Forskolin 30 pM.

Histona H2A 6 pM + forskolin 30 uM.
Histona H2B 6 uM + forskolin 30 uM.
Timulina 10-7 M + forskolin 30 M.
Didesoxiforskolin 30 nM.

Histona H2A 6 uM + didesoxiforskolin 30 uM.
Histona H2B 6 uM + didesoxiforskolin 30 uM.
Timulina 10-7 M + didesoxiforskolin 30 uM.
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Para evaluar los efectos in vivo de las distintas sustancias a ser testeadas (DNA,

laboratorio (figs M7 y M8).

fue implantada en la auricula derecha de cada animal a través de la vena yugular

Se canularon ratas jovenes bajo ligera anestesia de éter. La canula de Silastic

derecha. La parte libre del catéter se pasé por debajo de la piel hasta llegar a la parte

posterior del cuello emergiendo a través de una pequeiia incision en la piel
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aproximadamente 1 cm por debajo de la base del craneo. A fin de prevenir infecciones
Se aplicé topicamente estreptomicina sulfato (polvo) antes de suturar.

Dos dias después de la cirugia los animales fueron llevados al cuarto
experimental en jaulas individuales. Se conectaron extensiones de Silastic (20 cm) a la
parte libre de la cinula y esta tubuladura se paso al exterior a través del enrejado de la
tapa de las jaulas. Las canulas se enjuagaron con heparina (100 IU/ml) y los animales
se dejaron, sin perturbaciones adicionales, durante 1 hora como minimo, teniendo libre
acceso al alimento y al agua. Luego se tomaron muestras de sangre (0,4-0,6 ml) cada 30
min, por espacio de S horas. Después de cada toma, los globulos rojos se separaron del
plasma, se resuspendieron en 0,3 ml de solucién fisiologica estéril y se reinyectaron a los
animales correspondientes subsecuentemente a la siguiente extraccion de sangre. En
todos los casos los estimulos fueron inyectados a través de las canulas, en un volumen
de 0,3-0,4 ml de solucion fisiolégica, inmediatamente después de la cuarta extraccion .
Las muestras de plasma fueron inmediatamente congeladas a -20 °C hasta efectuar los

dosajes hormonales.

FIGURA M7: Canulacion de la rata. A) Incision en el hemitorax izquierdo mostrando
la vena yugular izquierda, B) luego de disecar la misma se pasan dos trozos de hilo de
sutura por debajo de ésta, C) se realiza una pequeria incicion en la yugular por donde se
pasa una canula se silastic llegando hasta la auricula izquierda y se sujeta firmemente la
canula atandola con el hilo, D) se atraviesa el cuello del animal con una aguja de grueso
calibre por donde se introduce la canula, E) se sutura la region ventral de la rata y F)
poesteriormente el cuello, luego se hepariniza la canula y se anuda dejando una longitud
aproximada por sobre el cuello de 2,5 cm.
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FIGURA MS8: Rata canulada, con libre acceso al agua y comida, en su jaula el dia
del experimento.

13) ANIMALES TRATADOS CON DEXAMETASONA

Con el fin de correlacionar la involucion timica inducida por dexametasona,
con los cambios en los niveles plasmaticos de ADN, se utilizaron en cada experi-

mento dos grupos de cuatro animales cada uno. En ambos grupos, a cada rata se le
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extrajo sangre de la vena caudal a las 10 hs del dia cero e inmediatamente a un
grupo se le coloco dexametasona (10 ng/ml) en el agua de bebida. A cada rata se le
extrajo sangre de la cola cada dia a las 10 hs durante cuatro dias mas. Cada mues-
tra de sangre fue centrifugada y su plasma se guardé a - 20 °C hasta el momento
de determinar el nivel de ADN. El altimo dia de tratamiento, las ratas fueron de-

capitadas y sus timos inmediatamente pesados.

14) ESTADISTICA

El analisis estadistico de los datos se llevé a cabo mediante ANOVA de una
o dos vias, seguiin correspondiese, seguido por el test de multiples rangos de Duncan
para estimar el nivel de significacion de las diferencias entre medias. Un valor de p
< 0,05 fue considerado significativo. Los calculos estadisticos se realizaron con el

uso del programa Statgraphics® versién 6.0.



144

RESULTADOS

A) IMPACTO DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE LA
FUNCION HIPOFISARIA EN LA RATA

Las ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley utilizadas como modelo ex-
perimental mostraron diversas alteraciones endocrinas durante el envejecimiento.
En efecto, una de las alteraciones observadas fue un aumento significativo, acom-
paiado también por una mayor variabilidad, del peso de la hipéfisis (fig. R1). Se
detectaron también alteraciones significativas asociadas a la edad en los niveles
séricos de GH, PRL, LH, FSH, TSH y T, pero no en el de T; (tabla R1). Los niveles
séricos de GH, LH, TSH y T, disminuyeron, mientras que los de PRL y FSH apa-
recieron aumentados en los animales senescentes.

En un seguimiento previo se estudio longitudinalmente la incidencia acu-
mulativa de tumores mamarios en 4 cohortes de hembras y machos Sprague Da-
wley, a saber : H-1 (79 hembras), H-2 (S5 hembras), M-1 (42 machos) y M-2 (35
machos). La incidencia de esta patologia comenzoé a aparecer a los 13-14 meses de
edad en las hembras y a los 20-21 meses en los machos (fig. R2). A toda edad la
incidencia de tumores mamarios fue mas alta en las hembras. En el caso de los ma-
chos, nunca se vio mas de un tumor mamario por animal mientras que no resulté
raro ver hembras seniles con una historia de 2 0 3 tumores mamarios espontaneos.
La aparicion de multiples tumores mamarios se correlacioné con la presencia de
macroprolactinomas y altos niveles séricos de PRL en los animales afectados.

Como se indico en la introduccion, la histologia adenohipofisaria muestra
conspicuos cambios durante el envejecimiento, particularmente en las ratas hem-
bras. Las mayores alteraciones se observaron en la poblacion prolactotropa de las
hembras, las que mostraron una marcada hiperplasia en las hembras senescentes,
llegando en muchos casos a observarse la presencia de micro o macroprolactinomas
cromofobos (fig [13). Las células gonadotropas, somatotropas y tirotropas mostra-
ron un marcado descenso en su nimero durante el envejecimiento (figs. 112 e 113).
Las células adenohipofisarias de ratas jovenes mostraron respuestas secretorias
dosis-dependientes frente a extractos de EM y en menor medida, frente a pulsos de
KCI (fig. R3). Para todas las hormonas estudiadas, las miximas respuestas secreto-
rias fueron inducidas por extractos de EM 1/10. Las respuestas a EM 1/30 fueron
submaximas, constituyendo, segin la hormona, entre un 30 y un 60 % de la capa-
cidad liberadora maxima (fig. R4). En los experimentos de perifusion que se des-
cribiran en esta tesis, se utilizé extracto de EM 1/30 al principio y al final de cada

experimento, como control positivo de la performance del sistema.
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Cuando se evalué la respuesta a la EM 1/30 de las células hipofisarias pro-
venientes de ratas jovenes, adultas y senescentes mediante incubacion de las mis-
mas durante 40 min. con o sin EM 1/30, se observé que en todos los casos la EM
indujo una respuesta estimulatoria significativamente mayor que el basal corres-
pondiente. Ademas, tanto el basal como la respuesta a EM fueron comparables
entre las células de animales jovenes y adultos pero resultaron significativamente

mayores que las respuestas de las senescentes (fig. RS).
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FIGURA R1: Diferencia entre los pesos de las hipdfisis de ratas hembras jovenes
y senescentes. Los resultados se muestran como X+ SEM para n =30. *=p <0,05.



146

TABLA R1: Niveles séricos de las hormonas hipofisarias y tiroideas de ratas hem-
bras jovenes y senescentes, asi como la relacion de niveles entre ambos grupos. Los

resultados se muestran como x+ SEM(n). *=p < 0,05y **=p < 0,01.

JOVENES (J)

SENESCENTES (S)

RELACION S/J

GH (ng/ml) 34,3 +5,7(18) 7,0 £0,7(19) 0,20 + 0,03(37)
PRL (ng/ml) 26,5 + 4,2(19) 435+3,6(19) 1,64 + 0,21(38)
FSH (ng/ml) 5,1£0,2(13) 7,7 £0,4(13) 1,51 £ 0,08(26)
TSH (ng/ml) 4,3 + 0,2(22) 2’2 + 0,1(21) o 0,51 + 0,02(43)
T4 (ng/dl) 58+0,1(14) 2,5+0,1(13) * 0,43+ 0,01(27)
T; (ug/d) 77,0 £ 7,1(16) 63,5 £ 6,9(16) 0,82 + 0,12(32)
Tumores/100 ratas
240} p 11
4
200} 5
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,;/
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FIGURA R2: Incidencia acumulativa de tumores mamarios.
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FIGURA R3: Masa de hormona, en ng/ug DNA celular, liberada luego de peri-
fundir células de hipdfisis de ratas hembras jovenes con las diluciones indicadas de
extractos de eminencia media (EM) en medio de incubacion (MI) y de KCI en ML
En cada panel se indica el tipo de hormona dosada. Los resultados se muestran como

X+SEM, n=6.
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FIGURA R4: Masas totales (dreas por debajo de los picos) de GH, PRL, LH, FSH
y TSH liberadas en lo experimentos anteriores y expresadas como porcentaje de la
cantidad de hormona liberada por una dilucion de EM 1/10. Se observa que la dilu-
cion de EM 1/30 es capaz de inducir una liberacion de un 30 a 60 %, segiin la hor-

mona en cuestion, de la cantidad de hormona que es capaz de liberar la dilucion de
EM 1/10.
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FIGURA RS5: Efecto de EM 1/30 sobre la liberacion hormonal en incubados de
células hipofisarias de ratas hembras jovenes, adultas y senescentes. En cada panel
se indica la hormona dosada. Los resultados se muestran como X+ SEM, n = 8. ** =
p < 0,01 cuando se compara la respuesta a EM dentro del mismo grupo etdireo. +=p
< 0,05 y ++=p < 0,01 cuando de compara la respuesta al mismo tratamiento con la
de las células de animales jovenes. Para otros detalles ver el texto.
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B) COMPORTAMIENTO DE LAS CELULAS
HIPOFISARIAS FRENTE A LA TIMULINA:
CAMBIOS DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

Estudios en células perifundidas

Se perifundieron células hipofisarias de ratas jovenes y senescentes (fig. R6)
con EM, FTS, ZnC(l,, diferentes dosis de timulina (FTS-Zn) y con sobrenadantes
provenientes de lineas de células epiteliales timicas (TEC) de rata o raton, obser-
vandose que tanto la FTS como el ZnCl, por separado resultaron inactivos en rela-
cion a la secrecion de GH, PRL, LH, FSH y TSH. Por el contrario, la timulina mos-
trd una actividad secretagoga dosis-dependiente para las hormonas mencionadas,
salvo FSH. Tanto los sobrenadantes de TEC de rata como los de raton estimularon
significativamente la secrecion de GH, PRL, LH y TSH. En todos los casos, la can-
tidad de hormona liberada por la EM 1/30 fue similar al comienzo y al final del
experimento, indicando asi un buen funcionamiento del sistema. En todos los ca-
s0s, los picos secretorios de las células de animales senescentes fueron menores que
los producidos por las células de ratas jovenes. Ademas, la secrecion basal de las
células de ratas senescentes fue algo menor para GH, FSH y TSH pero no para

PRL ni para LH.
Estudios con incubados celulares

Los estudios de cinética de liberacion de las cinco hormonas hipofisarias
mencionadas, realizados por incubacion de células de ratas jovenes con distintas
dosis de timulina, mostraron que esta hormona timica estimula la liberacion hor-
monal en forma tiempo- y dosis-dependiente con un perfil dosis-respuesta acam-
panado y un maximo correspondiente a una concentracion de timulina de 10" M
(fig. R7 panel A). Para evaluar la respuesta de las ratas senescentes, se incubaron
células de ratas jovenes y senescentes durante 40 min con las mismas dosis de ti-
mulina y se determiné la cantidad de hormona liberada por sobre el basal ; se ob-
servé que en las células de ratas senescentes la timulina también indujo un perfil de
liberacién hormonal acampanado con un maximo correspondiente a una concen-
tracion de timulina de 107 M. No obstante, la masa de hormona liberada fue me-
nor que la de la contraparte joven (fig. R7 panel B).

Estudios de inmunoneutralizacion, utilizando células hipofisarias de ratas
jovenes mostraron que la preincubacion de timulina o sobrenadantes de TEC por

tres horas con suero de conejo a-timulina bloquea completamente la capacidad



secretagoga de estas preparaciones. Este efecto inmunoneutralizante no se observé
cuando se utilizoé suero normal de conejo en lugar del suero a-timulina (fig. R8).

El estudio del efecto de combinaciones de timulina con secretagogos de ca-
da hormona en células de ratas jovenes, adultas y senescentes incubadas durante
40 min mostré que : a) GHRH produce un efecto aditivo y GHRP-6 un efecto si-
nérgico sobre la liberacion de GH, b) TRH produce un efecto sinérgico sobre la
liberacion de PRL y TSH, ¢) GnRH produce un efecto aditivo sobre la liberacion
de FSH y sinérgico sobre la de LH y d) las células de ratas jovenes y adultas se
comportaron de idéntica manera mientras que las células de animales senescentes,
aunque mostraron las mismas respuestas cualitativas, lo hicieron con una libera-
cion hormonal significativamente menor (fig. R9).

Los experimentos en los que se examiné el posible efecto del EGTA, ionéfo-
ro A23187 (A), EGTA+A, LiCl y TFP sobre la secrecion de las cinco hormonas es-
tudiadas estimulada por timulina en células hipofisarias de ratas jé6venes mostra-
ron que para todas las hormonas, EGTA y EGTA+A disminuyeron significativa-
mente la secrecion estimulada, mientras que A, per se, carecié de efecto. El LiCl
incremento significativamente la secrecion hormonal, mientras que la trifluorope-
razina (TFP) no produjo efecto alguno (fig. R10). En experimentos similares en los
que se usé cafeina, NaF, 1,9-dideoxiforskolin (dideoxi.) y forskolin (forsk.) se en-
contré que todos, exceptuando al dideoxi. fueron capaces de incrementar significa-

tivamente la secrecion estimulada (fig. R11).
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FIGURA R6: Respuestas secretorias de las células hipofisarias de ratas hembras
jovenes y senescentes frente a EM 1/30, FTS 10° M, ZnCl; 0,86 ug/ml, sobrena-

dantes de TEC de rata y de raton y timulina (Tim) a las siguientes concentraciones:
10°, 107, 10° y 107 M. En cada panel se indica el tipo de hormona dosada. Los re-

sultados se muestran como X+ SEM, n = 9. Con -@-@®- se indica la cantidad de hor-

mona liberada por las células de ratas jovenes y con -B-B- la liberada por las células
de ratas senescentes.
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FIGURA R7: A) Cinética de liberacion de GH, PRL, LH, FSH y TSH en células
hipofisarias de rata hembra joven incubadas con timulina a concentraciones de 10° a
10° M. En B se pueden observar las curvas dosis respuesta para liberacion de las
diferentes hormonas por sobre su nivel basal a los 40 min de incubacion de células
hipofisarias de rata joven (barras negras) y senescentes (barras tramadas) frente a
las dosis molares de timulina indicadas anteriormente.Las barras tramadas solapan
la parte inferior de las barras solidas. En cada panel del grupo A se indica la hormo-
na dosada. Los resultados se muestran como X+ SEM, n=6. **=p < 0,01y *=p <
0,05 cuando se comparan con sus respectivos basales.
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FIGURA R8: Efecto del suero normal de conejo (SNC) 1/500 o de anticuerpo anti-
timulina 1/500 generado en conejo, sobre la secrecion de GH, PRL, LH, FSH y TSH
inducida por timulina 107 M o por sobrenadantes de TEC de rata (es de resaltar que
el anticuerpo fue capaz de bloquear la secrecion de de las hormonas hipofisarias
cuando se usaron dosis de 107 a 10° M, datos no mostrados). En cada panel se indi-
ca la hormona dosada. Los resultados se muestran como x+ SEM, n = 5.

**=p < 0,01 y *=p <0,05 cuando se comparan con sus respectivos basales.
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FIGURA RO9:Efecto de GHRH 0,1 uM, GHRP-6 1,0 uM, TRH 0,1 uM y GnRH
107 uM sobre la liberacion de GH, PRL, LH, FSH y TSH estimulada por timulina
0,1 uM en células hipofisarias de ratas hembras jovenes, adultas y senescentes. En
cada panel se indica la hormona dosada y las sustancias usadas. Los resultados se
muestran como X+ SEM, n=8. *=p <0,05y **=p < 0,01 cuando se compara la
respuesta al mismo tratamiento con la de las células de animales jovenes; +=p <
0,05 y ++=p < 0,01 cuando se compara la respuesta estimulada con su basal dentro
del mismo grupo etareo; S = efecto sinérgico, A = efecto aditivo. Se considera efecto
sinérgico cuando la respuesta obtenida es significativamente (p < 0,05) mayor que la
suma de las respuestas obtenidas por los estimulos individuales y aditivo cuando es
significativamente mayor que la respuesta de los estimulos individuales pero menor
que la respuesta sinérgica.
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FIGURA R10: Efecto de EGTA 5 mM, iondforo A23187 5 uM, iondforo A23187,
S5uM + EGTA 5 mM, LiCl 10 mM y TFP 15 mM sobre la secrecion de GH, PRL,
LH, FSH y TSH inducida por timulina 107 M en células hipofisarias de rata hembra
joven. En cada panel se indica la hormona dosada. Los resultados se muestran como
X+tSEM,n=4. *=p<0,05y **=p < 0,01 cuando se comparan contra sus respec-
tivas secreciones basales.
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FIGURA R11: Efecto de cafeina 10 mM, forskolin 30 uM y dideoxiforskolin 30
UM sobre la secrecion de GH, PRL, LH, FSH y TSH inducida por timulina 10 "Men
células hipofisarias de rata hembra joven. En cada panel se indica la hormona dosa-
da. Los resultados se muestran como X+t SEM, n=4. *=p <0,05y **=p <0,01
cuando se comparan contra sus respectivas secreciones bdsales.
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C) COMPORTAMIENTO SECRETORIO DE LAS
CELULAS HIPOFISARIAS FRENTE A
HISTONAS Y NUCLEOHISTONAS

Estudios de perifusion

Con el fin de examinar un posible efecto hipofisotrofico de la timosina frac-
cion 5 (TFS), histona H2A o nucleohistonas (NH), se perifundieron células hipofi-
sarias de ratas hembras jovenes con EM, TFS, histona H2A, NH y los filtrados de
histona H2A y NH, a través de un filtro de limite de exclusion de 12 kDa, capaz de
retener estas dos sustancias. Asi se hallé que TFS es incapaz de ejercer efecto algu-
no sobre la liberacion de las hormonas estudiadas, razén por la cual no se siguio
investigando sus efectos en los experimentos subsiguientes. La histona H2A y la
NH estimularon la liberacion de GH, PRL, LH y TSH pero no FSH, mientras que
los filtrados conteniendo sustancias de menor peso molecular que la histona H2A o
la NH no estimularon la liberacion de ninguna de las cinco hormonas (fig. R12). En
el siguiente experimento de perifusion se comparo la respuesta de las células hipofi-
sarias de ratas hembras jovenes y senescentes frente al péptido MB3S5,la NH y a
las histonas H2A, H2B y H3, observandose que mientras el péptido MB35 no ejer-
cié efecto secretagogo alguno, las otras cuatro preparaciones fueron capaces de
estimular la liberacion de GH, PRL, LH y TSH aunque no la de FSH. Se observé
una respuesta disminuida de las células de ratas senescentes en relacion a de las
jovenes frente a estos mismos estimulos. Los niveles basales de FSH y PRL no va-
riaron con la edad, pero los de GH, LH y TSH fueron menores en las células ade-

nohipofisarias provenientes de ratas senescentes (fig. R13).
Estudios con incubados celulares

Los estudios de la cinética de liberacion hormonal en células hipofisarias de
ratas jovenes y senescentes incubadas durante S a 40 min con dos concentraciones
diferentes de la histona H2A mostraron que la misma es capaz de producir la libe-
racion de las cinco hormonas estudiadas en forma tiempo- y dosis-dependiente.
Esta respuesta se observo en ambos grupos etireos pero con menor intensidad en el
grupo senescente. A estos tiempos de incubacion el péptido MB3S resulté inactivo
como secretagogo bloqueando ademas la secrecion hormonal inducida por la histo-
na H2A (fig. R14 panel A). Sin embargo, durante incubaciones mas prolongadas,
el péptido MB35 fue un moderado secretagogo de GH, PRL, LH, FSH y TSH (fig.
R14 panel B). En un estudio similar donde se utilizaron tres concentraciones dife-

rentes de la histona H2B, se observo que tanto para las células hipofisarias de ratas



jovenes como para las de senescentes esta histona pudo estimular la liberacién
hormonal en forma tiempo- y dosis-dependiente. En todos los casos, la estimulacion
fue menor en las células derivadas de animales senescentes (fig. R15). Cuando las
células hipofisarias de ratas jovenes y senescentes fueron incubadas con tres dosis
diferentes de la histona H3 se observé un patron idéntico al antes mencionado. El
anticuerpo TNT2, que reconoce epitopes especificos para las histonas H1 y H3,
bloqueé totalmente el efecto estimulatorio de la histona H3 cuando ésta fue prein-
cubada por 3 hs con dicho anticuerpo (fig. R16).

El estudio del efecto de la combinacion de las histonas H2A, H2B y H3 con
los secretagogos GHRH y GHRP-6 y de la posible actividad del péptido basico po-
ly-Lys sobre la liberacion de GH en células hipofisarias de ratas jovenes, adultas y
senescentes mostréo que GHRH sinergiza la secrecion estimulada por histonas, que
GHRP-6 produce un efecto aditivo con éstas y que, poly-Lys no ejerce efecto algu-
no sobre la secrecion basal de GH ni sobre la secrecion de GH estimulada por
GHRH o GHRP-6 (Tabla R2). Se estudié también la accion de TRH, observandose
que este tripéptido ejerce un efecto aditivo sobre la secrecion de PRL y TSH esti-
muladas por las histonas H2A, H2B y H3 y que la poly-Lys resulté incapaz de alte-
rar la secrecion basal o estimulada por TRH de PRL y TSH (tablas R3 y R6).
Ademas, el uso de GnRH condujo a los mismos resultados para la secrecion de LH
y FSH que los explicados anteriormente (tablas R4 y RS).

Los experimentos en los que se examing el posible efecto de EGTA, A, EG-
TA+A, LiCl y TFP sobre la secrecion de las cinco hormonas estimulada por las
histonas H2A, H2B y H3 estudiadas usando células de ratas jovenes, mostraron
que EGTA, EGTA+A y TFP reducen la secrecién estimulada, que el LiCl la incre-
menta y que A sélo, no posee efecto alguno (fig. R17). En experimentos similares en
los que se utilizaron cafeina, NaF, dideoxi. y forsk. se observé que ninguno fue ca-
paz de incrementar la secrecion estimulada por las histonas H2A y H2B (no se en-

say6 la combinacion con H3) (fig. R18).
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FIGURA R12: Masa de hormona liberada durante la perifusion de células hipofi-
sarias de ratas hembras jovenes con EM 1/30, 0,5 mg/ml de timosina fraccion 5
(TF5), 0,5 mg/ml de nucleohistona (NH), 6 uM de histona H2A y los filtrados de pe-
so molecular menores de 12 Kd de las diluciones de NH e histona H2A preparadas a
las concentraciones indicadas anteriormente En cada panel se indica el tipo de hor-
mona dosada. Los resultados se muestran como X+ SEM, n = 7.
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FIGURA R13: Efecto de EM 1/30, NH 0,5 mg/ml, péptido MB35 6 uM y las histo-
nas H2A, H2B y H3 todas a las concentraciones de 6 uM sobre la secrecion de GH,
PRL, LH, FSH y TSH en células hipofisarias de ratas hembras jovenes y senescen-
tes. En cada panel se indica el tipo de hormona dosado. Los resultados se muestran
como X+ SEM, n = 9. Con -@-@- se indica la cantidad de hormona liberada por las
células de ratas jovenes y con -A-A- la liberada por las células de ratas senescentes.
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FIGURA R14: Cinética de liberacion de GH, PRL, LH, FSH y TSH (Panel A) en
células hipofisarias de ratas hembras jovenes o senescentes incubadas con la histona
H2A a concentraciones de 6 y 30 uM, con péptido MB35 1 uM o con combinaciones
de ambas sustancias. Panel B: comparacion entre la masa de hormona secretada en
condiciones bdsales o en presencia de péptido MB35, 1 uM en células hipofisarias de
ratas jovenes incubadas por espacio de 3 horas. El tipo de hormona dosada se indica
en cada panel A. Los resultados se muestran como X+ SEM, n=6. **=p <0,01y *
=p < 0,05 cuando los datos se comparan contra su correspondiente basal. Referen-

cias: panel A: —A—A— células hipofisarias de ratas jovenes incubadas con histona
H2A 30 uM—NV—V— células hipofisarias de ratas jovenes incubadas con histona
H2A4 6 uM, ....A....A.... células hipofisarias de ratas jovenes incubadas con histona
H2A 30 uM y péptido MB35 1 uM, ...V ...V ... células hipofisarias de ratas jovenes
incubadas con histona H2A 6 uM y péptido MB35 1 uM, —}—— liberacion basal

de las células hipofisarias de ratas jovenes, .....Q.....Q..... liberacion basal de las cé-

lulas hipofisarias de ratas senescentes, ....Q.....Q.... células hipofisarias de ratas jo-
venes incubadas con péptido MB35 1 uM, .....®.....®..... células hipofisarias de ratas
senescentes incubadas con histona H2A 30 uM, ...... ¢ .. ¢ ... células hipofisa-

rias de ratas senescentes incubadas con histona H2A 6 uM. Panel B: columnas va-
cias: liberacion basal y columnas solidas: liberacion estimulada por el péptido MB35
a las 3 hs de incubacion de células hipofisarias de ratas jovenes.



162

600

400

200

800
600
400
200

ng/ug DNA
> o S
o O O

8
o

Tiempo (min)

FIGURA RI1S: Cinética de liberacion de GH, PRL, LH, FSH y TSH en células
hipofisarias de ratas hembras jovenes o senescentes incubadas con histona H2B a
concentraciones de 1, 6 y 30 uM. En cada panel se indica la hormona dosada. Los
resultados se muestran como X+ SEM, n = 6. **=p < 0,01, *=p < 0,05 cuando los
resultados se comparan con sus respectivos basales. Referencias:—— células hipofi-
sarias de ratas jovenes, ......... células hipofisarias de ratas senescentes, O secrecion

basal, U secrecion estimulada por histona H2B 1 uM, A secrecion estimulada por
histona H2B 6 uM, V secrecion estimulada por histona H2B 30 uM.
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FIGURA R16: Cinética de liberaciéon de GH, PRL, LH, FSH y TSH en células
hipofisarias de ratas hembras jovenes o senescentes con la histona H3 a concentra-
ciones de 1, 6 y 30 uM. Ademas, se muestra el efecto de una dilucion 1/50 del anti-
cuerpo TNT2 sobre la accion secretagoga de la histona H3 sobre las células hipofisa-
rias de animales jovenes. Los resultados se muestran como X+ SEM, n = 6. **=p <
0,01y *=p < 0,05 cuando los resultados se comparan con sus respectivos basales.
Referencias: células hipofisarias de ratas jovenes, ......... células hipofisarias de
ratas senescentes, O secrecion basal, [ ] secrecion estimulada por histona H3 1 uM,

A secrecion estimulada por histona H3 6 uM, V secrecion estimulada por histona H3
30 uM, @ secrecion hormonal en presencia del anticuerpo NT2 1/50, A secrecion

estimulada por la mezcla de la histona H3 6 uM con el anticuerpo NT2 1/50, 'V se-
crecion estimulada por la mezcla de la histona H3 30 uM con el anticuerpo NT2
1/50.
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TABLA R2: Efecto de GHRH o de GHRP-6 sobre la liberacion de GH inducida
por histonas H2A, H2B y H3 y poly-Lys en células hipofisarias de ratas jovenes,
adultas y senescentes incubadas durante 40 min. Los resultados se muestran como <
+ SEM(n) expresados en ng hormona/ug ADN. *=p < 0,05y **=p < 0,01 cuando
se compara la respuesta al mismo tratamiento con la de las células de animales jove-
nes; ++=p < 0,01 cuando se compara la respuesta estimulada con su basal dentro
del mismo grupo etireo; S = efecto sinérgico, A = efecto aditivo y A(-) sin efecto adi-
tivo. ND = no hay datos (no se realizaron las incubaciones).

ESTIMULO JOVENES ADULTAS SENESCENTES
MEDIO 9,6 %19 (6) 11,2+ 2,4 8) 1,103 (6)’
GHRH 0,1 uM 2236392 (6) 21228 +11,7®8) 16,4 £3,5(6)
GHRP-6 1,0 uM ND 1709 +39 (8) " ND

H2A 6 uM 2354183 (6) 243,6 £ 18,7 8)" 163+2,3(6)
H2A4 6 uM + 738,6 £ 27,5 (6)'H'S 697,3 £ 19,7 (S)H'S 65,4+ 6,4 (@MHS
GHRH 0,1 uM

H24 6 uM + ND 3399+ 10,7 8) A ND

GHRP-6 1,0 uM

H2B 6 uM 217,0 £11,8 (6)H 210,5+ 13,1 (8)++ 12,2 + 1,9 (6) "
H2B 6 uM + 526,6 + 22,4 (6)-++S 540,2 £ 11,7 (8)-H.S 57,1 +£10,3 (6)“HS
GHRH 0,1 uM

H2B 6 uM + ND 250,8+13,7(8) ND

GHRP-6 1,0 uM

H3 6 uM 240,7 £18,5 (6) 279,7£16,58) 14,740 (6)
H3 6 uM + 7053+ 46,0 (6) 690,6 + 20,4 8) > T89L154(6) O
GHRH 0,1 uM

H3 6 uM + ND 405,0 £10,6 8) A ND

GHRP-6 1,0 uM

POLY-LYS 8 uM 8,5+ 2,3 (6) 12,9+1,7(8) 1,0:£0,6 (6)
POLY-LYS 8 uM + 2389154 6) A0 |2313269®) A0 20,123 ) O
GHRH 0,1 uM

POLY-LYS 8 uM + ND 180,6 + 3,0 (8)' TA0 ND

GHRP-6 1,0 uM

TABLA R3: Efecto de TRH sobre la liberacion de PRL inducida por histonas
H2A, H2B y H3 y poly-Lys en células hipofisarias de ratas jovenes, adultas y senes-
centes incubadas durante 40 min. Los resultados se muestran como X+ SEM(n) ex-
presados en ng hormona/ug ADN. *=p < 0,05y **=p < 0,01 cuando se compara la
respuesta al mismo tratamiento con la de las células de animales jovenes; ++=p <
0,01 cuando se compara la respuesta estimulada con su basal dentro del mismo gru-
po etdreo; S = efecto sinérgico, A = efecto aditivo y A(-) sin efecto aditivo.

ESTIMULO JOVENES ADULTAS SENESCENTES
MEDIO 15,3 £2,2 (6) 16,5 £2,6 (8) 1,5£0,5 (6)

* i+
TRH 0,1 uM 01,1£21,76) 3495+£193 8) 29.7 £ 4,1 (6)

* ﬂ+
H2A4 6 uM 563,1+27,4 (6) 595,0 + 28,7 (8) 28,2 + 5,4 (6)

* *+A
H2A 6 uM + 894,0 = 56,1 (6) 923,1+35,7@8) A 35,4 8.1 (6)
TRH 0,1 uM

* *+
H2B 6 uM 3312397 (6) 3753+21,78) 18,1+ 3,5 (6)

* *+
H2B 6 uM + 639,5+ 16,6 6) 2 6258+29.6 8) A 300£62(6) A
TRH 0,1 uM

t.3 *+
H3 6 uM 6473 £39.5(6) 612,3 451 (8) 38,6 £9,2 (6)

® *HA
H3 6 pM + 9649+ 31,4 (6) A 1001,0 £57,0 8) A 19.8+11,3 (6)
TRH 0,1 uM
POLY-LYS 8 uM 17,22 1,6 (6) 203 £33 (8) 20407 (6)
- o wx g A

POLY-LYS 8 uM + 324521916 A0 1362121248 O 2712376 A

TRH 0,1 uM
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TABLA R4: Efecto de GnRH sobre la liberacion de LH inducida por histonas
H2A, H2B y H3 y poly-Lys en células hipofisarias de ratas jovenes, adultas y senes-
centes incubadas durante 40 min. Los resultados se muestran como X+ SEM(n) ex-
presados en ng hormona/ug ADN. *=p < 0,05y **=p < 0,01 cuando se compara la
respuesta al mismo tratamiento con la de las células de animales jovenes; ++=p <
0,01 cuando se compara la respuesta estimulada con su basal dentro del mismo gru-
po etdreo; S = efecto sinérgico, A = efecto aditivo y A(-) sin efecto aditivo.

ESTIMULO JOVENES ADULTAS SENESCENTES
MEDIO 4,02 + 0,35 (6) 3,93 + 0,42 (8) 0.31 £ 0,03 (6)
GnRH 107 pM 70,22 £2,87 (6) 6983 +1,548) 12,36 + 0,96 (6)
H2A 6 pM 120,00 £2,15 (6) 131124341 8)" M13£1,12(6)
H2A 6 uM + 191,62 4,16 (6) 180,15+ 5,63 8)" B,11£2,16(6) A
GnRH 10° uM

H2B 6 uM 115,36 £2,73 (6) 112,80 + 4,62 (8)" 19,74£0,826)
H2B 6 uM + 145,122 2,11 (6) A 15047328 8) A 25,64 £085(6) A
GnRH 10° uM

H3 6 uM 130,92 3,36 (6) 124,61 5,24 (8) 23,81£095(6)
H3 6 uM 17581£5,16 (6)' 168,11£6,15(8) " 28,13+123(6) A
GnRH 10~ uM

POLY-LYS 8 uM 3,98 £0,12 (6) 4,17 £0,79 (8) 0,25+ 0,02 (6)
POLYLYS 8 uM+ 782274020 |162824,3 @720 10692108 A0
GnRH 10° uM

TABLA RS: Efecto de GnRH sobre la liberacion de FSH inducida por histonas
H2A, H2B y H3 y poly-Lys en células hipofisarias de ratas jovenes, adultas y senes-
centes incubadas durante 40 min. Los resultados se muestran como X+ SEM(n) ex-
presados en ng hormona/ug ADN. *=p < 0,05y **=p < 0,01 cuando se compara la
respuesta al mismo tratamiento con la de las células de animales jovenes; ++=p <
0,01 cuando se compara la respuesta estimulada con su basal dentro del mismo gru-
po etireo; S = efecto sinérgico, A = efecto aditivo y A(-) sin efecto aditivo.

ESTIMULO JOVENES ADULTAS SENESCENTES
MEDIO 2,422 0,13 (6) 2,45+ 0,24 (8) 0,08 £ 0,01 (6)
: **+
GnRH 107 uM 16,25+ 1,43 (6) 18,32+ 1,76 8) 2,41 % 0,52 (6)
**+
H2A 6 uM 34154221 (6) 348741,56 8) 4,16 % 0,35 (6)
H2A 6p1!{+ 46,23 2,15 (6)++A 41,13 £2,18 (S)HA 5,63+ 0,11 (6)**++A
GnRH 10° uM
H2B 6 yM =+ =+ o
' 26,87 = 1,51 (6) 28,72 + 1,93 (8) 3,90 £ 0,39 (6)
**H
H2B 6 uM + 40,01 + 1,97 (6)'++A 39,63 +1,29 (8)-H'A 5,48 £ 0,36 (6) A
GnRH 10° uM
**H
H3 6 uM 35,02£3,17 6) 33,62£225@8) 4,58 % 0,18 (6)
*KHA
H3 6 uM + 46,73+3876) A 50.81+3,128) A 6,95 £ 0,41 (6)
GnRH 10 uM
POLY-LYS 8 uM 2,51 £ 0,25 (6) 2,71 £0,36 (8) 0,10 £ 0,03 (6)
- _ g Ao
POLY-LYS 8 uM + 18141156 A0 19242224 8720 10920176 A0

GnRH 107 uM
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TABLA R6: Efecto de TRH sobre la liberacion de TSH inducida por histonas
H2A, H2B y H3 y poly-Lys en células hipofisarias de ratas jovenes, adultas y senes-
centes incubadas durante 40 min. Los resultados se muestran como X+ SEM(n) ex-
presados en ng hormona/ug ADN. *=p < 0,05y **=p < 0,01 cuando se compara la
respuesta al mismo tratamiento con la de las células de animales jovenes; ++=p <
0,01 cuando se compara la respuesta estimulada con su basal dentro del mismo gru-
po etireo; S = efecto sinérgico, A = efecto aditivo y A(-) sin efecto aditivo.

ESTIMULO JOVENES ADULTAS SENESCENTES
MEDIO 6,82 £ 0,12 (6) 6,95 £ 0,08 (8) 093007 (6)
TRH 0,1 uM 15,67 £ 1,18 (6) 13,64 +1,78 8)" 4,42£0,36 (6)
H2A 6 uM 27,15£2,13(6) 31244428 5,12£0,17(6)
H24 6 uM + 38122128 (6) A 43,69+ 3,96 (8) A 8,64025(6) A
TRH 0,1 uM
H2B 6 uM 2236095 (6) 20,14+ 1,68 8) 4,68+0,12(6)
H2B 6 pM + 3047£1,03(6) A 32,57+326(8) A 753 0,11 (6) A
TRH 0,1 uM
H3 6 uM 32,15£4,72(6) 28,12+ 4,41 (8) 496043 (6)
H3 6 uM + 328+124(6) A 45,62+3.96(8) A 78720,62(6) A
TRH 0,1 uM
POLY-LYS 8 uM 6,15 £ 0,69 (6) 7,10 £ 1,05 (8) 085+ 0,10 (6).
+A(- ++A(- *xy Al

TRH 0,1 uM

11,22 £ 0,98 (8)

4,56 0,31 (6)
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FIGURA R17: Efecto de EGTA 5 mM, iondforo A23187 5 uM, iondforo A23187
5uM + EGTA 5 mM, LiCl 10 mM y trifluoroperazina (TFP) 15 mM sobre la secre-
cion de GH, PRL, LH, FSH y TSH por las células hipofisarias de rata hembra joven
inducida por las histonas H2A, H2B y H3 6 uM. En cada panel se indica la hormona

dosada. Los resultados se muestran como x+=SEM, n=4. +=p <0,08, *=p < 0,05 y
*% = p < 0,01 cuando se comparan contra sus respectivas secreciones basales.




800
600
400
200

800
600
400
200

150

-
(=
o

ng/ug DNA
S

40
30
20
10

40
30
20
10

168

% Solo Dideoxi.
Cafeina Forsk.
N NaF
- GH E
| —//\ oo, 7 o
N . NE
- AN
- PRL % -
L = N
= | N 3
w Tk ;;Q ——y, \Y
A A
I %§ é\ B
AN :SHE)N
- FSH ., _
N _._7ﬂ-_ -
[ TSH =
i — 'E %
I — N
— N
i = N\
5= | N
MEDIO MEDIO MEDIO MEDIO
+ H3 + H2A + H2B

FIGURA R18: Efecto de cafeina 10 mM, NaF 10 mM, 15 mM, forskolin 30 uM
(forsk.) y dideoxiforskolin 30 uM (dideoxi.) sobre la secrecion de GH, PRL, LH, FSH
y TSH por las células hipofisarias de rata hembra joven inducida por las histonas
H2A, H2B y H3 6 uM. En cada panel se indica la hormona dosada. No se investigo
el efecto de forsk. o dideoxi sobre la secrecion hormonal estimulada por la accion de
la histona H3. Los resultados se muestran como X+ SEM, n=4. *=p <0,05y **=

p < 0,01 cuando se comparan contra sus respectivas secreciones bdsales.
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D) DNA CIRCULANTE Y MUERTE CELULAR
SISTEMICA

La comparacion de los niveles sérico y plasmitico de DNA en ratas jovenes
no mostrod, con el método utilizado, diferencias significativas entre los dos grupos
de determinaciones (fig. R19). Cuando se determiné el nivel de DNA sérico para
ratas jovenes y senescentes se encontrd que en los animales senescentes el DNA
sérico estuvo incrementado en relacion a su contraparte joven (fig. R20). La induc-
cion de apoptosis masiva en los érganos linfoides (particularmente el timo) de ratas
jovenes por tratamiento con dexametasona en el agua de bebida (10 pg/ml) indujo
un progresivo aumento en los niveles plasmaticos de DNA en los animales. A los
tres dias de tratamiento el timo se encontro reducido a alrededor de un 25 % del
peso original (fig. R21).

Cuando se trato de testear un posible efecto secretagogo de DNA, histona
H2A y NH inyectindolos intrayugularmente en ratas cronicamente canuladas no

se detecté ningiin efecto sobre los niveles circulantes de PRL, LH o FSH (fig. R22).

12

DNA (ug/ml)

SUERO PLASMA

FIGURA R19: Niveles sérico y plasmdtico de DNA en ratas hembras jovenes. Los
resultados se muestran como x+ SEM, n = 10.
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FIGURA R20: Niveles séricos de DNA en ratas hembras jovenes y senescentes. .
Los resultados se muestran como x+ SEM, n = 20. **p < 0,01.
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FIGURA 21: Tratamiento de ratas con dexametasona 10 ug/ml en el agua de bebi-
da de los animales. Panel izquierdo: niveles de ADN plasmatico de los animales con-
trol (@) o tratados (O). Panel derecho: peso de los timos de animales controles (barra
vacia, C) o tratados (barra rayada, T) durante tres dias. Los resultados se muestran
como Xt SEM, n=35. **p <0,01.
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FIGURA R22: Perfil de liberacion de GH, PRL y LH in vivo, cuando ratas hem-
bras jovenes canuladas intrayugularmente son inyectadas con DNA, histona H2A o
NH a una concentracion de 2 mg en 0,4 ml de solucion salina. También se muestra
la variacién de los niveles de DNA durante el transcurso del experimento. Se muestra
el resultado de un iinico experimento en el cual se utilizaron 8 animales por estimulo
y los datos se muestran comox + SEM. La flecha indica el momento de la inyeccion
(por la cinula) del estimulo correspondiente: ...... , basal; -.-.-, DNA; __, NH; -—-,
histona H2A.
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DISCUSION

A) IMPACTO DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE LA
FUNCION HIPOFISARIA

Las alteraciones morfoldgicas y funcionales a nivel hipofisario registradas
en el presente estudio confirman observaciones previamente documentadas por
otros en la rata, particularmente en la cepa Sprague-Dawley aqui utilizada. En
efecto, el aumento del peso adenohipofisario asociado a la edad y al sexo asi como
la progresiva hiperprolactinemia que se da con la edad y la subsecuente aparicion
de micro y macroprolactinomas, particularmente en la hembra, han sido previa-
mente documentados en distintas cepas de rata, incluyendo la cepa Sprague Da-
wley (Davis et al 1956, Kim et al 1960, Boorman and Hollander 1973, Takahashi
and Kawashima 1983, Goya et al 1990c, Console e al 1997). En la hembra, la inci-
dencia de esta patologia comienza a aumentar poco después del primer afio de vi-
da, edad a la cual la mayoria de las hembras comienzan a manifestar ciclos estrales
irregulares (Huang and Meites 1975, Le Fevre and Mc Clintock 1988) frecuente-
mente caracterizados por prolongados periodos de cornificacion vaginal, fenomeno
tipicamente vinculado con una sostenida secrecion estrogénica y bajos niveles de
progestagenos circulantes (Huang et al 1978, Lu ef al 1980). Se piensa que tanto en
la rata como en el raton, la exposicion crénica a niveles moderadamente elevados
de estrogenos circulates, no contrabalanceados por la accién antiproliferativa de la
progesterona, conducen inicialmente a un progresivo aumento de la secrecion de
PRL y mas tardiamente al desarrollo de adenomas hipofisarios PRL-secretantes
(Lu et al 1979, Nelson ef al 1980, Nelson ef al 1981), alteracion que conduce a su vez
a la aparicién de tumores mamarios prolactino-dependientes (Meites 1981). Aun-
que la incidencia de estas patologias es en general significativamente menor en el
macho, se han documentado niveles comparables de incidencia tumoral hipofisa-
ria en machos y hembras de algunas cepas de rata (Berkvens et al 1980, McComb
et al 1984). Debe seiialarse, no obstante, que aiin para una misma cepa, los datos
de incidencia tumoral pueden variar considerablemente de un estudio a otro.

La marcada diferencia asociada al sexo en la incidencia de tumores mama-
rios que se registro en el presente trabajo, concuerda con estudios previos en ésta y
otras cepas (Davis ef al 1956,Feldman and Woda 1980, Goodman et al 1980). Los
datos acumulativos sobre incidencia tumoral mamaria aqui presentados muestran
un buen acuerdo con aquellos informados por Durbin ef al (Durbin ef al 1966) en

hembras Sprague Dawley. El autor no conoce publicaciones que documenten la
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incidencia acumulativa de tumores mamarios en ratas machos. Debe sefialarse que
en la rata hembra Sprague Dawley, la patologia tumoral mamaria es un factor li-
mitante de su longevidad. Si se extirpan sistematicamente los tumores mamarios
cuando se tornan palpables, los animales extienden marcadamente su longevidad
promedio (Goya et al 1990c). La misma intervencion carece de impacto sobre la
longevidad media de los machos. En el grupo de animales H-2 se observé que, a
partir de los dos meses subsecuentemente a la palpacion de los primeros tumores
mamarios, los animales intactos comenzaron a morir, probablemente a causa de los
efectos caquéxicos producidos por la accion del crecimiento tumoral. Sin embargo,
en el grupo H-1, el cual fue sujeto a la extirpacion de tumores ni bien éstos se ha-
cian palpables, la sobrevida aumenté considerablemente demostrando que al me-
nos uno de los factores limitantes de la sobrevida maxima en la rata hembra Spra-
gue Dawley es el desarrollo de los tumores mamarios. Cuando la poblacion de ratas
machos se somete a la misma maniobra quiriargica (poblacion M-2) el efecto sobre
la sobrevida de los mismos es pequefio en relacion a la poblaciéon de machos no tra-
tados (M-1). Ademas, en general la sobrevida de la rata macho no es tan larga co-
mo la de la hembra. Esto podria ser consecuencia de la gran susceptibilidad de la
rata macho de la cepa Sprague-Dawley a desarrollar severas nefropatias durante el
envejecimiento (Bolton ef al 1976), aunque hay ciertas subcepas Sprague-Dawley
donde esto no se observa (RG Goya, observaciones personales inéditas). A pesar de
que el impacto de la patologia mamaria sobre la longevidad no se exploroé en este
trabajo se usaron ratas hembras a las que sistematicamente se les extirpo los tumo-
res mamarios ni bien se los palpaba, a fin de poder observar la respuesta adenohi-
pofisaria en el limite de vida de estos roedores.

A pesar de que el tamaiio hipofisario aumenta con la edad, la funcionalidad
de esta glandula parece disminuir durante el envejecimiento. La disminucion en los
niveles plasmaticos de GH podria deberse a la disminucion del namero, y en menor
medida el tamaiio de las células somatotrofas durante el envejecimiento (fig. 12 B
y E) (Console ef al 1993, Mooradian 1993a). Existen también evidencias que mues-
tran que la frecuencia y nadir de los pulsos no cambian durante el envejecimiento,
aunque existe una reduccion significativa de la amplitud de los pulsos y secrecion
diurna de GH con la edad asociados al descenso en los sitios de alta afinidad y au-
mento de los de baja afinidad para GHRH que conducen a una menor produccion
de AMPc (Goya et al 1990, Mooradian 1993a, Mooradian 1993b). Cualquiera de
estos fenomenos asociados a la edad, por separado o en combinaciéon podrian expli-
car los resultados aqui presentados.

En el presente trabajo se observa que existe una disminucion en los niveles
plasmaticos de TSH que conducen a un descenso secundario de T, aunque los ni-
veles de T; permanecen inalterados durante el envejecimiento. La reduccion de los

niveles plasmaiticos de TSH parece estar asociada al descenso en el nimero y tama-
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fio de las tirotropas durante el envejecimiento (fig. I12 C y F) (Cénsole et al 1995) y
a la disminucion en la amplitud de los pulsos de TSH que suele ser menor al 50 %
del hallado en las ratas jovenes (Mooradian 1993b). Lo antedicho seria la causa de
la reduccion observada en los niveles de T, pero no de T3, lo que esta de acuerdo
con los hallazgos que muestran una adaptacion de las células tiroideas a los bajos
niveles de T, total circulante con una liberacion preferencial de T; (Pekary ef al
1983).

En este trabajo se encontro una leve disminucion en los niveles plasmaticos
de LH y un aumento en los de FSH, concomitantemente a una reduccion en el na-
mero y tamaiio de las gonadotrofas (fig. 113 B, C, E,F) (Console et al 1993,
Mooradian 1993a). El hecho de que los niveles de LH no disminuyan grandemente
podria explicarse en parte postulando la existencia de una redundancia en la po-
blacion gonadetrofa en la rata joven lo que permitiria el mantenimiento o incluso
aumento de los niveles basales de estas hormonas pese a la disminucion del nimero
de las células correspondientes (Lu 1983, Mooradian 1993a). Sin embargo, el ligero
descenso de LH y el aumento en la FSH podria también ser una consecuencia del
descenso en el ARNm para la cadena 3 de LH, de la alteracion en la amplitud y
frecuencia de la GnRH y/o del aumento en los niveles de PRL que darian origen
en la rata hembra a la pérdida de ciclicidad y comienzo del anestro (Lu 1983,
Mooradian 1993 a, Wise 1994).

El alto nivel de PRL circulante encontrado se puede explicar debido al in-
cremento en el nimero de micro y macroprolactinomas mencionado anteriormente
en esta seccion (fig [13 A y D), que se asocian a una deficiente liberacion de DA
hipotalamica luego de la estimulacion colinérgica y al mantenimiento de la secre-
cion estrogénica inalterada (Goya ef al 1990c, Mooradian 1993b).

La respuesta hormonal de GH, PRL, LH, FSH y TSH a EM de las células
adenohipofisarias perifundidas con distintas diluciones de EM sigue un patrén
dosis-dependiente similar al obtenido cuando otros autores lo utilizaron en un sis-
tema de perifusion de células adenohipofisarias de pato para estudiar el efecto so-
bre la liberacion de ACTH y a-MSH (Castro ef al 1984). El extracto EM es un po-
tente secretagogo para las hormonas hipofisarias que quizas actue estimulando
varias vias. Su accion es muy reproducible a nivel inter e intraensayo. El KCl, que
actiia a través de un mecanismo dependiente del calcio (Castro ef al 1984), en el
sistema experimental utilizado en la presente tesis resulté menos potente como se-
cretagogo. Se trabajo con EM 1/30 ya que a esta dilucion los picos secretorios de
las hormonas adenohipofisarias determinadas fueron submaximos pero evidentes.
A esta dilucion de EM, responden tanto las células adenohipofisarias de ratas jo-
venes, como las de adultas y senescentes. En este estudio, la secrecion basal y esti-
mulada por EM 1/30 fue mas baja en las células provenientes de ratas senescentes

que en las de jovenes y adultas.



Teniendo en cuenta que las hipofisis de las hembras senescentes mostraron
altos niveles de hiperplasia prolactotropa e incluso presencia de microprolactino-
mas, y que los niveles basales de liberacion de PRL fueron menores en las columnas
de células senescentes que en aquellas de células jovenes, se puede concluir que las
células prolactotropas de los animales seniles liberan en promedio, menos PRL que
las células jovenes normales. Esta conclusion no se puede aplicar a las células foli-
culotropas, ya que si bien la secreciéon basal in vitro disminuye con la edad, tam-
bien disminuye el nimero de células foliculotropas en las hipéfisis seniles. Volvien-
do al caso de las prolactotropas seniles, existe una explicacion alternativa para jus-
tificar la aparente disminucion de la capacidad secretoria basal de PRL en estas
células. Podria ser que las células prolactotropas seniles normales y/ o tumorales
secreten variantes moleculares de PRL que sean mas débilmente reconocidas por el
anticuerpo utilizado en el RIA correspondiente y que ademas difieran en bioactivi-
dad (Asawaroengchai ef al 1978, Bollengier ef al 1989, Bollengier et al 1993). Debe
sefalarse que la existencia de heterogeneidad de tamafio en la PRL sérica e hipofi-
saria esta bien documentada (Mitra 1980, Sinha and Gillian 1981, Lewis et al 1984,
Oetting and Walker 1986, Oetting ef al 1986, Sinha and Jacobsen 1988, Ho et a/
1989, Kelly et al 1992, Stroud et al 1992). Las formas moleculares de mayor tamaiio
representan PRL recientemente sintetizada (Takahashi et al 1990), mientras que
las formas mas pequeiias representan moléculas sintetizadas hace mas tiempo, las
que han sufrido modificaciénes post-traduccionales tales como clivaje proteolitico
(Larson and Wise 1991, Ouhtit ef al 1993), deaminacion (van Putten ef a/ 1988),
glicosilacion (Rossi ef al 1991) o fosforilacion (Ho et al 1993). Se ha demostrado que
estas formas variantes de PRL poseen una inmunorectividad disminuida (Cocchi et

al 1986).
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B) COMPORTAMIENTO DE LAS CELULAS
ADENOHIPOFISARIAS FRENTE A LA TIMULINA:
CAMBIOS DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

Los experimentos mostrados aqui documentan, por primera vez, que la ti-
mulina puede estimular en forma dosis-dependiente la liberacion de GH, PRL, LH
y TSH por las células adenohipofisarias perifundidas con diferentes dosis de la
hormona. Ademas, para el caso de LH los hallazgos previos del grupo de Kendall
(Zaidi et al 1989), son coherentes con los presentados ya que demuestran que
cuando se perifunden células de rata con concentraciones de timulina de 10° a 107
M inducen la secrecion de LH, siguiendo un patrén dosis dependiente viéndose la
maxima respuesta a una concentracion de timulina de 10° M. En el presente estu-
dio también se demuestra que tanto los sobrenadantes de TEC de rata, como los de
raton pueden actuar como secretagogos para las cuatro hormonas hipofisarias
mencionadas. En el modelo de perifusion celular, la velocidad de aclaramiento de
los estimulos y productos de secrecion celular es igual a la velocidad de flujo del
sistema y lo cual impide la acumulaciéon de productos celulares, quedando asi eli-
minadas las influencias autdcrinas y paracrinas que si se hallan presentes en siste-
mas tales como la incubacion y el cultivo celular. Entonces, es poco probable que la
actividad hipofisotrofica de timulina y de los sobrenadantes de TEC de rata y de
raton sean consecuencia de la influencia paracrina de un tipo celular sobre otro.
Esto es cierto si la velocidad de perifusion es de 0,S a 5 ml/min, como la usada en
este sistema experimental; si el flujo de perifusion fuese de 1 a S ml/h ya seria evi-
dente la presencia de las acciones autocrinas y paracrinas (Stachura et al 1990),
que dependen de la duracidn del pulso, la dosis y la frecuencia. Si el espacio inter-
pulso es menor de 10 min, un pulso influencia al posterior, lo que no se hizo en la
serie de experimento presentados aqui. Si las concentraciones son bajas, la aplica-
cion de los pulsos a la misma concentracion producen respuestas reproducibles. Al
aumenta la concentracion del estimulo la respuesta es reproducible por la misma
concentracion de estimulo y ademas con el aumento de la concentracion se obtiene
una curva del tipo dosis-respuesta. Si la concentracion del estimulo es alta llega un
punto en que se alcanza una respuesta maxima y la repeticion del pulso disminuye
la liberaciéon hormonal, es decir ocurrio una desensensibilizacion, esto también
ocurre con perifusiéon continua de altas dosis del secretagogo (Liu and Jackson
1984). Es decir, la desventaja del sistema de perifusion es que como las células po-
seen ‘“‘memoria”, si los estimulos se aplican poco espaciados temporalmente, la res-
puesta a un estimulo dado estaria influenciada segun las condiciones utilizadas por
el “recuerdo” que dejo el estimulo previo (Weiss and Jameson 1993, Hu and

Lawson 1996), pero esto es poco probable por las concentraciones, duracion y dis-
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tancia interpulso utilizadas aqui. Ademas, la alteracion del orden en que se intro-
dujeron los estimulos no modificé las respuestas secretorias. También se hicieron
experimentos en los cuales luego de pasar por segunda vez EM 1/30 se cambio¢ el
orden de los pulsos y las respuestas secretorias, incluso a EM, permanecieron inal-
teradas. Sin embargo cuando se hicieron tres secuencias similares de perifusion con
las mismas células la respuesta disminuyo notablemente (datos no mostrados). Este
fenéomeno de decaimiento en la tercer tanda de estimulacion podria deberse a una
pérdida de la respuesta de las células o a una pérdida de viabilidad celular, lo que
no se pudo comprobar ya que el Biogel P-2 interfirio con el conteo de viabilidad
celular por el método del azul tripan.

Los extractos de EM usados en este estudio muestran que las células no
perdieron su funcionalidad al final de los experimentos. La maxima dilucion de
EM utilizada fue 1/10 considerandola como 100 % estimulatoria, no se ensay6 una
menor dilucion porque como el preparado de EM contiene HCIl, en su neutraliza-
cion con NaHCQO; se produce NaCl. el cual puede incrementar Ia secrecion basal
(pero no de la estimulada) de las hormonas debido al incremento en el flujo de Ca™
extracelular (Halilimanabat et al 1995). Se eligio por tanto aquella dilucion de EM
menor posible pero que fuera capaz de estimular francamente la secrecion de todas
las hormonas hipofisarias aqui estudiadas.

La observacion de que el FTS o el Zn"” por separado son, al contrario de la
timulina, inactivos como secretagogos hipofisarios esta de acuerdo con la observa-
cion de que este nonapéptido requiere Zn'> como cofactor para ejercer su efecto
sobre los linfocitos (Dardenne ef al 1982). Estos hallazgos contrastan con los de otro
autor que seiiala que el ion Zn"? inhibe en forma aguda, sostenida y rapidamente
reversible la liberacion de PRL sin influenciar la secrecion del resto de las hormo-
nas. Debe seiialarse que estos autores utilizaron una concentracion S veces mayor
que la usada aqui, pulsos de 15 min a un flujo de 2 ml/h (Judd et a/ 1984) lo que
origina un mayor contacto de este ion en su modelo que en el mostrado aqui. Otros
autores también muestran que el Zn'? inhibe especificamente la liberacién de PRL
por las células prolactotropas ya que estabiliza los grupos sulfhidrilos evitando la
oligomerizacion de las cadenas de PRL y manteniendo los granulos secretorios os-
moéticamentre inertes (Brandao-Neto ef al 1995, Lorenson ef al 1996).

La hipofisis de rata puede sintetizar diversos factores que actian en forma
autocrina o paracrina, como por ejemplo el TRH, GHRH, GnRH, somatostatina,
VIP, galanina, sustancia P, polipéptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria
(PACAP), activina, inhibina, proteina S-100, NO o folistatina (Donato 1991, Weiss
and Jameson 1993, Arita et al 1994, Tasaka ef al 1994, Brunetti ef al1995, Diaz et
al1995, Chew et al 1996, Croissandeau ef al 1996, Vertongen et al 1996). En incu-
bados celulares estos factores posiblemente llegan a acumularse en el medio de in-

cubacion en niveles suficientes como para afectar autécrina o paracrinamente la
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liberacion de las hormonas hipofisarias. Esto podria explicar las posibles diferen-
cias entre los resultados obtenidos con células perifundidas e incubados celulares.
Existen ademas una serie de factores que dependen de la historia previa del animal
y que podrian afectar los resultados obtenidos con ambos modelos experimentales.
Por ejemplo, si los animales tuvieron altos niveles de estradiol 48 h antes de la pe-
rifusion con GnRH se observan altas respuestas en la secreciom de LLH; ésta libera-
cion aumenta si reciben una corta exposicion a progesterona, pero si la exposicion
a progesterona mas estradiol se prolonga por 48 h antes de la perifusion con GnRH
se obtienen picos de muy baja amplitud (Ortamann et al 1995) y como en esta serie
de experimentos las ratas fueron elegidas al azar esto podria contribuir a la varia-
bilidad del sistema. Por otro lado, ni en los experimentos de perifusion ni en los de
incubacion se agrego DA. Esta catecolamina inhibe tonicamente la liberacion de
PRL porque inactiva los canales de Ca'*. Entonces, si se la elimina del medio pro-
duce una hiperpolarizacion que aumenta los niveles basales de PRL como asi tam-
bién los estimulados con TRH u otras sustancias como el forskolin; este ultimo se
produce porque la masiva entrada de Ca*” invierte la actividad inhibitoria produ-
cida por la proteina G; al acoplarse al receptor D;, de la secrecion de PRL produci-
da por el AMPc cuando la DA esta presente en el medio (Gregerson 1994a, Greger-
son 1994b). Es de suponer que la liberacion de PRL en los estudios aqui realizados
es la maxima debido a la carencia de DA en el medio.

Los experimentos de perifusion también muestran que los sobrenadantes
derivados de cultives de TEC de rata y de raton son efectivos secretagogos de GH,
PRL, LH y TSH y que ambos generan una respuesta muy similar. El hecho de que
la actividad de los sobrenadantes sea completamente abolida por preincubacion
con anticuerpos anti-timulina, indica en forma virtualmente inequivoca que la ti-
mulina es la hormona responsable de la actividad hipofisotropa de ambos sobrena-
dantes de TEC. Esto esta en linea con el hecho de que FTS es una molécula con
identidad propia (ver introduccion) que parece estar muy altamente conservada en
la escala zoologica, ya que es idéntica en rata, raton, humano, porcino y otros ma-
miferos. Esto la diferencia de otros péptidos timicos que pueden diferir en especies
distintas (Bach 1983).

La falta de respuesta de la FSH en el sistema de perifusion podria deberse a
que la timulina no ejerce efecto alguno sobre la liberacion de esta hormona o a que
el RIA para FSH no es suficientemente sensible como para detectar eventuales
cambios inducidos por la timulina.

Los experimentos de cinética de liberacion de GH, PRL, LH, FSH y TSH
inducida por la timulina muestran respuestas tiempo- y dosis-dependientes. Estas
respuestas dosis-dependientes exhiben curvas de tipo acampanada con un maximo
a una concentracion de timulina de 107 M. Muchos péptidos de origen inmune

tales como las interleuquinas inducen patrones acampanados de liberacion de
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hormonas hipofisarias en funcion de la dosis de citoquina aplicadas (Mc Cann et al
1994). Se sabe que la concentracion de timulina 107 M corresponde al rango fisio-
légico y que ademas, es la que ejerce el maximo efecto en el bioensayo para timuli-
na utilizando linfocitos T (Homo-Delarche et al 1990). El hecho de que en los expe-
rimentos de perifusion celular, en los cuales se usaron pulsos cortos de timulina, se
produjeran patrones de liberacion de GH, PRL, LH y FSH que aumentan conti-
nuamente (y no en forma acampanada) con las concentraciones de timulina usa-

das, puede deberse al continuo lavado de las células, con la subsecuente disminu-

cion del tiempo de contacto con la timulina. De este modo, la cantidad de nonapép
tido que “ven” las células seria menor al que verian frente a idénticas dosis de ti-
mulina en los incubados celulares. Esto justificaria el hecho de que las células ade-
nohipofisarias muestren un desplazamiento del pico secretorio hacia concentracio-
nes mas elevadas. Ya se han discutido los efectos autécrinos y paracrinos como otra
posible causa de las diferencias de respuesta secretorias entre incubados y perifusa-
tos celulares.

Como se vio, cuando la timulina se neutraliza con un anticuerpo especifico
generado en conejo, se suprime totalmente su actividad hipofisiotropa, mientras
que el suero normal de conejo no ejerce efecto alguno sobre la liberacion de las
hormonas hipofisarias estudiadas. Esto indica que no hay ningiin factor en el suero
normal de conejo responsable del bloqueo de la secrecion inducida por la timulina
y que este efecto es propio del anticuerpo anti-timulina.

Considerando la falta de actividad del FTS sin Zn"? y la respuesta de tipo
dosis-dependiente que induce la FTS-Zn, se puede sugerir que las acciones de la
timulina a nivel hipofisario podrian esta mediadas por receptores especificos. Esto
esta de acuerdo con el hallazgo de la presencia de receptores para timulina en las
lineas tumorales derivadas de linfocitos T como la 1301, CEM, HSB2 y JM (Pléau
et al 1980, Gastinel er al 1982). Sin embargo, como no se han podido encontrar re-
ceptores especificos en células no tumorales (JM Pléau y M Dardenne, comunica-
cion personal), resulta dificil discriminar si la accion de la timulina a nivel hipofi-
sario se ejerce a través de receptores propios o sobre otros receptores que modulan
la respuesta hormonal.

La liberacion de GH inducida por GHRH esta mediada por un incremento
en los niveles de AMPc y calcio intracelular (Frohman and Jason 1986, Cuttler et
al 1992). Por otra parte, la liberacion de GH por accion de GHRP-6 esta mediada
por un incremento en los niveles de calcio intracelular y por la activacién de las
vias del IP; y DAG (Chen ef al 1996). Ademas, la coincubacion de células hipofisa-
rias con GHRH y GHRP-6, que posiblemente no compartan etapas en comiin,
produce un efecto sinérgico sobre la liberacion de GH (Chen et al 1996). Esto po-
dria implicar que algunos de los efectos de la timulina sobre las células somatotro-

pas no comparten las etapas involucradas en la liberacion de GH por parte de



180

GHRP-6 y que podrian estar mediados fundamentalmente por la produccion de
AMPc o alguna etapa distal a este debido a su efecto aditivo con GHRH. Esta
afirmacion podria resultar meramente especulativa, pero otros autores que en-
cuentran un efecto sinérgico sobre la liberacion de GH estimulada por GHRH y
galanina, concluyen de que ambos péptidos no comparten vias comunes en el me-
canismo de secrecion se GH (Lindstrom and Sévendahl 1993). La insulina y el
AMPec estimulan de modo sinérgico la liberacion de PRL, indicando que la insulina
actiia por una via diferente a la del AMPc sobre las prolactotropas (Jacob and
Stanley 1995). La sustancia P actiia de manera aditiva sobre la secrecion de PRL
estimulada por TRH indicando que ambos péptidos comparten vias comunes en la
liberacion de PRL (Henriksen et al1995).

El TRH estimula la liberacion de PRL y TSH por un mecanismo trifasico:
primero ocurre una despolarizacion de unos 30 s independiente de la liberacion de
Ca'?, segundo ocurre una respuesta de hasta 3 min que inicia la liberacion de LH
o TSH inducida por una repolarizacion mediada por la inhibicion de los canales de
Ca"? voltaje dependiente y tercero una despolarizacion por salida de calcio que
activa la exocitosis de las hormonas y las vias del IP; y calcio-DAG que la mantie-
nen. En el caso de las tirotrpas, el TRH también podria actuar, aunque en menor
medida por la via del AMPc. Entonces, un mismo neuromodulador puede emplear
varios mecanismos temporalmente diferentes para estimular la secrecion peptidica
(Hemmings et al 1989, Rondeel and Jackson 1993, Fomina and Levitan 1995). En
los casos en que las células prolactotropas se coincuban con TRH y sustancias ca-
paces de elevar el AMPc intracelular como lo son el PACAP, forskolin, IBMX o la
toxina colérica, se observo un efecto sinérgico para la liberacion de PRL, pero en
la coincubacion con VIP que actia via IP; y en menor medida via AMPc, se obser-
v0 una respuesta aditiva ( Chen ef al 1993, Tena-Sempere ef al 1996, Vertongen et
al 1996, Mau ef al 1997). En el caso de las tirotropas, el forskolin y los analogos del
AMPc estimulan la expresion del ARNm de B-TSH (Steinfelder ef al 1992), mien-
tras que el péptido 1 glucagon simil (GLP-1) produce la liberacion de TSH por ac-
tivacion de la adenilato ciclasa (Small er al 1996). Es de destacar que el autor no
encontré ningun trabajo relacionado con la interaccion entre TRH y activadores
de la via del AMPc. De esto se podria inferir que la timulina actiia sobre las células
prolactotropas via AMPc pero no se podria concluir nada al respecto sobre la ac-
cion de esta hormona sobre las tirotropas.

La coincubacion de células hipofisarias de ratas jovenes, adultas y senescen-
tes con timulina y GnRH conduce a un efecto sinérgico para la liberacion de LH y
aditivo para la liberaciéon de FSH. En la secrecion de LH mediada por GnRH in-
tervienen IPs, calcio extracelular, calcio/calmodulina y la PKC, mientras que su
sintesis esta regulada por la PKC (Rondeel and Jackson 1993, Kile and Nett 1994,
Sim et al 1995). Por otro lado, GnRH estimula la liberacion de FSH via PKC, cal-
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cio extracelular, calcio/calmodulina y AMPc (Kile and Nett 1994, Sim ez al 1995).
Tanto GnRH como forskolin estimulan la sintesis de cadenas de B-LH y la sintesis
de ambas cadenas de FSH con posterior secrecion de FSH (Ishizaka et al 1993). El
PACAP, que activa la adenilato ciclasa, es capaz de ejercer un efecto sinérgico con
GnRH sobre la liberacion de LH (Leonhardt ef al 1995). Esto permitiria pensar
que la secrecion de LH inducida por accion de la timulina podria ocurrir via
AMPec, pero el efecto sobre la secrecion de FSH es todavia incierto.

Los resultados obtenidos al tratar las células hipofisarias de ratas jovenes
con EGTA o con EGTA + el ionéforo A23187 indican que la actividad hipofisotro-
pa de la timulina depende de la presencia de niveles adecuados de calcio extrace-
lular.

El hallazgo de que la TFP, la cual inhibe la PKC, no ejerce efecto inhibito-
rio alguno sobre la secrecion estimulada por la timulina de las hormonas adenohi-
pofisarias estudiadas sugiere que el DAG no estaria involucrado en la accién secre-
tagoga de la timulina. Mientras que el LiCl, que inhibe varias enzimas involucra-
das en la degradacion del IP;, potencia la respuesta a la timulina lo que permitiria
pensar que la via del IP; estaria mediando la accion secretagoga de la timulina.

Dado que la inhibicion de la fosfodiesterasa con cafeina o la activacion de la
proteina G, con NaF o de la adenilato ciclasa con forskolin, producen la facilitaciéon
de la liberacion de GH, PRL, LH, FSH y TSH, parece razonable pensar que el
AMPc puede estar involucrado en las acciones hipofisotropas de la timulina. Esto
esta de acuerdo con la evidencia indirecta de que la timulina podria tener como
segundo mensajero al AMPc ya que el aumento de AMPc mimetiza el efecto de
esta hormona en linfocitos T (Bach and Bach 1973). Como era de esperar (en base
a lo mencionado en parrafos anteriores) el forskolin estimulé la secrecion basal de
las hormonas adenohipofisarias estudiadas, mientras que su control negativo, el
1,9-dideoxiforskolin resulto inactivo.

Las células de ratas senescentes mostraron respuestas cualitativamente
idénticas pero cuantitativamente menores a las de su contraparte joven en los ex-
perimentos de perifusion celular, cinética de liberacion hormonal y coincubacion
con factores hipofisotropos. Esto se deberia a las razones ya expuestas en la parte
A) de la discusion (disminucion en el nimero de cierto tipo de células endocrinas

y/o desensibilizacion a la timulina).
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C) COMPORTAMIENTO DE LAS CELULAS
ADENOHIPOFISARIAS FRENTE A LAS
HISTONAS Y NUCLEOHISTONAS: CAMBIOS
DURANTE EL ENVEJECIMIENTO. DNA
CIRCULANTE Y MUERTE CELULAR
SISTEMICA

Los experimentos mostrados aqui, demuestran, por primera vez, que las
histonas H2A, H2B y H3 y las NH pueden actuar directamente sobre las células
adenohipofisarias estimulando la liberaciéon de GH, PRL, LH y TSH. Este hallazgo
esta en linea con el hecho de que las histonas y nucleohistonas pueden inducir la
liberacion de ACTH en el sistema de perifusion células adenohipofisarias (Goya ef
al 1993). Como se indicé previamente, en la seccion de esta discusion correspon-
diente a timulina, resulta poco probable que los efectos observados se deban a inte-
racciones paracrinas entre las distintas poblaciones adenohipofisarias. El hecho de
que los filtrados de histona H2A y de NH resulten inactivos como secretagogos de
las cuatro hormonas adenohipofisarias arriba mencionadas permite descartar la
presencia de contaminantes activos de peso molecular menor que 12 Kd en nues-
tras preparaciones comerciales de histonas, pero no permiten concluir nada acerca
de posibles contaminantes de mayor peso molecular. Los extractos de EM media
utilizados en este estudio demuestran, como se indico en la seccion anterior, que las
células adenohipofisarias no perdieron su funcionalidad durante el transcurso de
los experimentos. El péptido MB-35 resulté inactivo como secretagogo tanto a la
concentracion mostrada de 6 uM, como a concentraciones de 1 y 30 uM (no mos-
trada con el objeto de simplificar los grificos), mientras que la timosina fraccion S
resulto inactiva como secretagogo aunque solo se ensayo una concentracion. El
hecho de que las histonas y nucleohistonas resulten ineficaces como secretagogos de
FSH, sumados al mismo hecho ya seiialado para la timulina, estaria confirmando
la baja sensibilidad del RIA para FSH utilizado en estos experimentos ya que dos
tipos de sustancias no emparentadas conducen al mismo resultado negativo.

Los experimentos de cinética de liberacion de las cinco hormonas adenohi-
pofisarias estudiadas muestran respuestas tiempo- y dosis-dependientes (aunque
solo se usaron dos concentraciones para la histona H2A y tres para H2B y H3). El
bloqueo completo de la actividad hipofisotropa de la histona H3, a las tres concen-
traciones ensayadas, por el anticuerpo monoclonal TNT2 da un indicio de que las
actividades secretagogas observadas residen en la histona y no en las posibles im-

purezas acompaiantes (al menos de la histona H3). La misma dilucion de este an-
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ticuerpo no causé efecto alguno sobre la liberacion de GH, PRL, LH, FSH y TSH
indicando que este no es un efecto inhibitorio del anticuerpo per se. No obstante,
no se puede descartar que la actividad de H3 se deba a una contaminacion por la
histona H1 ya que el anticuerpo TNT2 reacciona contra un epitope comun a las
histonas H1 y H3 (Miller ef al 1993).

El presente trabajo demuestra que el polication poly-Lys, el cual posee un
peso molecular promedio similar al de las histonas H2A y H2B, no posee actividad
hipofisotropa a concentraciones a las cuales las histonas ensayadas son activas.
También se demuestra que este polication no modifica la secreciéon de las hormo-
nas hipofisarias estimuladas con GHRH, GHRP-6, TRH y GnRH. Esto sugiere que
la accion hipofisotropa de las histonas no se debe a un efecto inespecifico originado
en la alta carga electrostatica de estas moléculas. Esto esta de acuerdo con observa-
ciones previas de que las concentraciones efectivas a las que las histonas ejercen
sus efectos de tipo hormonal estan en el rango de 1 a 20 pM, mientras que los pép-
tidos basicos espermina y espermidina para mimetizar algunos de los efectos de las
histonas requieren concentraciones de 100 a 1.000 veces mayores que las usadas
para las histonas (Aten and Behrman 1989a). Para mimetizar ciertos efectos de
tipo hormonal de las histonas se requieren niveles S0 a 100 veces mayores de poly-
Lys y poly-Arg (Louters ef al 1993), requiriéndose concentraciones de 100 a 200
veces a la de las histonas para el caso de la protamina, la espermina, la spermidina,
la cadaverina y la putrescina (Mellgren and Schlender 1983). La poli-ornitina, po-
ly-Arg o poly-Lys son incapaces de ejercer efectos histona-simil atin en altas con-
centraciones (Mc Croskey et al 1989).

Los estudios de cinética de liberacion muestran que el péptido MB-3S es
inactivo como secretagogo de las hormonas hipofisarias a cortos tiempos de incu-
bacion, mientras que el efecto es moderado (no tan grande como el de las histonas
a cortos tiempos) cuando este péptido se incuba con las células hipofisarias durante
tiempos mayores. Esto esta en linea con el hallazgo de que el péptido MB-35 induce
la liberacion de GH y PRL cuando se incuban cultivos de células hipofisarias du-
rante cuatro horas con el mismo (Badamchian ef a/ 1990). El hecho de que este
péptido, ademas, sea capaz de bloquear muy efectivamente la liberacion de las
hormonas adenohipofisarias estimuladas con la histona H2A y de que las histonas
produzcan un patron de liberacion hormonal dosis- dependiente podria indicar
que las histonas actian a través de algun receptor especifico presente en las células
hipofisarias estudiadas.

Una vez mas, no se podria descartar que algunos de los efectos secretagogos
observados en el sistema de incubacién celular se deban a efectos paracrinos.

Cuando se estudio la interaccion de las histonas con los factores hipofiso-
tréficos se encontroé que la coincubacion con las histonas con GHRH produce un

efecto sinérgico, mientras que con GHRP-6, TRH o GnRH se obtienen respuestas
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del tipo aditivo. Sin entrar en los detalles ya discutidos en la seccion correspondien-
te a la timulina, los resultados obtenidos conducen a pensar que las histonas com-
parten algunas de las etapas principales de la accion secretagoga de GHRP-6, TRH
y GnRH. El unico trabajo que esta en linea con los efectos descriptos aqui se rela-
ciona con el péptido MB-35, el cual, coincubado con GHRH, produce una respues-
ta de tipo sinérgico para la liberacion de GH, mientras que con TRH genera una
respuesta aditiva para la liberacion de PRL. Los autores especulan que este pépti-
do actua via IP;-DAG como segundos mensajeros, pero no via AMPc (Badamchian
et al 1991).

Los resultados obtenidos al tratar las células hipofisarias de ratas jovenes
con EGTA o con EGTA + ionéforo A23187 indican que la actividad hipofisotropa
de las histonas dependen de la presencia de niveles adecuados de calcio extracelu-
lar. Lo que es enigmatico es la accion del ionéforo A23187, el cual no modifica la
respuesta secretoria de las células adenohipofisarias a la timulina o las histonas.
Como el nivel de calcio presente en el medio de incubacion es unas 10 veces mayor
que el del calcio intracelular, se esperaria que el ion6foro estimule tanto los niveles
basales como los estimulados.

Dado que la cafeina, el NaF y el forskolin carecen de efecto sobre la secre-
cion de GH, PRL, LH, FSH y TSH estimulada por las histonas es posible concluir
que la via del AMPc no esta involucrada en el efecto estimulatorio de estas protei-
nas.

El LiCl produce un leve efecto estimulatorio, lo que seiiala la posibilidad de
que el IP; esté involucrado en la accion de las histonas. El marcado efecto inhibito-
rio que genera la TFP sobre la secreciéon estimulada por las histonas de las hormo-
nas adenohipofisarias estudiadas podria solamente sugerir la intervencion de la via
del DAG en el efecto estimulatorio de estas proteinas. La TFP no sélo inhibe la
PKC sino también la PKA y la calmodulina, inhibiendo asi las vias del DAG,
AMPc y calcio. El efecto sobre la via del AMPc se puede descartar debido a dos
razones, la primera es que se requieren concentraciones mayores de TFP que las
usadas en el presente trabajo para inhibir Ia PKA dependiente de AMPc y la se-
gunda y mas importante razon es que como ya se indico, el AMPc no esta involu-
crado en la actividad secretagoga de las histonas. Sin embargo, ya que el calcio esta
involucrado en el efecto secretorio de las histonas y el rango de concentracion re-
querido para inhibir la calmodulina se solapa con aquel utilizado para inhibir la
PKC, este factor no se puede excluir.

Al igual que en el caso de la timulina, las células de ratas senescentes mos-
traron respuestas cualitativamente idénticas pero cuantitativamente menores a las
de su contraparte joven en los experimentos de perifusion celular, cinética de libe-
racion hormonal y coincubacion con factores hipofisotropos. Esto se deberia a las

razones ya expuestas en la parte A) de la discusion.
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Aunque todavia no esta claro si las histonas podrian tener un rol fisiolégico
como mensajeros extracelulares, existe evidencia que indica que los fragmentos de
cromatina pueden unirse especificamente a la membrana plasmatica de leucocitos
y de otros tipos celulares (Jacob et al 1989, Hefeneider ef al 1992). Ademas, se ha
descripto que cuando se induce muerte celular programada en linfocitos T de timo
y bazo, cultivandolos en presencia de glucocorticoides, los mono- y oligonucleoso-
mas liberados por las células apoptoticas ejercen efectos mitogénicos sobre linfoci-
tos B en reposo y producen una estimulacion generalizada de la sintesis de inmu-
noglobulinas y de anticuerpos anti-ADN (Atkinson et al 1985, Bell ef al 1990). Re-
cientemente se ha demostrado que los nucleosomas e histonas pueden inhibir la
actividad de las células NK in vitro y que en pacientes cancerosos con altos niveles
de ADN circulante la actividad NK se halla deprimida (Le Lann ef al 1994).

La liberacion de ADN nucleosomal es una de las etapas claves del fendomeno
de la apoptosis (Compton ef al 1986). Resulta por tanto posible postular que du-
rante procesos fisiolégicos o patolégicos que involucren muerte celular programada
masiva, las nucleoproteinas liberadas por las células apoptéticas podrian actuar
como “seiales apoptoticas” frente a un importante sistema integrativo del orga-

nismo: la red inmuno-neuroenddcrina. La fig. D1 esquematiza esta hipotesis.

SISTEMA INMUNE
CELULAS PARENQUIMATICAS

Nucleosomas

Meédula
dOsea

Hipotalamo

sanguineo

Hipofisis

SISTEMA NEUROENDOCRINO

FIGURA D1: Modelo propuesto segiin el que los mono y oligonucleosomas libera-

dos durante el proceso de apoptosis actuarian como mensajeros apoptoticos frente al
sistema neuroenddcrino e inmune.
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Con el fin de hacer un primer acercamiento evaluativo a esta hipétesis se
opté por determinar los niveles de DNA circulante como un indicador del nivel de
nucleosomas circulantes ya que se sabe que en los fluidos biologicos el DNA no cir-
cula desnudo sino unido a histonas (DNA nucleosomal). El DNA desnudo es rapi-
damente degradado por DNasas circulantes. Al comparar los niveles séricos y
plasmaticos de DNA en las ratas jovenes se encontro que éstos eran similares, ha-
llazgo indicativo de que la coagulacion sanguinea no modifica los niveles de DNA
circulante. Por otra parte, el hallazgo de niveles séricos de DNA mas altos en las
ratas senescentes que en las jovenes, podria interpretarse como el reflejo de una
mayor tasa de pérdida celular en los animales seniles. Esto coincide con observa-
ciones similares efectuadas en seres humanos de diferentes edades (Fournié et al.,
1993). En el presente trabajo se encontré que los niveles de DNA sérico en ratas
senescentes portadoras de tumores mamarios son mayores que en aquellas de si-
milar edad que estdn libres de esta patologia (datos no mostrados).

Los estudios de administraciéon de dexametasona a ratas jovenes confirma-
ron que este glucocorticoide causa una marcada involucién timica. Se sabe que los
glucocorticoides poseen un marcado efecto catabolico sobre los 6rganos linfoides,
razon por la cual el progresivo aumento de DNA plasmatico observado en los ani-
males tratados con dexametasona se interpreta como un reflejo del vuelco masivo
de DNA nucleosomal liberado por las células linfocitarias apoptéticas. Estos ha-
llazgos estarian a favor del modelo propuesto. Sin embargo, al tratar de corroborar
la idea de que las nucleoproteinas (nucleosomas), o sus componentes por separado
podrian inducir respuestas neuroenddcrinas al ser inyectadas en el torrente circu-
latorio de animales jovenes, los resultados fueron negativos. En estos estudios solo
se evaluaron una Gnica dosis de DNA, histona o nucleohistona, limitaindose ademas
a la evaluacion de tres hormonas hipofisarias por lo que su valor es limitado. Con-
siderando que estas mismas preparaciones nucleares resultaron activas sobre célu-
las adenohipofisarias in vitro, la cuestion de su actividad in vivo debe considerarse
como aun no resuelta. También queda como una cuestion abierta la elucidacion del
rol bioldgico, si es que existe alguno, de las histonas y nucleohistonas presentes en

fluidos extracelulares.
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CONCLUSIONES

1) LAS CELULAS SOMATOTROPAS, PROLACTOTROPAS, GO-
NADOTROPAS Y TIROTROPAS RESPONDEN EN FORMA ES-
PECIFICA Y DOSIS-DEPENDIENTE A LA TIMULINA. SE SU-
GIERE LA PRESENCIA DE RECEPTORES PARA ESTA HOR-
MONA EN LA HIPOFISIS Y QUE LA ACCION DE LA MISMA
SE EJERCERIA VIA AMPc, IP; Y CALCIO.

2) LAS CELULAS SOMATOTROPAS, PROLACTOTROPAS, GO-
NADOTROPAS Y TIROTROPAS RESPONDEN EN FORMA ES-
PECIFICA Y DOSIS DEPENDIENTE A LAS HISTONAS H2A,
H2B Y H3. SU ACCION NO ES UN FENOMENO ASOCIADO A
LA ALTA CARGA ELECTRICA DE ESTAS NUCLEOPROTEI-
NAS, POSTULANDOSE QUE PODRIAN ACTUAR INTERAC-
CIONANDO CON ALGUN RECEPTOR ADENOHIPOFISARIO.
SE SUGIERE QUE LA ACCION DE LAS HISTONAS ESTARIA
MEDIADA POR CALCIO, DAG Y POSIBLEMENTE IP;. SE
POSTULA QUE EL ROL BIOLOGICO DE ESTAS NUCLEO-
PROTEINAS CUANDO SON LIBERADAS A CIRCULACION,
SERIA EL DE SENALES APOPTOTICAS ACTIVAS A NIVEL
INMUNO-NEUROENDOCRINO.

3) EXISTE MARCADO DESCENSO EN LA RESPUESTA DE LAS
POBLACIONES CELULARES ADENOHIPOFISARIAS SENES-
CENTES A LOS ESTIMULOS SECRETAGOGOS AQUI EVA-
LUADOS. PARA LAS CELULAS PROLACTOTROPAS EL DES-
CENSO OBEDECE A UNA REDUCCION DE LA RESPUESTA
CELULAR, PARA LAS DEMAS POBLACIONES ESTUDIADAS
OTRO FACTOR QUE PODRIA CONTRIBUIR A EL EFECTO
OBSERVADO SERIA DESCENSO EN EL NUMERO DE CELU-
LAS QUE OCURRE DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

4) SE CORROBORAN LAS DISCREPANCIAS OBSERVADAS
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POR OTROS AUTORES DE TIPO CUALI- Y CUANTITATIVO
EN LA RESPUESTA DE LAS CELULAS ADENOHIPOFISARIA
CUANDO LAS MISMAS SE ESTUDIAN MEDIANTE EL SISTE-
MA DE PERIFUSION CELULAR O EL DE INCUBADOS CELU-
LARES. SI BIEN AMBOS SISTEMAS SON UTILES PARA EL
ESTUDIO IN VITRO DE LA FUNCION HIPOFISARIA, EL SIS-
TEMA DE PERIFUSION PROVEE UN MARCO EXPERIMEN-
TAL EN EL CUAL ES POSIBLE ELIMINAR LAS INTERAC-
CIONES AUTOCRINAS Y PARACRINAS. EL USO DE AMBOS
SISTEMAS PERMITIRIA ARRIBAR A CONCLUSIONES MAS
CONFIABLES.
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